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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die idiopathisch generalisierten Epilepsien (IGEs) stellen eine Gruppe von
Epilepsiesyndromen dar, die zusammen eine Lebenszeitpravalenz von 0,3% aufweisen und
20-30% aller Epilepsien reprasentieren. Die haufigen, klassischen IGE-Syndrome sind die
kindliche Absence-Epilepsie (CAE), die juvenile Absence-Epilepsie (JAE), die juvenile
myoklonische Epilepsie (JME) und die Epilepsie mit generalisierten tonisch-klonischen Anfal-
len (EGTCS). Die Atiologie dieser vier klinisch Gberlappenden Subsyndrome ist genetisch
determiniert. Molekulargenetische Forschungsansatze sind daher aussichtsreich, einen be-
deutenden Beitrag zur Aufklarung der molekularen Mechanismen der Epileptogenese zu
leisten. Trotz der hohen Heritabilitdt von ca. 80%, gelang es bislang nicht, die genetische
Architektur der haufigen IGE-Syndome Uberzeugend aufzuklaren. Lediglich fir die seltenen,
monogenen Formen der IGEs (ca. 1-2% der Falle) sind klar pradisponierende Genvarianten

identifiziert worden.

In dieser Studie wurden zur Dissektion der genetischen Fakoren bei den haufigen IGE-
Syndromen mit genetisch komplexer Disposition zwei verschiedene molekulargenetische
Forschungsansatze angewandt. Ziel dieser Strategie war es, die unterschiedlichen geneti-
schen Komponenten des multifaktoriellen polygenen Models zu erfassen. Mittels
genomweiter Kopplunganalysen in familiaren IGE-Formen sollten genetische Faktoren mit
relativ hohen Effektstarken identifiziert werden, die zu einer oligonenen Vererbung beitragen.
Komplementéar sollten mittels genomweiter Assoziationsanalysen genetische Variationen
identifiziert werden, die entsprechend der ,common disease/common variant- (CD/CV-) Hy-
pothese meist geringe disponierende Effekte aufweisen, jedoch haufig in der allgemeinen
Bevolkerung vorkommen. Dartber hinaus sollte Gberprift werden, ob die idiopathischen Ab-
sence-Epilepsien (IAE) und JME syndromspezifische Determinanten aufweisen. Die Grund-
lage flr diese Studien war die Rekrutierung der weltweit gréten Kollektive von 379 IGE-
Multiplexfamilien und 2826 unverwandten IGE-Patienten im Rahmen des europaweiten For-
schungsprojektes EPICURE.

In der genomweiten Kopplungsanalyse in 379 IGE-Multiplexfamilien fanden sich suggestive
Kopplungshinweise fur sechs Regionen (1p36.22, 3p21.1-p13, 5931.3-q35.1, 13g12.11-
ql2.13, 139g31.1-q32.1, 19913.32-913.42). Fur den Chromosomenabschnitt 13931.1-g32.1,
wurde in der Subgruppe mit 235 IAE-Multiplexfamilien eine signifikante Kopplung in der pa-
rametrischen Analyse erreicht (rezessives Vererbungsmodell: HLOD = 5,02 bei rs1332470; a
= 0,22). Die nichtparametrische Kopplungsanalyse in der Subgruppe mit 118 JME-

Multiplexfamilien ergab eine signifikante Kopplung in der chromosomalen Region 2g32.1-

Vi



ZUSAMMENFASSUNG

036.1 (LODyp. = 3,43 bei D2S143). Die parametrischen Analysen in der JME-Subgruppe
unterstitzen den signifikanten Kopplungsbefund (HLOD > 2,5 in beiden Vererbungsmodellen
bei D2S143). In der chromosomalen Region 5g31.3-935.1 fanden sich suggestive Kopp-
lungshinweise in beiden Subgruppenanalysen, sowohl in den nichtparametrischen als auch
in den parametrischen Kopplungsanalysen mit dem dominanten Vererbungsmodell.

Die Ergebnisse der Kopplungsanalysen unterstlitzen das oligogene Vererbungsmodell fir
die familiaren IGE-Syndrome. Ein genetischer Risikofaktor in dem Chromosomenabschnitt
5031.3-g35.1 pradisponiert fur ein breites Spektrum von familiaren IGE-Syndromen. Interes-
santerweise befinden sich in dieser Region zwei bekannte Epilepsiegene (GABRAL,
GABRG2), in denen Mutationen bei monogenen IGE-Formen identifiziert wurden. Die zwei
Kopplungsloci in den Chromosomenabschnitten 13931.1-g32.1 und 2g32.1-g36.1 weisen auf
subsyndromspezifische Determinanten hin, die differentiell zum Entstehungsrisiko von ent-
weder IAE oder JME beitragen. Die aussichtsreichsten Kandidatengene sind GPC5 auf
139g31.3 und ERBB4 auf 2g34.

Die GWAS mit anschlieRender Replikationsanalyse ergab in der kombinierten Analyse von
2826 IGE-Einzelfallen und 3701 Kontrollen europaischen Ursprungs eine genomweit signifi-
kante Assoziation in der Region 17g21.32 (META-P = 7,9 x 10 bei rs41336845; ORJ[T] =
0,76; 95%-KI: 0,70-0,84). In der IAE-Subruppe mit 1337 IAE-Einzelfallen und 3452 Kontrol-
len fanden sich suggestive Assoziationen auf Chromosom 2 in den Regionen 2p16.1 (META-
P =1,82 x 107 bei rs2953442; OR[C] = 1,31; 95%-KI: 1,19-1,45) und 2g22.3 (META-P = 1,53
x 107 bei rs17741930; OR[C] = 0,69; 95%-KI: 0,60-0,80). In der JME-Subgruppe mit 1067
JME-Einzelfallen und 3287 Kontrollen fand sich eine suggestive Assoziation in der Region
1043 (META-P = 4,22 x 107 bei rs1110615; OR[A] = 1,46; 95%-KI: 1,28-1,65). Die
genomweit signifikante Assoziation in der chromosomalen Region 179g21.32 mit den haufi-
gen IGE-Syndromen bestétigt erstmals die Existenz eines haufigen Risikofaktors fur IGE
entsprechend der CD/CV-Hypothese. In der assoziierten Region befindet sich das Gen fir
die Pyridoxamin 5'-Phosphat Oxidase (PNPO), das ein sehr aussichtreiches Kandidatengen

darstellt.

Die vorliegenden genomweiten Kopplungs- und Assoziationstudien identifizieren neue I1GE-
Loci in den Chromosomenabschnitten 2g32.1-g36.1, 13g31.1-g32.1 und 17921.32. Die posi-
tionelle Identifizierung der zugrundeliegenden Epilepsiegene wird weitere Einblicke in die
molekularen Mechanismen der Epileptogenese ertffnen und zur Klarung der genetischen

Architektur von Epilepsien beitragen.
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ABSTRACT

Abstract

Idiopathic generalized epilepsies (IGEs) represent a group of epilepsy syndromes affecting
about 0.3% of the general population and accounting for 20-30% of all epilepsies. The com-
mon classical IGE syndromes include childhood absence epilepsy (CAE), juvenile absence
epilepsy (JAE), juvenile myoclonic epilepsy (JME), and epilepsy with generalized tonic—clonic
seizures. The etiology of these four clinically overlapping subsyndromes is genetically deter-
mined. Therefore, molecular genetic studies present promising perspectives to unravel the
molecular mechanism of epileptogenesis. Despite a heritability of 80%, the underlying genet-
ic architecture of the common IGE syndromes remains largely unresolved. Until today, pre-
disposing gene variants could be identified only for the rare, monogenic forms of IGE (about
1-2% of the cases).

In the present study, two molecular genetic research approaches were applied to dissect out
genetic factors contributing to the common IGE syndromes with complex genetic disposition.
The aim of this strategy was to differentiate various genetic components of the multifactorial
polygenic model. Genome-wide linkage analysis in multiplex families with IGE was per-
formed to screen for genetic factors with strong effect sizes, which contribute to an oligogenic
inheritance. Complementary genome-wide association studies (GWAS) were performed to
identify common genetic variations, which according to the “common disease/common vari-
ant* (CD/CV) hypothesis show only small effect sizes. In addition, analyses in two syndrome
subgroups, stratified by either idiopathic absence epilepsies (IAE) or JME, were also per-
formed to dissect out syndrome-related variants conferring risk to either absence seizures or
JME-related myoclonic seizures. A prerequisite of the present studies was the recruitment of
the worldwide largest collective of 379 IGE multiplex families and 2826 unrelated IGE pa-
tients as part of the European EPICURE research project.

In the genome-wide linkage analysis of 379 multiplex families, suggestive linkage signals
were found in six regions (1p36.22, 3p21.1-p13, 5g31.3-gq35.1, 13g12.11-g12.13, 13g31.1-
g32.1, 19q13.32-q13.42). In the chromosomal region 13g31.1-g32.1, significant parametric
linkage was detected in the subgroup with 235 IAE multiplex families (recessive inheritance
model: HLOD = 5.02 at rs1332470; a = 0.22). The nonparametric linkage analysis in the
subgroup with 118 JME multiplex families showed significant linkage in the chromosomal
region 2932.1-q36.1 (LODyp. = 3.43 at D2S143). The parametric linkage analyses in the
JME subgroup support the significant linkage signal (HLOD > 2.5 for both inheritance models
at D2S143). The linkage finding at 5931.3-g35.1 was consistently supported by both nonpar-

ametric and parametric linkage results across all family groups.



ABSTRACT

Altogether, the results of the linkage scan support the oligogenic inheritance model for famili-
al IGE syndromes. A genetic risk factor in the chromosomal region 5931.3-g35.1 predisposes
for a wide spectrum of familial IGE syndromes. Interestingly, two known epilepsy genes en-
coding the GABAAx-receptor al and y2 subunits (GABRA1, GABRG2) are located in this re-
gion. The two linkage loci in the chromosomal regions 13g31.1-g32.1 and 2¢g32.1-9q36.1 im-
ply subsyndrome-specific determinants preferentially predisposing to either IAE or JME. The
most promising candidate genes are GPC5 at 13g31.3 and ERBB4 at 2q34.

Our GWAS, together with the subsequent replication analysis, investigated 2826 IGE cases
and 3701 controls of European origin. Joint analysis revealed a genome-wide significant as-
sociation at 17921.32 (META-P = 7.9 x 10° at rs41336845; OR[T] = 0.76; 95%-Cl: 0.70-
0.84). Within the IAE subgroup comprising 1337 IAE cases and 3452 controls, two sugges-
tive association signals on chromosome 2 were found at 2p16.1 (META-P = 1.82 x 10”7 at
rs2953442; OR[C] = 1.31; 95%-Cl: 1.19-1.45) and 2qg22.3 (META-P = 1.53 x 107 at
rs17741930; OR[C] = 0.69; 95%-ClI: 0.60-0.80). In the JME subgroup consisting of 1067 JME
cases and 3287 controls, one suggestive association was detected at 1943 (META-P = 4.22
x 107 at rs1110615; OR[A] = 1.46; 95%-ClI: 1.28-1.65). Consistent with the CD/CV hypothe-
sis, the genome-wide significant association in the chromosomal region 17921.32 confirms
for the first time the existence of a common risk factor for IGE. A promising candidate gene is
located within the associated region; it codes for the pyridoxamine 5'-phosphate oxidase
(PNPO).

In the present genome-wide linkage and association studies, new IGE loci were detected on
the chromosomal regions 2g32.1-gq36.1, 13g31.1-g32.1 and 17921.32. The positional identi-
fication of the causal epilepsy gene variants will provide new insights in the molecular mech-

anisms of epileptogenesis and will contribute to the dissection of the genetic architecture of

epilepsy.
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1 EINLEITUNG

Epilepsie gehort mit einer Punktprévalenz von 0,5-1% und einer Gesamtlebenszeitpravalenz
von 3% (bis 74 Jahren) zu den haufigsten chronischen Erkrankungen des zentralen Nerven-
systems (Hauser et al., 1993). Epilepsie fiihrt bei den Erkrankten zu einer signifikanten Be-
eintrachtigung der Lebensqualitat, bedingt durch neuropsychologische und psychiatrische
Komorbiditdten zusammen mit einer erhdhten Sterblichkeitsrate (Cavalleri et al., 2007a; Jen-
sen, 2011). Klinisch zeichnet sich Epilepsie durch spontan auftretende, unprovozierte
Krampfanfélle aus, denen neurophysiologisch eine abnormale paroxysmale Aktivitdt von
Neuronenverbanden zugrunde liegt (Engel, 2006; Moeller et al., 2011). Aus Studien zu der
Epidemiologie und Genetik von Epilepsiesyndromen lasst sich enthehmen, dass bis zu 50%
aller Epilepsien genetisch determiniert sind (Freitag et al., 2001; Sander und Gaus, 2007).
Als multifaktorielle, genetisch komplexe Erkrankung, zeichnet sich Epilepsie jedoch durch
eine weitreichende klinische und genetische Heterogenitat aus. Bislang konnten nur fir die
seltenen, monogenen Formen der Epilepsie (ca. 1% der Falle) pradisponierende Genvarian-
ten identifiziert werden (Pandolfo, 2011). Das Ausmal’ der multifaktoriellen Vererbung von
Epilepsie zeigt sich in der Pleiotropie der meisten bisher identifizierten Gene (Reid et al.,
2009), sowie durch die sehr grof3e Anzahl von potentiellen Kandidatengenen (Meisler et al.,
2001; Gurnett und Hedera, 2007). Genetische Studien weisen zudem auf populationsspezifi-
sche EffektgréRen von pradisponierenden Genvarianten hin (Greenberg et al., 2000;
Cavalleri et al., 2007b; Guo et al., 2011). In Mausmodellen von monogenen Epilepsieformen
ist nachgewiesen, dass die Auspragung von bekannten epileptogenen Mutationen vom ge-
netischen Hintergrund abhangt (Bergren et al., 2005; Yu et al., 2006; Tan et al., 2008). Ab-
schlieRend zeigen virtuelle Simulationsstudien, dass signifikante Anderungen der neuronalen
Erregbarkeit durch technisch kaum messbare funktionelle Anderungen von lonenkanalen

verursacht werden kénnen (Thomas et al., 2009).

1.1 Klassifikation epileptischer Syndrome

Ein Leitfaden fur eine diagnostische Klassifikation von Epilepsien und epileptischen Anfallen,
wurde von der Internationalen Liga Gegen Epilepsie definiert (International League Against
Epilepsy, ILAEY). Die mittlerweile weltweite Akzeptanz hat zu einer wesentlichen Vereinheitli-
chung der klinischen Diagnose von Epielepsiesyndromen gefiihrt. Neben Vorteilen fir die
Behandlung von Betroffenen, wurden dadurch genetische Studien prazisiert. Vereinfacht

dargestellt, werden Epilepsien nach Anfallsbild in lokalisationsbezogene Epilepsien (auch

' ILAE, International League Against Epilepsy, online: http://www.ilae.org
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fokal; auf eine GroRRhirnhemisphéare beschrankt) und generalisierte Epilepsien (initial beide
GrofZhirnhemispharen beteiligend) unterteilt. Basierend auf dem Manifestationsalter, dem
Erkrankungsverlauf und der vermuteten Atiologie erfolgt eine Subklassifizierung in idiopathi-
sche (genetische Ursache ohne erkennbare strukturelle Lasion), symptomatische (bekannte
Ursache) und kryptogene (unbekannte Atiologie) Formen (Gastaut, 1970; ILAE, 1981; ILAE,
1985; ILAE, 1989).

Die ILAE-Klassifizierung ist ein in Entwicklung befindender Prozess, welcher laufend weiter-
entwickelt und angepasst wird (Engel, 2001; Engel, 2006; Capovilla et al., 2009). Grundle-
gendes und bekanntes Problem des Klassifizierungsschemas sind die verwendeten Dicho-
tomien, unter denen nicht alle Epilepsieformen eingeordnet werden kénnen (Engel, 2011).
Aus Neuroimaging-Studien wird deutlich, dass lokalisierte und generalisierte Anfalle keine
strikt trennbaren Entitaten darstellen (Salek-Haddadi et al., 2009; Moeller et al., 2010). Die
Trennung zwischen idiopathischen und symptomatischen Epilepsieformen, die beide gene-
tisch bedingt sein kénnen, ist von dem jeweiligen Kenntnisstand und technischen Untersu-
chungsmethoden abhangig. Ein Beispiel dafir ist die juvenile myoklonische Epilepsie, eine
idiopathische Epilepsie, bei der in vereinzelten Fallen EFHC1-Mutationen und Entwicklungs-
stérungen des Cortex beschrieben worden sind (de Nijs et al., 2009; Léon et al., 2010;
Wong, 2010).

Ein Versuch diese Inkonsistenzen zu bereinigen, stellt der neueste Klassifizierungsvoschlag
der ILAE dar (Berg et al., 2010), welcher aber weitgehend mit Kritik aufgenommen worden ist
(Uberblick in: Panayiotopoulos, 2011). In dieser neuen Klassifizierung wurden Anderungen
der bekannten Termini idiopathisch (zu genetisch), symptomatisch (zu struktu-
rell/metabolisch) und kryptogen (zu unbekannt) eingefiihrt. Problematisch ist dabei, dass mit
,2genetisch” ein Begriff eingefuhrt werden sollte, welcher nach Wortlaut nicht alle genetisch
bedingten Epilepsieformen einschliel3t. Die vorgeschlagene Abschaffung der Klassifizierung
in lokalisationsbezogene und generalisierte Epilepsiesyndrome unter Beibehaltung dieser
Einteilung fir Anfalle ist als ,nicht evidenzbasiert® bezeichnet worden (Ferrie, 2010; Wolf,
2011). Im Rahmen der Diskussion um den Klassifizierungsvorschlag der ILAE von 2010
wurden Gegenvorschlage unterbreitet; ein auf Atiologie basierender Vorschlag (Shorvon,
2011) und eine Kombination der beiden Vorschlage als zweistufiges System (Wong, 2011).
Mit dem Klassifizierungsvorschlag von 2010, wurde jedoch ein flexibles Schema présentiert,
das eine je nach Aufgabenstellung zweckorientierte Klassifizierung erlaubt (Berg und Schef-
fer, 2011).

In der Tabelle 1-1 ist eine gekirzte Zusammenstellung von epileptischen Syndromen mit den
dazugehdérigen internationalen Abkurzungen, die in der vorliegenden Studie genannt werden.
Die Zusammenstellung kann gleichzeitig als Beispiel fur eine zweckorientierte Klassifizierung

dienen.
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Gruppe von Syndromen Abkirzung
« Idiopathische fokale Epilepsien von Kleinkindern und Kindern

Benigne nichtfamiliare infantile Anfalle BIS
Benigne kindliche Epilepsie mit zentrotemporalen Spikes (Rolando-Epilepsie) BCECTS
Benigne okzipitale Epilepsie des Kindesalters Typ Panayiotopoulos PS

Spat beginnende okzipitale Epilepsie des Kindesalters (Typ Gastaut) ICOE-G

* Familiare (autosomal-dominante) fokale Epilepsien

Benigne familiare neonatale Anfélle BFNS
Benigne familidre infantile Anfalle BFIS
Benigne familiare neonatale-infantile Anfélle BFNIS
Benigne familiare infantile Anfélle mit familiarer hemiplegischer Migrane BFIS-FHM
Infantile Konvulsionen mit paroxysmaler Choreoathetose ICCA
Autosomal-dominante néchtliche Frontallappenepilepsie ADNFLE
Familidre Temporallappenepilepsie FTLE

— Familiare mesiale Temporallappenepilepsie MFTLE

— Familiare laterale Temporallappenepilepsie ADLTE
Familiare occipitotemporale Epilepsie mit Migrane und visuelle Aura EPOLM
familiare fokale Epilepsie mit variablen Herden FPEVF
Partielle Epilepsie mit perizentralen Spikes PEPS

* Idiopathische generalisierte Epilepsien

Benigne myoklonische Epilepsie bei Kleinkindern BMEI
Benigne adulte familiare myoklonische Epilepsie BAFME
Epilepsie mit myoklonisch-astatischen Anféllen (Doose-Syndrom) MAE
Epilepsie mit myoklonischen Absencen (Tassinari-Syndrom) EMA
Augenlid-Myoklonie mit Absencen (Jeavons-Syndrom) ELMA
Idiopathische generalisierte Epilepsien mit variablen Phanotypen IGE

— Kindliche Absence-Epilepsie CAE

— Juvenile Absence-Epilepsie JAE

— Juvenile myoklonische Epilepsie (Janz-Syndrom) JME

— Epilepsie mit generalisierten tonisch-klonischen Anféllen EGTCS
Generalisierte Epilepsie mit Fieberanfallen plus GEFS+
Frih beginnende Absence-Epilepsie EOAE

* Reflexepilepsien

Idiopathische photosensitive Okzipitallappenepilepsie IPOE
Primére Leseepilepsie PRE

« Epileptische Enzephalopathie

Ohtahara-Syndrom (Frihinfantile epileptische Enzephalopathie) OS (EIEE)
Frahkindliche myoklonische Enzephalopathie (EIEE3) EME (EIEE3)
Dravet-Syndrom (Schwere frihkindliche myoklonische Epilepsie, EIEE6) DS (SMEI)
Borderline SMEI SMEB
Epilepsie der frihen Kindheit mit migratorischen fokalen Anfallen MPSI
West-Syndrom (Blitz-Nick-Salaam-Krampfe) WS
Lennox-Gastaut-Syndrom (LGS) LGS
Epilepsie mit kontinuierlichen Spike-Wave-Entladungen im Schlaf ECSWS

* Epileptische Anfille, die keine Epilepsiediagnose erfordern

Benigne neonatale Anfélle BNA
Fieberkrampfe FS

Tabelle 1-1 Beispiel einer moglichen Klassifikation von Epilepsiesyndromen

(verandert nach Engel, 2001)
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1.2  Genetik von Epilepsiesyndromen

Das AusmaR der genetischen Atiologie von Epilepsie ist in zahlreichen Studien untersucht
worden. Aggregationsstudien in Familien zeigen, dass 10% der diagnostizierten
Epilepsiepatienten betroffene Verwandte haben (Callenbach et al., 1998; Bianchi et al.,
2003). zZwillingsstudien belegen, dass genetische Faktoren fir die familiare Aggregation ver-
antwortlich sind (Berkovic et al., 1998; Johnson et al., 2003; Kjeldsen et al., 2003). So sind
monozygote Zwillinge signifikant haufiger konkordant fur Epilepsie, Epilepsiesyndrom und
Anfallstypen als dizygote Zwillinge. Patienten mit IGE weisen am h&ufigsten einen familiaren
Hintergrund (15%) und mit 56% die hochste Konkordanzrate mit inren Verwandten beziglich
der Epilepsieform (nach Lokalisation und Atiologie, Tabelle 1-2). Die Subsyndrome von IGE
zeigen dagegen keinen Unterschied in der Haufigkeit von betroffenen Verwandten (Janz,
1997).

Lokalisation Atiologie des Probanden Zwillingspaare

Idiopathisch* Symptomatisch® Kryptogen* Mz DZ*
Fokal 51.0 (38.8) 33.9 (18.2) 23.2 (8.3) 0.30- 0.36 | 0.05 - 0.10
Generalisiert 65.4 (56.2) 54.6 (39.4) 69.1 (16.7) 0.65-0.82 | 0.12 - 0.26
Undeterminiert | 0.0 (0.0) 23.1 (0.0) 35.0 (10.0)

Tabelle 1-2 Konkordanzraten bei Verwandten und Zwillinge von Epilepsiepatienten

! = Konkordanzraten von Probanden zu samtliche betroffene Verwandte: bezuglich Lokalisati-
on; in Klammern beziiglich Lokalisation und vermutete Atiologie (nach Bianchi et al., 2003).
= Konkordanzraten zwischen Zwillingspaaren (aus Berkovic et al., 1998 und Kjeldsen et al.,
2003). Legende -> MZ: monozygotisches Zwillingspaar; DZ: dizygotisches Zwillingspaar.

Aus solchen klinischen Familienstudien gibt es sowohl Hinweise fir genetische Determi-
nanten, die spezifisch fur ein Epilepsiesyndrom oder Subsyndrom prédisponieren (Berkovic
et al., 1998; Winawer et al., 2002; Winawer et al., 2005), als auch fir genetische Faktoren,
die flur mehrere Epilepsiesyndrome pradisponieren (Ottman et al.,, 1989; Scheffer und
Berkovic, 1997; Ottman et al., 1998).

In Tabelle 1-3 sind die meisten derzeit bekannten Gene wiedergegeben, bei denen bestatigt
ist, dass Mutationen zur Auspragung von Epilepsie pradisponieren. Die Mehrheit dieser Ge-
ne kodieren fur neuronale lonenkanale, was zu dem Konzept , Epilepsie als Kanalopathie®
gefuhrt hat. Mittlerweile sind allerdings Mutationen in mehreren nicht-lonenkanal-Gene be-
schrieben. Neben diesen bekannten Genen gibt es aus Kopplungsstudien Evidenzen fir eine
grofiere Anzahl von Kandidatenloci fir monogene und genetisch komplexe Formen von Epi-
lepsien. Eine Auswahl dieser Kopplungsbefunde ist in Tabelle 5-1 im Anhang wiedergege-
ben. Die meisten dieser Regionen sind allerdings nicht repliziert und Mutationsbefunde feh-
len (Leu et al., 2012).
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Gen Region Produkt Syndrom Referenz
GABRD 1p36.33 GABA-Rezeptor GEFS+ Dibbens et al., 2004
JME Dibbens et al., 2004
SLC2A1 1p34.2 Glucosetransporter IGE Striano et al., 2012
EOAE Suls et al., 2009
MAE Mullen et al., 2011
CHRNB2 1921.3 Acetylcholinrezeptor ADNFLE Phillips et al., 2001
KCNJ10 1923.2 K*-Kanal IGE Lenzen et al., 2005
ATP1A2 19232  Na'/K'-ATPase BFIS mit FHM Vanmolkot et al., 2003
CACNB4 2g23.3  Ca*-Kanal IGE Escayg et al., 2000a
JME Escayg et al., 2000a
KCNJ3 2024.1 K*-Kanal IGE Chioza et al., 2002
SCN2A 2924.3 Na'-Kanal BFIS Striano et al., 2006
BFNIS Berkovic et al., 2004a
GEFS+ Sugawara et al., 2001
EIEE11 Ogiwara et al., 2009
SCN1A 2024.3 Na'-Kanal FS alleine Mantegazza et al., 2005
GEFS+ Escayg et al., 2000b
MPSI Carranza Rojo et al., 2011
SMEI Striano et al., 2007
SMEB Harkin et al., 2007
WS Wallace et al., 2003
SCN9A 2024.3 Na'-Kanal FS Singh et al., 2009
GEFS+ Singh et al., 2009
SMEI Singh et al., 2009
GPR98 5q14.3 G-Protein-gekoppelter Rezeptor FS/GEFS+ Nakayama et al., 2002
GABRA1 5034 GABA-Rezeptor CAE Maljevic et al., 2006
JME Cossette et al., 2002
GABRG2 5034 GABA-Rezeptor FS alleine Audenaert et al., 2006
CAE mit FS Wallace et al., 2001
GEFS+ Baulac et al., 2001
SMEI Jansen et al., 2006
EFHC1 6p12.2 Mikrotubuli assoziiertes Protein JAE Stogmann et al., 2006
JME Suzuki et al., 2004
CHRNA2 8p21.2 Acetylcholinrezeptor ADNFLE Aridon et al., 2006
CPAG 8q13.2 Carboxypeptidase FS mit TLE Salzmann et al., 2012
FTLE Salzmann et al., 2012
KCNQ3 8g24.22  K'-Kanal BFNS Charlier et al., 1998
JRK 8024.3 Centromer bindendes Protein IGE Moore et al., 2001
LGI1 10923.33 Nogo receptor 1 Ligand ADLTE Berkovic et al., 2004b
SCN8A 12g13.13 Na'-Kanal SMEI Martin et al., 2007
GABRB3  15¢gl12 GABA-Rezeptor CAE Tanaka et al., 2008
CACNA1H 16p13.3 Ca”*-Kanal CAE Chen et al., 2003
IGE Heron et al., 2007
CACNA1G 17g21.33 Ca”*-Kanal IGE Yalgin, 2012
ME2 18g21.2  Mitochondriales Enzym IGE Greenberg et al., 2005
NEDD4L  18g21.31 Ubiquitin-Protein Ligase IGE mit PPR  Dibbens et al., 2007a
SCN1B 19q13.12 Na'-Kanal GEFS+ Wallace et al. 1998
CHRNA4  20913.33 Acetylcholinrezeptor ADNFLE Steinlein et al., 1995
KCNQ2 20¢13.33  K'-Kanal BFENS Singh et al., 1998

Tabelle 1-3 Bekannte Gene die zur Auspréagung eines Epilepsiesyndroms pradisponieren

Die Liste ist sortiert nach der genauen chromosomalen Position. Als Legende fir die jeweili-
gen Syndrome dient Tabelle 1-1.
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1.3 Epilepsie als genetisch komplexe Erkrankung

Das hohe Ausmafl} an genetischer Heterogenitat bei den haufigen Epilepsiesyndromen
zeichnet sich durch eine rasch abnehmende Vererbungswahrscheinlichkeit jenseits von
Verwandten ersten Grades aus, wahrend monozygotische Zwillinge hohe Konkordanzraten
aufweisen (Mulley et al., 2005). In einem multifaktoriell-polygenen Modell fir Epilepsie ist
eine hohe Anzahl von Genen vorstellbar, die jeweils einen additiven oder interaktiven Effekt
mit variabler Starke auf das Erkrankungsrisiko haben. Wahrend das Erkrankungsrisiko in der
Allgemeinbevdlkerung normalverteilt ist, werden Personen die aufgrund der Anzahl von Risi-
kofaktoren eine gewisse Anfallsschwelle Gberschreiten, eine Epilepsie entwickeln. Fir die
Verwandten dieser Personen wird die Verteilung des Erkrankungsrisikos entsprechend in
Richtung der Schwelle fiir Epilepsie verschoben sein (Abb. 1-1).

A

Allgemeinbevélkerung

Frequenz

Anzahl von Suszeptibilitatsallelen

_

: : Anfallsschwelle

| , ausreichend Suszeptibilitatsallele
| 1 um Epilepsie zu entwickeln
| !
I
|

Verwandte ersten Grades

Frequenz

Anzahl von Suszeptibilititsallelen

Auffilliges EEG

Abb. 1-1 Individuelle genetische Suszeptibilitat fur Epilepsie

Dargestellt ist die Anzahl von Suszeptibilitdtsalellen als Funktion der Frequenz in der Allge-
meinbevélkerung (A) und in Verwandte von betroffenen Patienten (B) (verandert nach Helbig
et al., 2008)

Bei den monogenen Formen von Epilepsie wird bereits in einem kleineren Rahmen die
Komplexitat von Epilepsie erkennbar. Jeweils Mutationen in unterschiedlichen Genen kon-
nen zu der Entstehung von ADNFLE und monogenen Formen von GEFS+ oder IGE fihren
(siehe Tabelle 1-3). Gleichzeitig zeigen mehrere der bekannten Suszeptibilitatsgene eine
ausgepragte Pleiotropie (unterschiedliche phanotypische Manifestationen eines Gendefekts):
SLC2A1 (Mullen et al., 2010), GABR-Gene (Macdonald et al., 2010; Lachance-Touchette et
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al., 2011) und SCN1A (Harkin et al., 2007). Zuséatzlich weisen Studien in Tiermodellen auf
Gen-Gen-Interaktionen hin. Zwei einzelne, epileptogene Mutationen in den Genen Kcnal
und Cacnala ergeben in einer Maus-Doppelmutante einen leichteren Epilepsiephanotyp
(Ausbleiben von ,spike-wave“-Komplexen im EEG, Verringerung der Anfallsh&ufigkeit und
Starke; Glasscock et al., 2007). Ebenso zeigen Scnla / Scn8a Doppelmutanten einen Phéa-
notyp mit annahernd normalen Schwellenwert fur induzierte Anfalle (Martin et al., 2007). Aus
Studien mit Mausmodellen fiir Epilepsie ist bekannt, dass der genetische Hintergrund die
phanotypische Auspragung von bekannten epileptogenen Mutationen beeinflusst (Jorge et
al., 2011).

An dieser Stelle wird die Notwendigkeit fur eine zweckorientierte Klassifizierung von
Epilepsiesyndromen deutlich, wie sie von Berg et al., 2010 vorgeschlagen wurde. Die geneti-
sche Heterogenitat ist dermal3en ausgepragt, dass klinische Phanotypisierung nicht verlass-
lich zu einer groBeren genetischen Homogenitat fuhrt. Da gleichzeitig eine bedeutende An-
zahl der bekannten Anfélligkeitsgene pleiotrope Effekte haben ist es vorstellbar, dass man-
che Epilepsieformen trotz unterschiedlicher Kklinischer Erscheinungsbilder bereits genetisch
homogen sind (Mefford und Mulley, 2010). Als Beispiel kann SCN1A dienen, das bisher be-
deutendste Epilepsiegen. SCN1A konnte als Epilepsiegen identifiziert werden, als erkannt
wurde, dass mehrere heterogene Epilepsieformen eine gemeinsame genetische Grundlage
haben und diese unter GESF+ als neues Syndrom vereinigt wurden (Scheffer und Berkovic,
1997; Johnson, 2011). Das Leitsymptom von GEFS+ sind Fieberkrampfe in der Kindheit, die
Uber das sechste Lebensjahr hinaus bestehen bleiben kénnen (FS+). Ein Teil der Patienten
entwickeln eine Fieber-unabhéngige generalisierte tonisch-klonische Epilepsie, die mit Ab-
sencen, myoklonischen, atonischen oder fokalen Anfallen assoziiert sein kann. In seltenen
Fallen werden auch andere Epilepsieformen diagnostiziert (MAE und SMEI). GESF+ wird
aufgrund dieser phanotypischen Variabilitdt in der Regel unter Einbeziehung aller betroffe-

nen Familienmitglieder diagnostiziert.

1.4 Idiopathische generalisierte Epilepsie

Die Gruppe der IGEs umfasst mehrere Subsyndrome, die anhand des Anfallstyps, des Mani-
festationsalters und des Erkrankungsverlaufs unterschieden werden (ILAE, 1985; ILAE,
1989; Tabelle 1-1). Zusammen reprasentieren die IGEs 20-30% aller Epilepsien (Berg et al.,
1999; Jallon et al., 2001). Die kindliche Absence-Epilepsie (CAE), die juvenile Absence-
Epilepsie (JAE), die juvenile myoklonische Epilepsie (JME) und die Epilepsie mit generali-
sierten tonisch-klonischen Anféllen (EGTCS) machen tber 90% aller IGE-Falle aus (Mullins
et al., 2007). Diese vier Subsyndrome weisen deutliche Gemeinsamkeiten in der
Anfallsentstehung und EEG-Muster auf (Moeller et al., 2011; Zambrelli und Canevini, 2011).
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Auch beziiglich des Anfallstyps gibt es Uberlappungen: CAE, die in 50% der Erkrankungs-
verlaufe eine vollstandige Remission in der Adoleszenz aufweist (Wirrell et al., 1996), entwi-
ckelt sich in 18% der Félle zu einer JME im Jugendalter (Martinez-Juarez et al., 2006); juve-
nile Absencen finden sich bei ca. 30% der JME-Patienten (Beck-Mannagetta et al., 1991);
generalisierte tonisch-klonische Anfélle (GTCS) sind in nur 40-50% isoliert anzutreffen, wah-
rend 72% aller IGE-Patienten mindestens einen GTC-Anfall erleiden (Crunelli und Leresche,
2002; Mullins et al., 2007). Die Uberlappung der klinischen Phanotypen ist in Abb. 1-2 sche-

matisch dargestellt.

IGEs

Abb. 1-2  Uberlappung der komplexen Phanotypen der IGEs
(nach Crunelli und Leresche, 2002)

Die IGE-Subsyndrome lassen sich, abgesehen von den Anfallstypen, am besten durch den
typischen Zeitpunkt des Anfallsbegins unterscheiden (CAE 6-8J., @7,5J.; JAE 10-16J.,
?13,3J.; IME 12-18J., 814,6J.; EGTCS 6-28J., Peak 17,1J.; Janz, 1997). Genetische Studi-
en bestatigen dieses Bild einer partiellen Uberlappung der IGE-Subgruppen und weisen auf
gemeinsame, als auch subsyndromspezifische genetische Faktoren hin (Sander et al., 2000;
Durner et al., 2001; Hempelmann et al., 2006).

Die beschriebene genetische Komplexitat von Epilepsien, gilt auch fur IGE und selbst fur die
relativ charakteristischen Subsyndrome. Das Ausmald an genetischer Homogenitat, die
durch die Subklassifizierung erreicht wird, lasst sich nur schwer einschatzen und ist
warscheinlich eher geringfligig. So gibt es bereits aus klinischen Studien Evidenzen fir Un-
terschiede zwischen Patientengruppen desselben Subsyndroms. JME-Patienten, die in ihrer
Kindheit eine CAE aufgewiesen haben, weisen bei ihren betroffenen Verwandten signifikant

hohere Frequenzen von EGTCS, FS oder IGE auf verglichen zu den Familien von klassi-



EINLEITUNG

schen JME-Fallen (Martinez-Juérez et al., 2006). Zusatzlich sprechen Patienten deren CAE
sich zu JME entwickelt hat schlechter auf Therapie mit antiepileptischen Pharmaka (AEDSs)
an und erreichen in nur 7% der Falle Anfallsfreiheit (Wirrell et al., 1996). Bei CAE-Patienten
weisen Aggregationsstudien auf Unterschiede zwischen Fallen von CAE mit und ohne GTCS
hin (Kinirons et al., 2008a). Patienten mit einer Absence-Epilepsie und GTCS haben eine
schlechtere Prognose und sprechen schlechter auf AEDs an als vergleichbare Patienten
ohne GTCS (Crunelli und Leresche, 2002; Curatolo et al., 2009).

1.5 Zelsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, populationsubergreifende Erkrankungsloci fur haufige IGE Syn-
drome zu identifizieren. Die positionelle Kartierung von IGE-Genen erfolgte mittels
genomweiter Kopplungs- und Assoziationsstudien. Als Forschungsgrundlage wurde IGE
ausgewahlt, da fur dieses Epilepsiesyndrom eine vorwiegend genetische Atiologie vorliegt.
Darluber hinaus sollte tberprift werden, ob idiopathische Absence-Epilepsie (IAE, umfasst
CAE und JAE) und JME subsyndromspezifische Determinanten aufweisen, die differentiell

zum Entstehungsrisiko von entweder IAE oder JME beitragen.

1.6 Forschungsgrundlage

Innerhalb von mehreren Forderperioden wurde das weltweit grof3te Kollektiv von 379 IGE-
Multiplexfamilien (européischen Ursprungs) und 1527 IGE-Einzelfallen (Ursprung Deutsch-
land und Anreinerstaaten) gesammelt. Beide Kollektive wurden im Rahmen des Projektes
genomweit mit genetischen Sequenzpolymorphismen genotypisiert. Fir die Multiplexfamilien
wurde der speziell fur Kopplungsstudien konzipierte Illumina HumanLinkage-SNP-
Genotypisierungschip verwendet. Die IGE-Einzelfalle wurden mit dem Affymetrix Genome
Wide Human SNP Array 6.0 genotypisiert. Dieser Chip garantiert eine flir genomweite Asso-
Ziationsstudien (GWAS) geeignete Abdeckung des gesamten Genoms mit einem durch-
schnittlichen Markerabstand von ca. 3000 bp. Uber NGFN-/NGFNplus-Netzwerke? wurden
von der PopGen Biobank (Krawczak et al., 2006) und aus der KORA-Studie (Wichmann et
al., 2005) 2461 deutsche Populationskontrollen fur die GWAS zur Verfigung gestellt. Fir die
Replikationsanalyse der GWAS wurden im Rahmen des EPICURE-Konsortiums® zwei weite-
re unabhangige IGE-Kollektive gesammelt (breitgefacherter, europaischer Ursprung): 1.) 572
Eltern-Kind-Trios mit IGE erkrankten Kindern und 2.) ein Fall-Kontroll-Kollektiv mit 727 1GE-

2

X NGFN, Nationales Genomforschungsnetz, online: http://www.ngfn.de

EPICURE, Functional Genomics and Neurobiology of Epilepsy, online:
http://www.epicureproject.eu
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Betroffenen und 668 Populationskontrollen. Fur die Kopplungsanalysen wurden 204 Familien
aus zwei friheren Studien (Sander et al., 2000; Hempelmann et al., 2006) und 175 Familien
aus dem EPICURE Projekt in eine Meta-Kopplungsanalyse eingeschlossen. Insgesamt
standen 2254 |GE-Patienten, 3129 Populationskontrollen, 572 IGE-Trios und 379 IGE-
Multiplexfamilien fur molekulargenetische Untersuchungen zur Verfugung.

10
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2 METHODEN

2.1 Studienteilnehmer

Fur die Studie wurden nur Epilepsie-Patienten berlicksichtigt, die eines der haufigen IGE-
Subsyndrome aufwiesen (CAE, JAE, JME und EGTCS mit generalisierten ,spike-wave*“-
Komplexen im EEG). Die Probanden wurden gemafd eines standardisierten Studienproto-
kolls*

Spektrum-Stérung, Schizophrenie, Psychosen, geistige Behinderung) wurden aus der

rekrutiert. Patienten mit bekannten neurologischen Komorbiditaten (Autismus-

GWAS ausgeschlossen. In Tabelle 2-1 sind die Besetzungen der drei unabhéngigen Kollek-
tive wiedergegeben, die fur die GWAS gesammelt worden sind.

GWAS-Kollektive | Patienten | Kontrollen Trios CAE JAE IAE JME |EGTCS
GW-Scan 1527 2461 - 480 215 7 586 239
Replikation 1 727 668 - 184 98 30 323 92
Replikation 2 - - 572 251 66 6 158 91

Tabelle 2-1 IGE-Kollektive fur Assoziationsanalysen

Die Phanotypgruppen CAE, JAE und IAE enthalten keine Félle von JME. Legende -> CAE:
Kindliche Absence-Epilepsie; JAE: Juvenile Absence-Epilepsie; IAE: Idiopathische Absence-
Epilepsie; JME: Juvenile myoklonische Epilepsie; EGTCS: Epilepsie mit generalisierten to-
nisch-klonischen Anféallen.

FAM | IND | TYP IGE nicht GSW FS andere nicht
Genomscan | Anz. | Anz. | Anz. | Patienten | betroffen | im EEG alleine | Epilepsien | bekannt
GS2000 107 | 551 | 496 273 251 11 2 9 5
GS2006 97 | 522 | 461 261 239 6 7 6 3
EPICURE 175 | 847 | 771 448 366 4 9 9 11
Kombiniert | 379 | 1920 | 1728 982 856 21 18 24 19

Tabelle 2-2 IGE-Multiplexfamilien fir Meta-Kopplungsanalyse

Legende -> GS2000 / GS2006: Kopplungsstudien Sander et al., 2000 und Hempelmann et al.,
2006; FAM Anz. / IND Anz./ TYP Anz.: Gesamtzahlen von Familien, Individuen und typisierten
Personen; GSW: ,,spike-wave“-Komplexe; FS: Fieberkrampfe.

Multiplexfamilien wurden ebenfalls Uber IGE-Patienten ohne neurologische Komorbiditaten
ausgewahlt. Die fur die Familienstruktur essentielle Patienten ohne IGE-Phanotyp oder mit
neurologischen Komorbiditdten, wurden mit unbekanntem Phé&notyp kodiert. Ein weiteres
EinschlufZkriterium fur Multiplexfamilien war das Vorhandensein von mindestens einem wei-
teren betroffenem Geschwister mit einem IGE-Subsyndrom (phanotypische Konkordanz war

dabei nicht erforderlich). In Tabelle 2-2 sind die Familien wiedergegeben, die in dieser Studie

Studienprotokoll, online: http://portal.ccg.uni-koeln.de/ccg/research/epilepsy-genetics/sampling-
procedure
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gesammelt worden sind. Zusammen mit den Familien aus zwei friheren Studien gingen die-
se in eine Meta-Analyse ein.
Tabelle 2-3 listet die Bevolkerungsgruppen auf, aus denen die drei GWAS-Kollektive und die

Multiplexfamilien rekrutiert worden sind.

GWAS Replikation 1 Replikation 2| Kopplung

Bevolkerungsgruppe IGE-Falle | Kontrollen | IGE-Falle | Kontrollen | IGE-TRIOS | MP-Familien
Osterreich 231 - 3 - 1 3
Belgien 41 - - - - 1
Danemark 93 - 6 - 5 10
Deutschland 885 2461 45 86 5 92
Niederlande 277 - 2 - 5 23
Australien - - 244 184 75 33
Neuseeland - - 3 - 4 -
Vereinigtes Konigreich - - 20 - 49 24
Mauritius - - - 1 -
Finnland - - 7 7 9 7
Aschkenasim - - 4 - 6 2
Israel - - - - - 4
Schweden - - - - 1 1
Spanien - - 53 59 5 6
Frankreich - - 109 89 18 45
ehem. Jugoslawien - - 5 - 3 1
Bulgarien - - 2 - 4 4
Sinti - - - - 1 -
Griechenland - - 5 - 2 8
Italien - - 63 88 260 93
Turkei - - 156 155 118 21
Polen - - - - - 1
Gesamtzahlen 1527 2461 727 668 572 379

Tabelle 2-3 Ethnizitdten der gesammelten IGE-Kollektive

2.2 DNA-Aufbereitung und Qualitatskontrolle

Alle verwendeten Genotypisierungsmethoden basieren auf Intensitdtsmessungen und sind
damit abhangig von genauen Gesamtmenge und Qualitat der eingesetzten DNA.
2.2.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde mithilfe der Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 und

Nanodrop 8000 von NanoDrop® bestimmt. Diese Spektrophotometer erméglichen die Be-

° Nanodrop, online: http://www.nanodrop.com
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stimmung von Absorption von DNA-, RNA und Proteinlésungen sowie fluoreszenzmarkierten
Microarrays. Fur die Messung werden 1-2ul Probe zwischen zwei stumpf endenden und 1
mm voneinander entfernten Lichtwellenleitern platziert. Durch die naturliche Oberflachen-
spannung wird die Probe in der Messoptik festgehalten. Der erfasste Lichtwellenl&angenbe-
reich reicht von 220 bis 750 nm und lasst, neben der Konzentrationsbestimmung, auch Aus-
sagen uber die Reinheit der untersuchten Losung zu. Das Absorptionsmaximum fir Nuklein-
sauren liegt bei einer Wellenlange von 260nm, fir Proteine liegt es bei 280nm und fir orga-
nische Verbindungen bei 230nm. Uber die Verhaltnisse der drei Absorptionsmaxima wird die
Reinheit der untersuchten DNA-L6sung quantifiziert. Eine reine DNA-L6sung weist ein Axgq /
Avgo-Ratio von 1,8-2,0 und einen A, / Aszo-Ratio von 2,0-2,4 auf. Abweichende Werte wei-
sen auf Kontaminationen mit Proteinen oder organische Verbingungen hin. Durch mehrfache
Messung derselben DNA-Probe kann man feststellen, ob die DNA in dem Puffer homogen
geldst ist, was zu einer Verringerung der Fehlerquote bei den nachfolgenden Verdiinnungen
fuhrt.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese im Agarosegel wird zur Visualisierung von genomischer DNA (gDNA)
und PCR-Produkten benutzt. Agarose ist ein langkettiges Polysaccharid aus glycosidisch
verbundener D-Galactose und 3,6-Anhydrogalactose. Seine Konzentration im Gel bestimmt
die PorengrofRe. Im elektrischen Feld wandern Nukleinsduren aufgrund der negativ gelade-
nen Phosphatgruppe durch die Gelmatrix stets zur positiv geladenen Anode. Dabei ist die
Wanderungsgeschwindigkeit linearer DNA-Molekilen umgekehrt proportional zu dem deka-
dischen Logarithmus des Molekulargewichtes bzw. der Anzahl an Basenpaaren. Fir die De-
tektion der DNA wird dem Gel Ethidiumbromid zugegeben. Ethidiumbromidmolekiile interka-
lieren zwischen die Basen der DNA und bilden mit ihnen Charge-Transfer-Komplexe, welche
bei Anregung durch UV-Licht fluoreszieren. Zur visuellen Kontrolle der DNA wird eine Gelta-
sche mit einem GrélRenstandard belegt und alle weiteren Geltaschen mit aquivalenten Men-
gen der Test-DNA beladen. Die Methode eignet sich, auRRer fur die Auftrennung von PCR-
Fragmenten, auch zur visuellen Kontrolle der DNA-Qualitat und zur Quantifizierung von De-
gradation von gDNA, erkennbar als Schmier oder Leiterbanden. Fotografiert wurden die Gele

anschlieRend mit dem UV-Geldokumentationsapparat Alphalmager von Biozym®.

®  Biozym, online: http://www.biozym.com
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2.3  Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (,Polymerase Chain Reaction“, PCR) ist es mdglich,
DNA-Fragmente, deren Sequenzen zumindest teilweise bekannt sind, in exponentiellem
MalRe zu amplifizieren. Dabei verwendet man zwei 18-27 bp lange Oligonukleotid-
Startermolekuile (Primer), welche die Zielsequenz flankieren und in entgegengesetzter Orien-
tierung zueinander binden. Durch die hitzestabile DNA-Polymerase des thermophilen Bakte-
riums Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) werden die 3’-OH-Enden der Primer durch An-
figen der in dem Reaktionsansatz bereitgestellten Desoxyribonukleosid-Triphosphate
(dNTPs) verlangert, so dass zwei komplementare DNA-Einzelstrange synthetisiert werden.
Nach erneuter Denaturierung und Primeranlagerung dienen neusynthetisierte Einzelstrange
ebenfalls als Vorlage. Das PCR-Fragment wird auf diese Weise exponentiell durch einen
zyklischen Temperaturverlauf in drei Schritten vermehrt: 1.) Denaturierung bei 95 °C - bei
dieser Temperatur werden auch lange dsDNA-Strange in Einzelstrdnge getrennt; 2.)
Primerhybridisierung - nach der Trennung der DNA-Strange wird die Temperatur so weit ge-
senkt, dass die Primer an die jeweilige komplementare Sequenz binden kénnen. Optimal fir
die Primerhybridisierung sind Temperaturen von 2-3 °C unterhalb der Schmelztemperatur
der Primer-Zielsequenz-Hybride; 3.) Elongation bei 72 °C - die Tag-Polymerase hat ihr Reak-
tionsmaximum bei einer Temperatur von 72 °C. Beginnend von den 3’-OH-Enden der Primer
wird ein neuer komplementéarer Strang synthetisiert. Diese drei Schritte werden 30-35 mal
wiederholt. Die Anzahl der Zyklen ist nicht willklrlich, sondern maRigt das Auftreten unspezi-
fischer Produkte. AuRerdem ist die Reaktion abhangig von der Konzentration der dNTPs und
der Effizienz und Lebensdauer der Tag-Polymerase; die Amplifikationsrate wiirde daher ab
einem Punkt stagnieren. Abgesehen von der DNA, Primern, dNTPs und Polymerase ist fiir
die Reaktion ein geeignetes Puffersystem nétig. Fir die Aktivitat der Polymerase sind zu-

satzlich Mg®*-lonen notwendig.

2.4  SNP-Genotypisierung

2.4.1  Affymetrix SNP 6.0

Fir die genomweite Genotypisierung von 1527 IGE-Einzelfallen wurde der Affymetrix’ Ge-
nome-Wide Human SNP Array 6.0 verwendet. Dieser Chip ermdglicht pro Person und Chip,
906.600 Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) zu typisieren.

Der Affymetrix SNP 6.0-Assay basiert auf einer sequenzspezifischen Erfassung von SNPs

mittels allelspezifischer Hybridisierung (Kennedy et al., 2003; Matsuzaki et al., 2004). Abb. 2-

" Affymetrix, online: http://www.affymetrix.com
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1 zeigt das dazugehorige Flussdiagramm der nétigen Experimente. Die eingegebene DNA
wird mit zwei Restriktionsenzymen (Nsp | / Sty I) geschnitten und mit Adapter-Molekulen ver-
sehen. Mittels PCR und einem generischen Primer, wird die DNA als 200-1000bp grolRe
Fragmente amplifiziert. Vor der Hybridisierungsreaktion werden die PCR Fragmente gerei-
nigt, erneut fragmentiert, denaturiert und fluoreszenzmarkiert. Hybridisiert wird an 25bp gro-
Ren Oligomeren, welche als Cluster von identischen Oligomeren an einer genau festgelegten
Position auf der Chipoberflache vorliegen. Ein solcher Cluster ist spezifisch fur ein Allel eines
SNPs und wird von Affymetrix ,probe“ genannt. Fur die zwei Allele eines SNPs werden zwei
solcher Cluster gebraucht (,probeset). Pro SNP befinden sich drei solcher ,probesets* phy-

sikalisch getrennt auf einem Chip (Chai et al., 2010).

e ——————

o ;—__B—oL_[——_—_———asosaLaaaaaaaaeaaeeeey.
4 4 4 4 4 4

Nsp | Nsp | Nsp | Sty | Sty | Sty |

i RE digestion l RE digestion

l Nsp adaptor ligation l Sty adaptor ligation
—— T —
[ — | [ — ]
_— _—
l PCR: One primer l PCR: One primer

amplification

amplification

Complexity
reduction cleanup

l Fragmentation and
end-labeling

—
=l Hybridization
— and wash

Abb.2-1 Flussdiagramm des Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty-Assays
(nach Datenblatt 702509 Rev. 2, Affymetrix 2009)

Fur die Genotypbestimmung (,Genotype-Calling“) wurde die windowsbasierte Affymetrix
Genotyping Console 4.1 Software mit dem Birdseed v2° Algorithmus verwendet. Der ,Cal-
ling“-Algorithmus benutzt ein ,Gaussian Mixture Model* (GMM), welches mit einem
»EXpectation Maximization“-Algorithmus (EM-Algorithmus) trainiert wird, um zusammenhé&n-
gende Datenpunkte in einem zweidimensionalen Raum, dargestellt duch die zwei gemesse-

nen Intensitatswerte, pro SNP zu bestimmen. Das erste EM-Modell wird dabei vorgegeben.

® Birdseed, online: http://www.broadinstitute.org/mpg/birdsuite/birdseed.html|
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Fur die SNPs der X und Y Chromosomen werden Geschlechtsinformationen bzw. spezielle
EM-Modelle vorgegeben. Am besten funktioniert diese Vorgehensweise, wenn alle drei Ge-
notypen eines SNPs durch eine ausreichende Anzahl an Personen vertreten werden. Die
Rate mit der Genotypisierungsfehler auftreten, sowie die Genotypisierungsrate (CR), verhal-
ten sich umgekehrt proportional zu der Anzahl der verwendeten Personen (de Andrade et al.,
2011). Proben mit einer schlechten Assay-Performanz oder Kontaminationen kénnen zu ei-
ner hoheren Fehlerrate im ,Calling® fihren. Solche Proben kdnnen Uber den Parameter
»contrast Quality Control“ (cQC, Standard min. 0,4) identifiziert werden, ein Messwert fur die
Diskrimination zwischen Genotyp-Clustern (Affymetrix, 2008). Der cQC-Wert wird berechnet
Uber die Verteilung der Allelintensitaten von 9.340 willkirrlich ausgewahlten autosomalen
SNPs. Zusatzlich werden cQC-Werte flr zwei Sets von jeweils 20.000, fur eine der Restrikti-
onsenzyme, spezifische SNPs (cQC-Nsp / cQC-Sty) berechnet. Da unter optimalen
Assaybedingungen erwartet wird, dass beide enzymatische Reaktionen vergleichbare Er-
gebnisse erzeugen, wird eine grof3e Differenz zwischen den enzymspezifischen cQC-Werte
als Ausfall gewertet (Standard cQC = 0 wenn cQC-Nsp - cQC-Sty > 2). Diese standardmafi-
ge Vorgehensweise ist jedoch unzureichend, weil Proben mit einer schlechten Performance
in einem der beiden enzymatischen Schritte (cQC-Nsp / cQC-Sty < 0,4) diese QC-Bewertung
Uberstehen und das Genotyp-Clustering negativ beeinfluBen kénnen (Pluzhnikov et al.,
2010). Fur die verbleibenden Proben wird Uber den Parameter ,Confidence Threshold*
(Standard 0,1) die maximal zulassige Entfernung vom Clustermittelpunkt vorgegeben. Nach
einem ersten ,Genotype-Calling® Durchlauf, koénnen Proben mit schlechten
Genotypisierungsraten (CR < 95%) und aufféallige Heterozygotieraten ausgeschlossen wer-
den. Das ,Genotype Calling“ wird abschlielRend ein zweites Mal ausschlief3lich mit Proben,
die die Qualitats Checks bestanden haben, durchgefihrt.

In dieser Studie wurden folgende Parameter flir das ,Genotype Calling“ verwendet: cQC =
0,4; cQC-Nsp = 0,4 ; cQC-Sty = 0,4; ,Confidence Threshold“ = 0,1; CR = 0,95. Zusatzlich
wurde das ,Genotype-Calling” in mehreren Batches ausgefiihrt, unterteilt nach dem Zeit-
punkt der Genotypisierung. Mit dieser Vorgehensweise werden im Durchschnitt héhere CRs
erreicht (de Andrade et al., 2011).

2.4.2 GenomelLab SNPstream

Fir die Replikationsrunde der GWAS wurde die von Beckman Coulter’ entwickelte
GenomeLab SNPstream-Genotypisierungsmethode verwendet. Mit dieser Multiplexmethode

konnen auf einem Array 48 SNPs im 384er-Plattenformat gleichzeitig typisiert werden.

9 Autoprimer, online: http://www.autoprimer.com
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Der SNPstream-Assay basiert auf Einzelbasenpaar-Primerextension mit fluoreszenzmarkier-
ten Nukleotiden (Nikiforov et al., 1994; Bell et al., 2002). In Abb. 2-2 ist der SNPstream als
Flussdiagramm vereinfacht dargestellt. Im ersten Schritt des Assays werden 48 DNA Frag-
mente, auf denen sich die gewilinschten SNPs befinden, in einer Multiplex-PCR amplifiziert.
Die Primer fur die PCR-Multiplexreaktion und die Einzelbasenpaar-Extension werden utber
das Webtool Autoprimer'® erstellt. Die PCR-Fragmente werden gereinigt und der
Primerextension-Reaktion unterzogen, bei der die Sequenzprimer um ein Basenpaar verlan-
gert werden, das dem dazugehdrigem SNP entspricht. Mit TAMRA markierten Cytosin (C)
und Guanin (G) Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddCTP / ddGTP), zusammen mit
Bodipy-Fluorescein markierten Adenin (A) und Thymin (T) Didesoxyribonukleosid-
Triphosphate (ddATP / ddTTP), kénnen alle SNPs erfasst werden, au3er CG- und AT-SNPs.
Fir CG- und AT-SNPs werden TAMRA markierte ddGTPs und ddATPs zusammen mit
Bodipy-Fluorescein markierten ddCTPs und ddTTPs benutzt. Wird der Schritt der
Einzelbasenpaar-Extension getrennt nach diesen zwei SNP-Kategorien durchgefihrt, kon-
nen alle SNP-Varianten in einem Assay typisiert werden (Universal SNPstream-Assay, Abb.
2-2). Jeder Sequenzprimer tragt an seinem 5‘-Ende eine einzigartige, 20bp grof3e Erken-
nungssequenz, die keine Homologie zu gDNA aufweist. Diese 48 Erkennungssequenzen
sind zu jeweils einer festgelegten Oligonukleotidsonde auf dem Array komplementar. Nach
der Einzelbasenpaar-Primerextension werden die nun floreszenzmarkierten Sequenzprimer
mittles Hybridisierung an genau definierten Positonen auf dem Array rekrutiert. Abschlie3end

werden die Arrays in einem Laserscanner abgelesen.

SNP Identification Technology w o
Single Base Primer Extension is utilized to ensure accurate genotyping @
+

Purified PCR products are divided

aqually into 2 thermal cycling plates B n
DO

Primer extension products are combined
into one plate

SNP primer Poly E. ded primer Laser excitation

Is to DNA ds primer with hybridizes to and CCD detection m
target TAMRA or Bodipy- pl y of ded primer
fluorescein labeled  capture probe on by the SNPstream ‘
terminator SNPware Tag Array Imager

Plate

Abb. 2-2  Flussdiagramm des SNPstream-Assays

(veréandert nach Beckman Coulter)

19 Beckman Coulter, online: http://www.beckmancoulter.com

17



METHODEN

Fur die Genotypbestimmung verwendet die Beckman Coulter Software keinen speziellen
,Calling“-Algorithmus. Die SNP-Genotypen werden anhand der Intensitatswerte der zwei
Fluoreszenzgruppen direkt ermittelt. Dabei bekommen Proben, die eine festgesetzte Intensi-
tatsschwelle oder die Intensitatswerte der Nullkontrollen des Arrays unterschreiten, keinen
Genotyp zugewiesen. Diese ,Calling“-Vorgehensweise erfordert eine manuelle Nachbearbei-
tung der meisten genotypisierten SNPs.

2.4.3 Illumina Infinium

Fir die Genotypisierung von 175 Multiplexfamilien wurden lllumina®* HumanLinkage-
Genotypisierungschips mit 6090 SNPs verwendet. Auf diesen Chips befinden sich, speziell
fir Kopplungsstudien ausgewahlte, Tag-SNPs in einem durchschnittlichen Abstand von 500
kb, die eine genomweite Abdeckung garantieren, ohne zueinander im Kopplungsungleich-
gewicht (linkage disequilibrium, LD) zu stehen. Im Zuge von Produktaktualisierungen seitens
lllumina, wurden in dieser Studie Versionen dieses Chips verwendet auf denen 12 bezie-
hungsweise 24 Personen gleichzeitig genotypisiert werden koénnen. Fur die
Genotypisierungsarbeiten wurden die ,lllumina Infinium 11 beziehungsweise ,Infinium HD
Ultra“ Assays verwendet.

Der Infinium Assay basiert auf Hybridisierung und direkte, enzymatische Erfassung von
SNPs (Steemers et al., 2006). In Abb. 2-3 ist der Assay als Flussdiagramm vereinfacht dar-
gestellt. In den ersten Schritten wird die eingegebene DNA Uber eine genomweite
Amplifizierung (GWA) und anschlieBende Fragmentierung fur die Hybridisierung auf dem
Chip vorbereitet. Hybridisiert wird an 50bp gro3e Oligomere deren 3’OH-Enden direkt an
dem dazugehotrigen SNP enden. Jeweils 100.000 baugleiche Oligomere haften auf einer
3um grof3en Kugel (,Bead®) auf der Chipoberflache. Pro SNP sind im Durchschnitt 30 dieser
~,Beads" auf einem Chips vertreten, womit eine Redundanz der Signale gewéhrleistet ist. Un-
ter stringenten Hybridisierungsbedingungen wird gewahrleistet, dass keine unspezifischen
Hybridisierungen vorhanden sind. Anschllieend fligt eine DNA-Polymerase ein einzelnes
markiertes Basenpaar (Cytosin (C), Guanin (G) mit Biotin; Adenin (A), Thymin (T) mit einem
Dinitrophenyl) entsprechend dem SNP-Genotyp an. Nach einer abschlieRenden Fluores-
zenzfarbung werden die Chips mit einem hochauflésendem Scanner abgelesen. Die Positio-
nen der ,Beads” auf einem Chip miussen dabei eingegeben werden, da diese fir jeden ein-
zelnen Chip einzigartig sind. Fir die Identifizierung der Positionen tragen die SNP-Oligomere
synthetische Erkennungssequenzen, die von lllumina tGber mehrere Hybridisierungsreaktio-

nen mit fluoreszenzmarkierte Oligomere dekodiert werden (Gunderson et al., 2004).

" lllumina, online: http://www.illumina.com
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Abb. 2-3  Flussdiagramm des Illlumina Infinium Il-Assays

(nach Infinium Il Assay Workflow; lllumina, 2006)

Fur die Genotypbestimmung wurde die GenomeStudio Software v2011.1 verwendet. Der
automatische ,Calling“-Algorithmus der GenomeStudio Software benutzt vordefinierte Inten-
sitatsbereiche fir die Allelbestimmung und ist unabhangig von der analysierten Probenan-
zahl. Dabei wird Uber den Parameter ,Gencall Score (GC-Score, Standard 0,15) die maxi-
mal zulassige Enfernung eines Signals vom Zentrum des am nachsten liegenden Intensi-
tatsbereiches bestimmt. Der ,Calling“-Algorithmus von lllumina versagt, wenn die
genotypisierten Proben, aufgrund von Batcheffekten starke Intensitatsverschiebungen auf-
weisen. Aufgrund vorgegebener Intensitatsbereiche werden den Personen auf3erhalb ihres
zugehorigen Intensitéatsbereichs automatisch keine oder fehlerhafte Allele zugeordnet. Zu-
satzlich sind SNPs auf dem X-Chromosom fehleranféllig, weil keine Geschlechtsinformation
fur die Allelzuordnung benutzt wird.

Die GenomeStudio Software bietet die Mdglichkeit fehlerhaftes ,Genotype-Calling“ zu erken-
nen und manuell oder automatisch zu berichtigen. Die absolute Mehrheit der SNPs mit feh-
lerhaften Clusterzuordnungen kdnnen anhand folgender Parameter identifiziert werden: nied-
rige Genotypisierungsraten (,call rate“, CR), schlechte Clustertrennung, niedrige durch-
schnittliche Intensitaten, niedrige Allelfrequenzen des ,Minor“-Allels (MAF) und
Heterozygotietberschuld (Technischer Hinweis; Illumina, 2010). Bei Angabe von Familien-

strukturen kann auch nach Mendelfehlern gescreent werden.
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Genotypisierungschips oder Personen mit einer schlechten Assay-Performanz werden auf
Chipsebene Uber interne Kontrollen identifiziert. Auf SNP-Ebene wird eine schlechte Assay-
Performanz uber die CR oder das Verhdaltnis von CR zu GC-Score identifiziert. Im Fall von
Kontaminationen ist man nicht auf die Heterozygotierate angewiesen, die erst bei signifikaten
Kontaminationen messbar vom Durchschnitt abweicht. Kontaminationen lassen sich bei ei-
ner Person Uber einen Plot aller SNP-Intensitaten darstellen. Anhand dieses Plots lasst sich
auch die DNA mit der kontaminiert wurde identifizieren, sofern diese mit demselben Chip
genotypisiert worden ist.

In dieser Studie wurden samtliche auffalligen SNPs in allen ,Calling“-Runden tberprift, be-
richtigt oder ausgeschlossen. Diese llickenlose Vorgehensweise filhrt zu einer sehr hohen
Reliabilitat der SNP-Genotypen. Fur Multipoint Kopplungsstudien ist eine hohe Genotyp Re-
liabilitat essentiell. Abgesehen von Artefakten (Typ-I-Fehler) fihren fehlerhaft genotypsierte
SNPs vor allem zu einem hohen Verlust an Informativitat (Power, Typ-lI-Fehler). Bereits eine
Fehlerrate von nur 0,5% fuhrt zu einer Reduzierung der maximalen errreichbaren LOD
Scores um 10-30% (Douglas et al., 2000).

2.5 Erstellung und Integritatstuberprifung von Genotyp-

Eingabedaten

Erstellung

Die Erstellung von Genotyp-Eingabedaten fur die Auswerteprogramme ist ein entscheiden-
der Schritt. Bei genomweiten Daten kann dieser Schritt einen hoheren Zeitaufwand verursa-
chen, als die anschlie3enden statistischen Berechnungen.

Affymetrix- und SNPstream-Daten wurden mit Linux Standardprogrammen auf Kom-
mandozeilenebene konvertiert. Vor allem im Fall von sehr groRen Datenmengen bietet diese
Vorgehensweise einen bedeutenden Zeitvorteil im Vergleich zu anderen gelaufigen Pro-
grammiersprachen. Haufig gebrauchte Befehlsketten wurden dabei als Bash-Skripte automa-
tisiert. lllumina-Daten wurden mittels ALOHOMORA® (Ruschendorf und Nurnberg, 2005)
und Perl-Skripten fiir Kopplungsanalysen konvertiert. Mikrosatelliten- und SNP-Daten wur-
den, geordnet nach der geschlechtsneutralen genetischen Position auf der Rutgers map v.2
(Matise et al., 2007), vereinigt. Die genetischen Positionen wurden mithilfe des Webtools

Rutgers Map Interpolator'® ermittelt.

2 ALOHOMORA, online: http://gmc.mdc-berlin.de/alohomora

* Rutgers Map Interpolator, online: http://compgen.rutgers.edu/mapinterpolator
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Integritatsuberprifung

Nach der Erstellung von Eingabedaten kann eine Uberpriifung der Geschlechtszuordnung
durch Analyse der Heterozygotie fiir X-chromosomale SNPs etwaige Zuordnungsfehler iden-
tifizieren. Die Integritat von Familien- oder Triodaten wird tGber die Uberprifung der Stamm-
baumstruktur bestatigt. Zur Uberprifung der Stammbaumstruktur wurde PEDIGREE-
EXPLORER (Steffens, Institut fir Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie,
IMBIE) verwendet. Um das Vorhandensein von unbekannten Verwandtschaftsverhaltnissen
oder duplizierten Proben auszuschlieRen, wurden die genetischen Ahnlichkeiten zwischen
allen Personenpaaren, auf Grundlage der Bewertung der Markerdhnlichkeit nach
Allelzustand (,identity by state®, IBS) mit PLINK™ (Purcell et al., 2007) und GRR®® (Abecasis
et al., 2001) Uberpruft.

Bereinigung von Genotypisierungsfehlern

AbschlieRend wurden vor jeder Analyse die bereinigten Eingabedaten nach potentiellen
Genotypisierungsfehlern tberprift. Im Fall von Familiendaten wurden Vererbungsfehler mit
PedCheck'” (O'Connell und Weeks, 1998) oder PLINK entfernt. Verbleibende potentielle
Genotypisierungsfehler kénnen mithilfe von MERLIN'® (Abecasis et al., 2002) iiber Verglei-
che der Haplotypen verwandter Personen identifiziert werden. Im Fall von unverwandten
Fall-Kontroll-Daten kénnen Genotypisierungsfehler, auBer durch eine Uberpriifung des Ge-
notyp-Clusterings, nicht direkt erkannt werden. SNPs mit Hardy-Weinberg-Gleichgewicht-
Verletzungen (Kap. 2.7), niedrige Allelfrequenzen oder niedrige Genotypisierungsraten sind

Hinweise flr potentielle Genotypisierungsfehler.

2.6 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

In einer idealen diploiden Population sind die Frequenzen von SNP-Genotypen einfache
Funktionen ihrer Allelfrequenzen. Dieser Zusammenhang ist in der Populationsgenetik als
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) bekannt (Hardy, 1908; Weinberg, 1908). Eine ideale
Population wird gekennzeichnet durch: identische Allelfrequenzen der beiden Geschlechter,
unendliche Populationsgrésse (kein genetischer Drift in kleinen Populationen), Zufallspaa-
rung (Panmixie), keine Selektion, keine Mutationen, keine Migration (Wanderung von Indivi-

duen zwischen verschiedenen Populationen).

Y PEDIGREE-EXPLORER, online: http://pedigreeexplorer.meb.uni-bonn.de
> PLINK, online: http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/index.shtml

* GRR, Graphical Representation of Relationships, online:
http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/GRR

7 "pedCheck, online: http://watson.hgen.pitt.edu/register/docs/pedcheck.html
® MERLIN, online: http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin/index.html
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Bei einem diallelischen Locus mit den Allelen A, B und die dazugehdrigen Allelhdufigkeiten

pa und pg, ergeben sich folgende Gleichungen fur die Genotyph&aufigkeiten:

P(AA) = pa’ P(AB) = 2 X pa X Ps P(BB) = ps’
Dabei gilt:
Pa’ + 2PaPs + P’ = 1

Da in der Realitat keine idealen Populationen existieren, gilt das HWE fur relativ grof3e Popu-
lationen, in denen alle Effekte die Allelfrequenzen verdndern kdnnen, weniger ins Gewicht
fallen. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass nicht alle Bedingungen einer idealen Popu-
lation notwendig fir das Erreichen eines HWE sind (Stark, 2006).

Genotypfrequenzen, die sich im Hardy-Weinberg-Ungleichgewicht (HWD) befinden, kdnnen
auf eine versteckte Populationsstruktur (Kap. 2.9) und Genotypisierungsfehler hinweisen. In
Kohorten mit ausschlief3lich betroffenen Individuen kann ein HWD auch auf einer Assoziation
eines Genotyps mit dem Phanotyp hinweisen (Wang und Shete, 2012). Allgemein wird des-
wegen der Test auf HWE in Fall-Kontroll-Studien ausschlieRlich in der Gruppe der Kontrollen
angewandt. Da dieser Tests nur im Fall von hohen Fehlerraten Genotypisierungsfehler an-
zeigt, ist die Eignung des HWE-Tests in Frage gestellt worden (Salanti et al., 2005; Zou und
Donner, 2006). Zusatzlich tendiert der Test zu einer Uberhodten Typ-I-Fehlerrate, die bei einer
hohen Anzahl von Tests mit sehr niedrigen Signifikanzschwellen kontrolliert werden muss (P
< 107; McCarthy et al., 2008). Fiir die Ermittlung von HWD wurde in dieser Arbeit der exakte
HWE-Test verwendet (Wigginton et al., 2005), welcher in PLINK implementiert ist und eine

verringerte Typ-I-Fehlerrate aufweist.

2.7 Rekombination und Kopplungsungleichgewicht

Allele eines Markers, die sich auf demselben Chromosom befinden, kénnen gemeinsam
weitervererbt werden. Die Wahrscheinlichkeit dafiir ist abhangig von der physikalischen und
der genetischen Distanz. Die genetische Distanz beschreibt die durchnittiche Rekombinati-
onsrate zwischen zwei Loci (Strachan und Read, 2005: 463). Die physikalischen und geneti-
schen Absténde sind zueinander nicht konstant, weil die Rekombinationswahrscheinlichkei-
ten vom Geschlecht (Kong et al., 2002) und von dem chromosomalen Bereich abhangen
(Jeffreys et al., 2001). Die Rekombinationshaufigkeit (Theta, 8) ist nie gréler als 50% (6 =
0,5), auch wenn die Distanz zwischen zwei Loci mehr als nur ein einziges Crossing-over-
Ereignis zuldsst. Bei der maximalen genetischen Distanz (8 = 0,5) sind die Allelverteilungen
zweier Loci voneinnander vollig unabhangig. Dieser Zustand wird als Kopplungsgleichge-

wicht bezeichnet. In allen anderen Fallen (8 < 0,5) sind die Loci gekoppelt und ihre jeweiligen
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Allele treten haufiger gemeinsam auf, als bei zufalliger Verteilung zu erwarten wére. Als Mal}
fur diese Kopplung dient das Kopplungsungleichgewicht (,linkage disequilibrium®, LD).

Fur zwei diallelische Loci M;, M, mit den Allelen A;, B; (i = 1,2) und den Allelhaufigkeiten pa;,
Pei, ergeben sich die Haplotyphaufigkeiten aus dem Produkt der Allelhaufigkeiten. Bei Kopp-
lungsgleichgewicht ergibt sich:

P(AB)) = pai X Pg; ij €{1,2}
Die Abweichung von diesem Produkt ergibt das Kopplungsungleichgewicht:
Dj = P(AB)) - pai X g i €{1,2}
Da das LD stark von den Allelfrequenzen abhangt, wird das Disequilibriumskoefizienz Dj als
Mal3 fur das LD normiert (Lewontin et al., 1988). Bei einem diallelischen Locus sind durch D

= Dy3, im Bezug auf dem ersten Haplotyp A;B; (D11 = P(A1B1) - pa1 X ps1) die Abweichungen
der anderen drei Haplotypfrequenzen festgelegt (Tabelle 2-4).

Allele A A,
B, Pa1 X pg1 + D Pa2 X Pg1 - D
B, Pa1 X Pg2 - D Pa2 X Pe2 + D

Tabelle 2-4 Kopplungsungleichgewicht

Die Normalisierung erfolgt tGber Division mit dem maximal mdglichen Absolutbetrag:

Dwmax = Min(Ppa1 X Pe2, Paz X Pe1), falls D13 >0

oder
Dwmax = MiN(Pa1 X Pe1, Paz X Pe2), falls D;; <0
Damit gilt D* = D;; / Dyax. Dabei bedeutet D* = 0 absolutes Kopplungsgleichgewicht, wahrend
maximales LD bei D = 1 vorliegt. Aus D leitet sich ein alternatives Mal} fur LD, das Korrelati-
onsmaR r* (Slatkin, 2008):
r? = [P(A1B1) x P(A;B,) - P(A1B,) x P(A;B1)]? / Pa1 X Pe1 X Paz X Ps2
Das LD ist nicht stabil, es sinkt im Verlauf jeder neuen Generation t in Abhangigkeit von den
Rekombinationsfrequenz 6:
Dll(t +l) = (1 - 9) X Dll(t)

Auf LD zwischen Markern basieren zahlreiche genetische Kartierungsmethoden. Bei Kopp-
lungs- und Assoziationsstudien wird LD-Information verwendet, um unbekannte
krankeitsrelevante Variationen zu identifizieren, die im starken LD zu den bekannten,
genotypisierten Markern stehen. Die Abhéngigkeit der Allelverteilungen zwischen Loci im LD

wird bei SNPs dazu benutzt, um fehlende SNP-Genotypen anhand von benachbarten,
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genotypisierten SNPs herzuleiten (Marchini und Howie, 2010). Fir dieses Verfahren hat sich
die Bezeichnung ,Imputing“ durchgesetzt. Das Ziel dieser Verfahrensweise, ist in der Regel,
die Anzahl der SNPs zu maximieren, die in einer GWAS getestet werden. Solche ,in silico*
hergeleitete Genotypen fuhren bei einer GWAS zu einer Erh6hung der Wahrscheinlichkeit
(Power) echte Assoziationen festzustellen (Becker et al., 2009). Zusatzlich werden Meta-
Analysen von Studien erméglicht, die auf unterschiedliche SNP-Chip-Daten basieren.

2.8 Populationsstratifizierung

Separationen durch geographische, politische oder kulturelle Barierren gefolgt von geneti-
scher Drift, Selektion und Mutationen, fihren zur Bildung von Unterpopulationen, bzw. Aus-
bildung von Strata innerhalb einer Population. Solche, meist als ethnische Gruppen erkenn-
bare, Populationsgruppen konnen unterschiedliche Frequenzen von SNP-Allelen oder
krankheitsrelevanten Variationen aufweisen. Durch assortative Paarungen kdnnen sich wei-
tere Untergruppierungen innerhalb von ethnischen Gruppen ausbilden (versteckte Populati-
onsstruktur). Da genetische Assoziation auf der Differenz von Allelfrequenzen zwischen
Gruppen mit unterschiedlichen Phanotypen basieren, kann Populationsstratifizierung zu Ar-
tefakten, bzw. kinstlichen Assoziationen fuhren, die nicht Phanotyp-/Krankheitsrelevant sind
(Thomas und Witte, 2002).

Auf der Basis von genomweiten SNP-Genotypdaten lasst sich durch Hauptkomponentenana-
lysen (,principal components analysis“, PCA) oder multidimensionaler Skalierung (,multidi-
mensional scaling®, MDS), Populationsstratifizierung erkennen und abbilden (Abb. 2-4). In
europaische Populationen sind die genetischen und geographischen Distanzen stark mitei-
nander korreliert (Lao et al., 2008).

Das Prinzip beider Methoden ist die Verdichtung von Daten (in diesem Fall die genetische
Information in Form von X Individuen beschrieben durch Y SNPs) in unabhangige Haupt-

komponenten, die nach ihrem Anteil zu der totalen Varianz der Daten sortiert werden.
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Abb. 2-4  Weltweite Populationsstruktur abgebildet durch PCA

Dargestellt sind die ersten zwei Hauptkomponenten (,principal components®) einer PCA, mit
autosomale oder geschlechtschromosomale SNPs. In Klammern ist der Anteil zu der totalen
Varianz der jeweiligen Haupkomponente wiedergegeben (veréandert nach Bryc et al., 2010).

Die ersten Hauptkomponenten enthalten damit die meiste Information, wéhrend der Informa-
tionsgehalt, mit steigender Hauptkomponentennummer gegen Null tendiert. PCA lasst sich
mit der EIGENSOFT® Software (Patterson et al., 2006; Price et al., 2006) und MDS mit
PLINK durchfihren. Da beide Methoden zu &hnlichen Ergebnissen fihren (Wang et al.,
2009), wurde in dieser Arbeit aufgrund der direkteren Auswertbarkeit von Ergebnissen
PLINK-MDS verwendet. Um sicherzustellen, dass die MDS die reine Populationsstruktur
abbildet, wurden potentiell fehlgenotypisierte SNPs (Qualitatskriterien: CR > 0,99; MAF >
0,15, HWE P > 10®), SNPs aus Regionen mit weitreichenden LD-Muster (Langstrecken-LD),
SNP-Paare mit r*> > 0,1, sowie geschlechtschromosomale SNPs ausgeschlossen. Starkes
LD-Muster kann durch Redundanz einen signifikanten Anteil des Informationsgehaltes ein-
zelner Hauptkomponenten ausmachen, so dass diese nicht mehr die echte

Populationsstrukur darstellen (Fellay et al., 2007; Price et al., 2008).

' EIGENSOFT, online: http://genetics.med.harvard.edu/reich/Reich_Lab/Software.html|
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Chromosom Position Anfang (NCBI 36.3) Position Ende (NCBI 36.3)
1p33-p32.3 48000000 52100000
2p11.2-gq11.2 85941853 100500000
2921.2-g22.1 134382738 138000000
2032.1-932.2 182882739 190000000
3p21.31 47500000 50000000
3pl2.2-p12.1 83500000 87000000
3pll.2-q11.2 89000000 97500000
30929 196882966 198870687
5p12-g11.2 44000000 51500000
5021.1 98000000 100500000
5023.3-gq31.1 129000000 132000000
5q31.2 135500000 138500000
6p22.2-p21.32 25000000 33500000
6pl2.1-q12 57000000 64000000
6q24.1 140000000 142500000
7p11.2-q11.22 55000000 66193285
8p23.1 7225962 12487029
8p11.21-q11.21 43000000 50000000
8023.2-g23.3 112000000 115000000
10pl1.21-g11.21 37000000 43000000
11pll1.2-gq12.1 45000000 57000000
11914.2-q14.3 87500000 90500000
12p11.21-q12 33000000 40000000
12924.11-g24.13 109500000 112021663
15913.2-q13.3 28524207 30602466
15q24.1-q24.2 72151413 73356183
17g12 31888441 33393152
17921.31-g21.32 40899921 41989253
20g11.22-q11.23 32000000 34500000

Tabelle 2-5 Bekannte Regionen mit aul3ergew6hnlichem Langstrecken-LD

(zusammengetragen aus: Fellay et al., 2007; Price et al., 2008; Deng et al., 2008; Antonacci et
al., 2009; Kasperaviciute et al., 2010)

In Tabelle 2-5 sind die Regionen gelistet, die aufgrund von Langstrecken-LD von der MDS
ausgeschlossen worden sind. LD zwischen weit entfernten Markern kann durch Inversions-
polymorphismen bedingt sein, die hohe Frequenzen in der untersuchten Bevolkerungsgrup-
pe aufweisen (Bansal et al., 2007).

2.9 Statistische Tests

Statistische Testverfahren werden verwendet, um eine Aussage Uber die Gultigkeit oder Un-
gultigkeit einer aufgestellten Hypothese zu erhalten. Dabei werden zwei Hypothesen gegen-
einander getestet. In der Genetik wird die Hypothese getestet, dass eine Variation, oder eine

genetische Region im Zusammenhang mit dem untersuchten Phanotyp steht. Ausgehend
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von der Nullhypothese (Ho), dass kein Zusammenhang mit dem untersuchten Phéanotyp be-

steht, wird diese Alternativhypothese (H,) getestet (Tabelle 2-6).

Entscheidung Wirklichkeit
o Richtige Nicht-Ablehnung Falsche Nicht-Ablehnung
Nicht-Ablehnung von Hg (1-q) (B-, Typ-ll-Fehler)
Falsche Ablehnung Richtige Ablehnung
Ablehnung von Ho (a-, Typ-I-Fehler) (1 - B, Power)

Tabelle 2-6 Entscheidungen des Signifikanztests

Ein solcher Test liefert keine absolute Aussagen sondern Wahrscheinlichkeiten und gilt des-
wegen als Signifikanztest. Die Nullhypothese wird abgelehnt, wenn das Ergebnis des Tests,
der Signifikanzwert (P-Wert), unter einem im vorraus vorgegebenen Signifikanzniveau liegt.
Das Signifikanzniveau a ist dabei die maximal zugelassene Wahrscheinlichkeit eines Typ-I-
Fehlers. Auch wenn das Signifikanzniveau frei wahlbar ist, hat sich in der wissenschaftlichen
Literatur a = 0,05 (5%) etabliert. Vereinfacht dargestellt bedeutet ein a = 0,05 dass maximal
einer von 20 Tests die Nullhypothese rein zuféllig ablehnen wird. Die Typ-I-Fehlerrate betragt
damit 0% bis 5%, je nachdem ob H, falsch oder richtig ist (Goodman et al., 2008). Die Typ-I-
Fehlerrate steigt also direkt mit einer gré3er werdenden Anzahl von Tests an. Das Problem
des multiplen Testens wird tUber die Bonferroni-Korrektur beseitigt (Bland und Altman, 1995).
Dabei ergibt die Division der Typ-I-Fehlerwahrscheinlichkeit durch die Zahl der durchgefihr-
ten Tests (a / n-Tests) ein neues Signifikanzniveau. In Tabelle 2-7 ist das Problem des mul-
tiplen Testens am Beispiel einer Studie mit 1.000.000 unabhangigen Tests wiedergegeben.
Da bei einem Signifikanzniveau von 0,05, 50.000 Artefakten zu erwarten waren, betrégt ein
angemessenes Signifikanzniveau 0,05 / 1.000.000 = 5 x 10®. In dieser Arbeit wird der Aus-
druck ,Artefakte” fur Typ-I-Fehler verwendet, weil der allgemein gebrduchliche Ausdruck

Jfalsch-positiv" im Fall von Assoziationsstatistiken irrefihrend ist.

Signifikanzniveau a Artefakte (Typ-I-Fehler)
0,05 50000
0,01 10000
0,001 1000
1,00E-04 100
1,00E-05 10
1,00E-06 1
5,00E-07 0,5
1,00E-07 0,1
5,00E-08 0,05
1,00E-08 0,01

Tabelle 2-7 Anzahl an Artefakten bei 1 Million unabhégiger Tests
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Die falsche Nicht-Ablehnung von Hy flihrt zu Typ-II-Fehler. Die Wahrscheinlichkeit fur Typ-II-
Fehler (B) kann nur als Funktion des Stichprobenumfanges bei einem festgelegten
Signifikanzniveau berechnet werden. Je grol3er der Stichprobenumfang und das gewéhlte
Signifikanzniveau a, desto niedriger fallt 3 aus. Da bei genomweiten Studien die durchge-
fuhrten Tests nicht vollig voneinnander unabh&ngig sind, wird 3 mit steigender Anzahl an
Tests kleiner. Direkt von 13 leitet sich die Wahrscheinlichkeit ab, dass alle falschen Nullhypo-
thesen einer Studie abgelehnt werden (Power = 1 - R). Fir die Einschatzung der Power der
GWAS-Studiekollektive wurde in dieser Studie der CaTS Power Calculator® (Skol et al.,
2006) verwendet. Die Power einer GWAS ist, neben Stichprobenumfang und
Sinifikanzniveau, von weiteren Faktoren abhangig: Haufigkeit des Phanotyps, genetisches
Modell, relatives Risiko (Kap. 2.11.1) und Allelfrequenz der krankheitsrelevanten Variation,

LD zwischen getesteten Marker und krankheitsrelevante Variation.

2.10 Fall-Kontroll-Analysen

2.10.1 Quotenverhéltnis und Relatives Risiko

In der Epidemiologie sind das Quotenverhaltnis (,Odds Ratio“, OR) und das Relative Risiko
(RR) statistische Mal3zahlen fur die Starke des genetischen Effektes eines Risikofaktors flr
einen bestimmten Phéanotyp. Es werden dabei Personen mit und ohne einen Risikofaktor

bezlglich des Auftretens einer Erkrankung verglichen (Tabelle 2-8).

mit Risikofaktor ohne Risikofaktor
Falle a b
Kontrollen c d

Tabelle 2-8 Vierfeldertafel fur die Berechnung des ORs

Dabei gilt:
RR=[a/(a+c)]/[(b/(b+d)]

OR=(al/c)/(b/d)=(axd)/(cxb)

Das RR definiert die Wahrscheinlichkeit, dass eine Krankheit bei den Tragern eines Risiko-
faktor auftritt (a / (a + c)) relativ zu der Wahrscheinlichkeit, dass dieselbe Erkrankung bei
Personen auftritt, die den Risikofaktor nicht aufweisen (b / (b + d)). Das OR definiert das
Chancenverhaltnis zu erkranken in einer Gruppe mit dem Risikofaktor (a / c), verglichen zu
der Gruppe ohne Risikofaktor (b / d). Die zwei Kenngré3en liefern vergleichbare Ergebnisse

je niedriger die Inzidenzrate der untersuchten Erkrankung ist:

%0 caTS Power Calculator, online: http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/CaTS
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wenn:a+c~cundb+d~d;danngiltOR~RR=(a/c)/(b/d)

Beide KenngrofRen nehmen Werte zwischen 0 und « an und werden folgendermalen inter-

pretiert:
RR bzw. OR Interpretation beziiglich der Entstehung einer Erkrankung
<1 reduziertes Risiko
=1 kein Einfluss auf die Erkrankung
>1 erhdhtes Risiko

Tabelle 2-9 Interpretation von RR und OR

Eine vollstandige Interpretation der KenngroRen ist erst mit dem dazugehorigen
Konfidenzintervall (KI) moglich. Der Konfidenzintervall beschreibt den Wertebereich, in dem
sich mit einer vorher vorgegebenen Wahrscheinlichkeit der wahre Wert des untersuchten
Merkmals befindet. In der medizinischen Statistik wird in der Regel eine 95%-ige Wabhr-
scheinlichkeit verwendet, die zu dem 95%-Konfidenzintervall (95%-KI) fiihrt. Aus diesem
Konfidenzintervall lasst sich enthehmen, ob die berechnete EffektgroRe eines Risikofaktors
statistisch signifikant ist. Das OR oder RR eines Risikofaktors ist dann statistisch signifikant,

wenn der Wert 1 nicht zu dem 95%-KI gehort.

2.10.2 Logistische Regression

Wie in Kap. 2.9 beschrieben kann Populationsstratifizierung bei Fall-Kontroll-Analysen zu
Assoziationen fuhren, die nicht Phanotyp-/Krankheitsrelevant sind, sondern auf eine Schich-
tung der Stichprobe zurtickzufiihren sind (Artefakte). Eine Schichtung der Stichprobe auf-
grund von unterschiedlichen Genotypisierungsbedingungen flihrt ebenfalls zu Artefakten. In
einem logistischen Regressionsmodell mit der Schichtzugehdrigkeit aller Personen als
Kovarianten, kann die Wahrscheinlichkeit fir das Vorkommen von stratifizierungsbedingten
Artefakten reduziert werden (Zhu et al., 2002; Price et al., 2006). Im Fall von genomweiten
Daten werden die Populationschichten mithilfe einer MDS oder PCA-Analyse bestimmt. Die
Hauptkomponenten, die eine Schatzung der Zugehdrigkeit der Personen zu den Schichten
darstellen, dienen dann als Kovarianten in der logistischen Regression.

GWAS-P-Werte wurden in dieser Studie mit PLINK Uber das additive Modell der logistischen
Regression mit dem Geschlechtsstatus als zusatzliche Kovariante bestimmt. Das additive
Modell bedeutet, dass das Risiko von Personen mit homozygotem Genotyp fur das Risikoal-

lel doppelt so grol3 ist wie das Risiko von heterozygoten Tragern des Risikoallels.
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2.10.3 Stratifizierte Assoziationsanalysen

Eine direktere Methode eine Populationsstratifizierung zu kontrollieren bietet sich an, wenn
die Personen einer Stichprobe einer abgrenzbaren Schicht bzw. Subgruppe zugeordnet wer-
den konnen. Im Fall von genomweiten Daten wird eine solche Zuordnung durch Clustering
der Personen anhand ihrer genetischen Distanzen realisiert (Pritchard et al., 2000). Wenn
genomweite Daten fehlen, fuhrt die Zuordnung der Personen in Cluster nach der ethnischen
Herkunft zu vergleichbaren Ergebnissen (Wang et al., 2010; Chokkalingam et al., 2011).

Fur stratifizierte Analysen mit Fall-Kontroll-Daten wurde in dieser Studie der bei PLINK im-
plementierte Cochran-Mantel-Haenszel- (CMH-) 2x2xK Test verwendet. Bei diesem Test
wird jede Schicht oder Cluster K der Kontingenztabelle als partielle Vierfeldertafel (2x2) be-
handelt. Die Teststatistik basiert damit auf das durchschnittliche Quotenverhaltnis (OR) Uber
alle Schichten. Die Validitat eines solchen Tests ist dabei abhangig von einer homogenen
Verteilung der ORs in den verschiedenen Cluster. Die homogene Verteilung der ORs kann
mit dem Breslow-Day-Test (H, = homogene ORs, gleiche Effektrichtung in allen Strata)

Uberprift werden.

2.10.4 Genomic Control

Die ,Genomic Control*- (GC-) Methode wird verwendet, um Assoziationstests anhand der
Streuung ihrer Teststatistiken zu korrigieren. Durch diese Korrektur kann bei vorhandener
Populationsstratifizierung die Wahrscheinlichkeit fur Typ-I-Fehler zu reduziert werden (Devlin
und Roeder, 1999; Marchini et al.,, 2004; Devlin et al., 2004). Bei vorhandener
Populationsstratifizierung kann der Median der Teststatistiken groRer ausfallen als der Me-
dian der erwarteten Chi-Quadrat (X?) Verteilung. Aus den berechneten X* Werte einer GWAS

wird der ,genomic inflation® Faktor Agc errechnet:
)\GC = median(Xlz, X22, X32,...,Xn2) / 0,456

GC korrigierte P-Werte erhalt man durch Multiplikation ihrer Teststatistiken mit dem A Faktor.
Da der Agc Faktor grof3er wird mit steigender Stichprobengrof3e, kann fir einen Vergleich von
unterschiedlichen Studien ein zu einer Stichprobengrof3e von 1.000 Fallen und 1.000 Kon-
trollen aquivalenter Asc Faktor berechnet werden (Freedman et al., 2004; de Bakker et al.,
2008):

Mooo =1+ (A - 1) X [(1/ Nraje + 1/Niontrolien) / (1 /1000 + 1/ 1000)]

,Genomic Control“ wurde in dieser Studie mittels PLINK angewandt.
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2.11 Familien-basierte Analysen

2.11.1 Transmission-Disequilibrium-Test

Der Transmission-Disequilibrium-Test (TDT) wird bei Trio-Daten angewandt und ist ein Test
auf Assoziation und Kopplung (Spielman et al., 1993). Die getesteten Hypothesen lauten: Hq
= keine Kopplung oder keine Assoziation liegt vor; H; = sowohl Kopplung als auch Assoziati-
on liegen vor. Mit diesem Test kbnnen Varianten erfasst werden, die signifikant haufiger an
betroffene Kinder transmittiert werden, als zuféllig zu erwarten ware. Pro Trio werden die
transmittierten und nichttransmittierten Allele der Eltern mit heterozygotem Genotyp gezahlt
(Tabelle 2-10).

transmittiert
AL A, Gesamt
nicht trans- A Ni1 N21 Ni1 + Ny
mittiert A, Ny N2 N> + Ny,
Gesamt Ny + Npo Ny + Ny 2n

Tabelle 2-10 Anzahl Gbertragener Allele eines biallelischen Markers fur n Trios

Ho ist ny; = Ny, also wird die Teststatistik von McNemar angewandt (McNemar, 1947):
Tror = (N21 - N12)° 1 (o1 + N12)

Der TDT bleibt auch bei vorhandener Populationsstrukur bzw. Unterschiede in den
Allelverteilungen zwischen verschiedenen Strata einer Stichprobe, als Assoziationstest vali-
de ohne Ehdhung der Wahrscheinlichkeit fir Typ-I-Fehler (Ewens und Spielman, 1995). Al-
lerdings bedeutet diese Eigenschaft nicht, dass der TDT ohne Ricksicht auf die Populati-
onsstruktur angewandt werden darf. Bei vorhandener Populationsstratifizierung, ist die
Wahrscheinlichkeit fur Typ-ll-Fehler des TDTs erhdht (Sebro und Rogus, 2010). Dieser Ver-
lust an Power ist durch die reduzierte Heterozygotie einer Population, die in Unterpopulatio-
nen stratifiziert ist, zu erklaren (Wahlund-Effekt). Die reduzierte Heterozygotie resultiert in
einer niedrigeren Haufigkeit von Eltern mit heterozygoten Genotypen und damit zu einem

Informationsverlust beim TDT.

2.11.2 Fall-Pseudo-Kontroll-Methode

Die Fall-Pseudo-Kontroll- (,affected family-based controls“-, AFBAC-) Methode basiert, ana-
log zum TDT, auf Alleltransmissionen zu einem betroffenen Kind (Terwilliger und Ott, 1992;

Thomson, 1995). Im Gegensatz zu dem TDT wird bei dieser Methode die vollstéandige Infor-
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mation der Eltern verwertet. Die nichttransmittierten Allele der Eltern werden dabei zu einer
virtuellen Kontrolle zusammengefiigt (Abb. 2-5). Die Methode entspricht dann einer Fall-
Kontroll-Analyse mit perfekt zugeordneten Fall-Kontroll-Kollektiven.

Ala ala

Pseudo-Kontrolle: a/a
Ala ——— BetroffenesKind: A/a

Abb. 2-5 Trio als Fall / Pseudo-Kontrolle

Dargestellt ist ein Trio mit einem biallelischen Marker A/a. Die jeweils transmittierten Allele
sind rot gekennzeichnet.

Der Vorteil dieser Vorgehensweise ist die Mdglichkeit Trio-Daten einer stratifizierten Fall-
Kontroll-Analyse unterziehen zu kénnen. Aufgrund der Wahrscheinlichkeit des TDTs flr Typ-
lI-Fehler (Kap 2.11.1) ergibt sich bei vorhandener Populationsstratifizierung, ein Powerge-
winn gegentber dem TDT, ohne eine Erhéhung der Wahrscheinlichkeit flr Typ-I-Fehler. Ein
weiterer Vorteil dieser Vorgehensweise ist die Mdglichkeit, Trio-Daten mit unverwandten Fal-
len und Kontrollen in einer gemeinsamen Analyse testen zu kdnnen. Mit einer gemeinsamen
Analyse von Trios sowie unverwandten Fallen und Kontrollen kann eine hohere Power er-
reicht werden (Nagelkerke et al., 2004; Guo et al., 2009). Dabei bleibt der Test valide (be-
zuglich Typ-I-Fehlerrate), solange alle Personen aus derselben Population stammen (Guo et
al., 2009). Stratifizierte Teststatistiken oder logistische Regressionsmodelle kénnen ange-
wandt werden, um die Wahrscheinlichkeit fur Typ-I-Fehler zu kontrollieren (Crossett et al.,
2010).

In dieser Studie wurde die AFBAC-Methode in der Replikationsrunde der GWAS angewandt.
Die zwei vereinigten Trio- und Fall-Kontroll-Kollektive wurden eingeteilt in Cluster nach der
ethnischen Herkunft und einer stratifizierten Analyse mit dem CMH-Test (Kap 2.10.3) unter-
zogen. Fur die Konvertierung der Trio-Daten zu Fall-Pseudo-Kontrollen und anschlie3ende
Analyse wurde PLINK verwendet. Diese Vorgehensweise ist bereits erfolgreich fur die Repli-
kation von GWAS-Ergebnissen in einem ahnlich strukturierten Datensatz europaischen Ur-

sprungs angewandt worden (Jin et al., 2010).
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2.11.3 Parametrische Kopplungsanalysen

Mit parametrischen Kopplungsanalysen wird nach Markern getestet, die innerhalb einer Fa-
milie im LD mit einer genetischen Variation stehen, welche fiir die Ausprdgung eines be-
stimmten Ph&notyps verantwortlich ist (Bickebdller und Fischer, 2007: 157-227). Das zu-
grundeliegende Vererbungsmodell muss dabei vorgegeben werden.
Das Vererbungsmodell wird tGiber die Penetranzraten des Risikoallels f, (n = Anzahl der Risi-
koallele) und das Vorkommen von erkrankten Personen, die kein Risikoallel aufweisen
(Phanokopierate fo) bestimmt (dominant: f, = f; >> fy; rezessiv: f, >> f; = fy).
Ausgehend von Hy (8 = 0,5; freie Rekombination zwischen den Loci) und H; (6 < 0,5; Loci
befinden sich im LD) wird das Ausmal3 der Kopplung mittels dem dekadischen Logarithmus
der Wahrscheinlichkeit fur Kopplung (L(H,) / L( Ho)) bemessen. Fur Kernfamilien gilt (Morton,
1955):

LOD(8) = logso [L(B) / L(0,5)], mit0<6<0,5

Das globale Maximum der LOD-Funktion ergibt den LOD-Wert als Mal3 fur Kopplung. Im
Unterschied zu normalen statistischen Tests (Kap. 2.10) kann bei der LOD-Methode H, als
richtig angenommen und nicht nur abgelehnt werden. Kopplung wird ausgeschlossen bei
einem LOD-Wert < -2. Bei komplexen Krankheiten kann, unter Annahme von genetischer
Heterogenitat, die LOD-Methode auf eine beliebige Anzahl von Familien ausgeweitet wer-
den. Die genetische Heterogenitat wird geschatzt durch den Anteil der Familien die Evidenz
fur Kopplung zu demselben Locus erbringen (a). Der Heterogenitats-LOD-Wert (HLOD)

ergibt sich aus:
HLOD(8) = logyo [L(a,8) / L(a =0, 6 = 0,5)]

Wobei L(a,0) die Summe der einzelnen Wahrscheinlichkeiten Li(a,8) der i-ten Familie aus

einer Stichprobe mit n Familien darstellt (Abreu et al., 2002):
n
Li(q,E)):Z axLi®)+ (1-a)xLi0,5)
i=1

Die HLOD Funktion wird dann fir beide Variablen maximiert. Wenn genetische Heterogenitat
gegeben ist, erreicht die HLOD-Methode eine hthere Power als nichtparametrische IBD-
basierte Methoden (Kap. 2.11.4) (Hodge et al., 2002; Holliday et al., 2005).

Eine Kopplung gilt dann als wahrscheinlich, sobald HLOD 2= 3 ist. Ein HLOD-Wert von 3 be-
deutet, dass die Wahrscheinlichkeit fur eine Kopplung genau 1000mal gréRer ist als die
Wahrscheinlichkeit, dass beide Loci frei rekombinieren kénnen. Die Schwelle flr suggestive
Kopplung wird dabei definiert als die Schwelle die erreicht werden muss, damit pro Analyse
eines ganzen Genoms H, maximal ein Mal falsch abgelehnt wird. Die Schwelle bei der Hg

maximal 0,05 mal pro Analyse eines ganzen Genoms falsch abgelehnt wird, definiert die
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Schwelle fiur signifikante Kopplung (Strachan und Read, 2005: 517). Die zu erreichenden
Signifikanzschwellen hangen von der Anzahl und Informativitat der getesteten Markern ab
(Lander und Kruglyak, 1995; Wiltshire et al., 2002). Mit steigender Marker Anzahl und
Informativitat steigt auch die Wahrscheinlichkeit fir Typ-I-Fehler. Die Wahl des Vererbungs-
modells beeinflul3t nicht die Wahrscheinlichkeit fiir Typ-I-Fehler. Allerdings wird die Wahr-
scheinlichkeit fur Typ-lI-Fehler groR3er, je starker das gewdahlte Vererbungmodell von dem
wirklichen Vererbungmodell abweicht (Whittemore und Halpern, 2001; Hodge et al., 2002).
Fur die Bestimmung der Schwellenwerte fir suggestive und signifikate Kopplung in dem
IGE-Datensatz, wurden empirische genomweite Typ-I-Fehlerraten mit MERLIN v1.1.2 basie-
rend auf 5.000 Simulationen je Analysegruppe und fur zwei Vererbungsmodelle (dominant,
rezessiv) berechnet. Um der Analyse von zwei Vererbungsmodellen Rechnung zu tragen,
wurde zu den berechneten Schwellenwerten 0.3 addiert (Abreu et al., 2002).

Fur die Berechnung von genomweiten HLOD-Werten fir die 379 IGE-Familien wurde
ALLEGRO v2?* (Gudbjartsson et al., 2005) verwendet. Es wurden dabei zwei Vererbungs-
modelle getestet: 1.) dominant: Allelfrequenz des Risikoallels = 0,01; f, = 0,05%; f; = 70%; f
= 70%. 2.) rezessiv: Allelfrequenz des Risikoallels = 0,1; f, = 0,05%; f; = 0,05%; f; = 70%. In
der Analyse der Subgruppen wurden die Penetranzraten auf 50% reduziert. Die gewahlten
Vererbungsmodelle gewahrleisten eine breite Abdeckung der moglichen oligogenen Verer-
bungsmodelle, mit dem Ziel einer moglichst geringen Wahrscheinlichkeit fur Typ-1I-Fehler.
Die Power der Kopplungstudie und den jeweiligen Vererbungsmodellen wurde mit SLINK?
(Schaffer et al., 2011) geschatzt.

2.11.4 Nichtparametrische Kopplungsanalysen

Nichtparametrische Kopplungsanalysen sind modellfreie Kopplungsverfahren, die nicht auf
der Schatzung der Rekombinationsraten basieren (Bickeboéller und Fischer, 2007: 157-227).
Basierend auf der ldentitéat ererbter Anlagen (,identity-by-descent®, IBD) zwischen betroffe-
nen Mitgliedern einer Familie werden mittels ,allele-sharing“-Methoden (Whittemore und
Halpern, 1994; Kong und Cox, 1997) Markerallele identifiziert, die innerhalb einer Familie mit
der Erkrankung kosegregieren.

Nichtparametrische ,allele-sharing” LOD-Werte (LODyp.) wurden mit ALLEGRO v2 nach
dem linearen S, Modell berechnet. Das lineare S, Modell ist fir komplexe Erkrankungen
konzipiert und erkennt kleine Verdnderungen des IBD-Status zwischen allen Betroffenen
einer Familie kombiniert Gber eine grol3e Anzahl von Familien (Kruglyak et al., 1996; Kong
und Cox, 1997).

21

- Allegro v2, online: http://www.decode.com/software

SLINK, online: http://watson.hgen.pitt.edu/docs/SLink.html
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Die Schwellenwerte fir genomweite suggestive und signifikate Kopplung wurden, analog zu
Kap. 2.11.3, mit MERLIN berechnet.

2.12 Meta-Analysen

Meta-Analysen von getrennt ausgewerteten Assoziationsstatistiken, entweder im Rahmen
von mehrstufige GWAS oder vollkommen separaten Studien, erh6hen die Wahrscheinlichkeit
fur die Identifizierung von genetische Varianten, die niedrige EffektgrofRen aufweisen (Skol et
al., 2006; de Bakker et al., 2008). In einer Meta-Analyse werden die Ergebnisse der jeweili-
gen Assoziationsstatistiken als P-Werte miteinander kombiniert. Die Kombination von P-
Werten hat dieselbe Power genetische Varianten zu identifizieren, wie eine gebiundelte As-
soziationsanalyse aller Personen auf Genotypebene (Lin und Zeng, 2010).

Meta-Analysen wurden in dieser Studie mit METAL® (Willer et al., 2010) durchgefiihrt.
METAL kombiniert P-Werte, gewichtet nach der Quadratwurzel der Stichprobengrofl3e
(Stouffer et al., 1949), Uber eine Umwandlung in Z-Scores anhand der jeweiligen Effektrich-
tung. Da GWAS oft einen starken UberschuR an Kontrollen haben, wird bei ungleichen Fall-

Kontroll-Anzahlen die Verwendung einer effektiven StichprobengréRe empfohlen:
Neff =4 / (1 / NFélle +1 / NKontroIIen)

Nef ist dabei eine lineare Funktion wenn Nezie = Niontrollen- Mit Steigender Differenz zwischen

Neate UNd Niontrollen, t€Ndiert Neg gegen die vierfache Anzahl der kleinsten Gruppe.

2.13 Visualisierungen

Fur die Visualisierung von Ergebnissen wurden folgende Anwendungen verwendet:
e Gnuplot**: MDS-, QQ- und Chromosomen-Plots der GWAS; samtliche Abbildungen
der Kopplungsstudie
e Haploview?® (Barrett et al., 2005): regionale LD-Muster

e LocusZoom? (Pruim et al., 2010): regionale Assoziations-Plots

2.14 Bestimmung von Kandidatengenen

Uber menschliche Krankheiten stehen zahlreiche veréffentliche Forschungsarbeiten zur Ver-

fugung. Literaturdatenbanken wie PubMed und OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)

METAL - Meta Analysis Helper, online: http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/metal/index.html
Gnuplot, online: http://www.gnuplot.info

Haploview, online: http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview

LocusZoom, online: http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/metal/index.html
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(Hamosh et al., 2005) von NCBI?" (Wheeler et al., 2007) bieten eine Informationsmdglichkeit
Uber bisher erforschte Aspekte einer Krankheit oder einzelner Gene. Fir die direkte Suche
nach Kandidatengenen wurde in dieser Studie das Webtool GeneDistiller 2 (Seelow et al.,
2008) verwendet. Das Webtool verbindet alle gangigen Datenbanken, erlaubt Volltextsuche
bezogen auf die eingegebenen genetischen Regionen und gibt bekannte Gen-Ph&notyp
Verbindungen an. Dafir werden auch Informationen von Mausmodellen aus der MGD-
Datenbank?® (Blake et al., 1997; Eppig et al., 2012) verwendet.

27

s NCBI, National Center for Biotechnology Information, online: http://www.ncbi.nIm.nih.gov

MGD, Mouse Genome Database, online: http://www.informatics.jax.org
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3 ERGEBNISSE

3.1 Genomweite Kopplungsstudie

Eine genomweite Kopplungsstudie in 379 IGE-Multiplexfamilien wurde mit dem Ziel durchge-
fuhrt Loci zu identifizieren die zur Auspragung von familiaren IGE Syndromen pradisponie-
ren. Um das vollstandige Spektrum der familiaren IGE-Syndrome bertcksichtigen zu kénnen,
wurde ein generelles Betroffenheitsmodell gewahlt. In diesem Modell wurden Familienmit-
glieder mit jeglichem IGE-Syndrom als ,betroffen“ klassifiziert. Familienmitglieder mit ande-
ren Epilepsie- oder Anfallsformen, auffalligem EEG ohne Anfalle oder fehlenden klinischen
Informationen wurden als ,unbekannt® kodiert. Alle verbliebenen Familienmitglieder wurden
als ,unbetroffen” klassifiziert (Tab. 3-1, Tab. 3-2). Um nach erkrankungsassoziierten Loci
differenzieren zu kdnnen, die zum Entstehungsrisiko von Absencen oder Myoklonien beitra-
gen, wurden weitere Kopplungsanalysen in zwei Subgruppen durchgefiihrt. Die Zuordnung
zu beiden Subgruppen erfolgte durch das Vorkommen von mindestens einem Familienmit-
glied mit jeweils IAE bzw. JME. Die beiden Familien-Subgruppen schlossen ein: 1.) 235 IAE-
Multiplexfamilien mit 567 betroffenen Familienmitgliedern, davon 87,5% mit einer idiopathi-
schen Absence-Epilepsie (IAE, CAE oder JAE); 2.) 118 JME-Multiplexfamilien mit 289 betrof-
fenen Familienmitgliedern, davon 74,4% mit JME. Fir die Kopplungsanalysen in den Sub-
gruppen wurde ein striktes Betroffenheitsmodell ausgewahlt, bei dem ausschlief3lich Fami-
lienmitglieder mit IAE oder JME als ,betroffen“ klassifiziert wurden. Alle anderen IGEs
(unklassifizierte IGE, EGTCS) wurden als ,unbekannt“ kodiert (Tab. 3-1, Tab. 3-2).

Die Power der genomweiten Kopplungsanalysen ist in Tabelle 3-3 wiedergegeben. Dabei
hatte die Kopplungsanalyse mit allen 379 IGE-Multiplexfamilien eine Power von ~100%, um
einen genomweit signifikaten HLOD-Wert = 3.5 zu erreichen, sofern 30% der Familien Kopp-
lung zu demselben Locus aufwiesen (a = 0,3) wenn ein rezessives Vererbungsmodell ange-

nommen wurde.

Familien | Betroffen- Anzahlen Betroffenheitsstatus

Gruppe | heitsmodell | Familien Individuen typisiert | betroffen | unbetroffen | unbekannt
IGE GM 379 1920 1728 982 856 82
IAE SM 235 1213 1095 567 539 107
JME SM 118 624 560 289 264 71

Tabelle 3-1 Analysegruppen der Kopplungsstudie

Legende -> GM / SM: generelles bzw. striktes Betroffenheitsmodell.
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Familien IAE IAE JME EGTCS IGE gsw-EEG FS andere

Gruppe 0. IME u. JIME unklass. o. E. alleine | Epilepsien
IGE 504 60 198 205 15 21 18 24
IAE 442 54 71 60 7 18 9 3
JME 74 54 161 37 5 9 7 3

Tabelle 3-2 Klinische Charakterisierung der betroffenen Familienmitglieder

Legende -> IAE o. JME: IAE-Patienten ohne JME; IAE u. JME: Patienten mit IAE und JME; IGE
unklass.: unklassifizierte IGE; gsw-EEG o. E.: generalisierte ,,spike-wave“-Komplexe im EEG
ohne Epilepsiediagnose. Die klinischen Phanotypen, die als ,,betroffen” kodiert wurden, sind
dunkel hervorgehoben.

FAM |FAM | Betroffen- | Vererbungs-| Pheno- | Allelfreq. | Heterog. HLOD Power [%]
Gruppe | Anz. | heitsmodell modell kopierate | Risikoallel a 2,0 3,0 3,6
IGE | 379 GM AD70 0,05% 0,01 30% 96 86 78
IGE | 379 GM AR70 0,05% 0,10 30% 100 100 99
IAE 235 SM AD50 0,05% 0,01 30% 17 4 0
IAE 235 SM AR50 0,05% 0,10 30% 58 33 21
JME | 118 SM AD50 0,05% 0,01 30% 29 11 6
JME | 118 SM AR50 0,05% 0,10 30% 63 40 28

Tabelle 3-3 Power der parametrischen Kopplungsanalyse

Dargestellt ist die Power der Kopplungsanalyse um HLOD-Werte von 2,0; 3,0; 3,6 zu erreichen.
Legende -> GM / SM: generelles bzw. striktes Betroffenheitsmodell; AD70: autosomal domina-
tes Vererbungsmodell mit 70% Penetranz; AR70: autosomal rezessives Vererbungsmodell mit
70% Penetranz; AD50: autosomal dominates Vererbungsmodell mit 50% Penetranz; AR50:
autosomal rezessives Vererbungsmodell mit 50% Penetranz.

Basierend auf den berechneten empirischen genomweiten Typ-I-Fehlerraten des IGE-
Datensatzes wurden folgende Schwellen fir genomweite Signifikanz bestimmt: 1.) Nichtpa-
rametrische Kopplungsanalysen: suggestive Kopplung bei LODyp. > 1,80; signifikante Kopp-
lung bei LODyp. > 3,15. 2.) Parametrische Kopplungsanalysen: suggestive Kopplung bei
HLOD > 2,13; signifikante Kopplung bei HLOD > 3,49.

3.1.1 Genomweite Kopplungsanalyse in 379 IGE-Multiplexfamilien

Das Ergebnis der genomweiten, nichtparametrischen Kopplungsanalyse in allen 379 IGE-
Multiplexfamilien ist in Abb. 3-1A aufgeflihrt. Es wurden keine signifikanten Kopplungen er-
mittelt. Suggestive Kopplungshinweise fanden sich fiir vier Regionen: 3p14.2 (LODyp. = 2,96
bei rs624755; chromosomale Position chr3:61733962, NCBI 37.3), 5934 (LODyp. = 1,95 bei
rs1432881; chr5:166932520), 13g12.12 (LODyp. = 2,42 bei rs1008812; chrl13:23966145)
und 19913.42 (LODyp. = 2,86 bei rs9788; chr19:53719250) (Tabelle 3-4).
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Genomweite Kopplungsanalyse in 379 IGE-Multiplexfamilien

Dargestellt sind die genomweiten LOD-Werte als Funktion der genetischen Karte: (A) nichtpa-
rametrische Kopplungsanalyse; (B) parametrische Kopplungsanalyse unter der Annahme ei-
nes dominanten Vererbungsmodells mit 70% Penetranz; (C) parametrische Kopplungsanalyse
unter der Annahme eines rezessiven Vererbungsmodells mit 70% Penetranz. Die Schwellen
fur suggestive und signifikante Kopplung sind als schwarze bzw. rote horizontale Linien ge-

zeichnet.
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Die Ergebnisse der genomweiten parametrischen Kopplungsanalysen sind in den Abb. 3-1B
(dominantes Vererbungsmodell) und Abb. 3-1C (rezessives Vererbungsmodell) aufgefihrt.
Es wurden keine signifikanten Kopplungen ermittelt. In Ubereinstimmung mit der nichtpara-
metrischen Kopplungsanaylse egaben die HLOD-Analysen suggestive Kopplungshinweise
mit beiden Vererbungsmodellen bei 3p14 (dominantes Vererbungsmodell: HLOD = 2,84 bei
rs782728; chr3:66326302; a = 0,20 // rezessives Vererbungsmodell: HLOD = 3,21 bei
rs1374679; chr3:63075267; a = 0,13). Suggestive Kopplungshinweise ergaben sich fir zwei
weitere Regionen: 1p36.22 (dominantes Vererbungsmodell: HLOD = 2,50 bei rs12136213;
chrl:10046460; a = 0,17) und 13931.3 (rezessives Vererbungsmodell: HLOD = 2,67 bei
D13S1230; chrl3:90036642; a = 0,11) (Tabelle 3-5).

3.1.2 Genomweite Kopplungsanalyse in 235 IAE-Multiplexfamilien

Das Ergebnis der genomweiten, nichtparametrischen Kopplungsanalyse in der Subgruppe
mit 235 IAE-Multiplexfamilien ist in Abb. 3-2A aufgeflihrt. Ein suggestiver Kopplungshinweis
ergab sich fur die Region auf 5934 (LODyp. = 2,31 bei rs244903; chr5:167913510) (Tabelle
3-4).

Die Ergebnisse der genomweiten, parametrischen Kopplungsanalysen sind in den Abb. 3-2B
(dominantes Vererbungsmodell) und Abb. 3-2C (rezessives Vererbungsmodell) aufgeftihrt. In
Ubereinstimmung mit der nichtparametrischen Kopplungsanaylse ergab die HLOD-Analyse
mit dem dominanten Vererbungsmodell ein suggestives Kopplungshinweis bei 5934 (HLOD
= 3,23 bei rs357608; chr5:150840380; a = 0,31). In der HLOD-Analyse mit dem rezessiven
Vererbungsmodell fand sich ein signifikanter Kopplungshinweis bei 13g31.3 (HLOD = 5,02
bei rs1332470; chr13:91417190; a = 0,22) (Tabelle 3-5).

3.1.3 Genomweite Kopplungsanalyse in 118 JME-Multiplexfamilien

Das Ergebnis der genomweiten, nichtparametrischen Kopplungsanalyse in der Subgruppe
mit 118 JME-Multiplexfamilien ist in Abb. 3-3A aufgeflihrt. Ein signifikanter Kopplungshinweis
ergab sich fir eine Region bei 2934 (LODyp. = 3,43 bei D2S143; chr2:214973108). Ein sug-
gestiver Kopplungshinweis fand sich in der 5934 Region (LODyp. = 2,62 bei rs1025482;
chr5:166893257) (Tabelle 3-4).

Die Ergebnisse der genomweiten parametrischen Kopplungsanalysen sind in den Abb. 3-3B

(dominantes Vererbungsmodell) und Abb. 3-3C (rezessives Vererbungsmodell) aufgefiihrt.
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Genomweite Kopplungsanalyse in 235 IAE-Multiplexfamilien

Dargestellt sind die genomweiten LOD-Werte als Funktion der genetischen Karte: (A) nichtpa-
rametrische Kopplungsanalyse; (B) parametrische Kopplungsanalyse unter der Annahme ei-
nes dominanten Vererbungsmodells mit 70% Penetranz; (C) parametrische Kopplungsanalyse
unter der Annahme eines rezessiven Vererbungsmodells mit 70% Penetranz. Die Schwellen
fur suggestive und signifikante Kopplung sind als schwarze bzw. rote horizontale Linien ge-
zeichnet.
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Abb. 3-3 Genomweite Kopplungsanalyse in 118 JME-Multiplexfamilien

Dargestellt sind die genomweiten LOD-Werte als Funktion der genetischen Karte: (A) nichtpa-
rametrische Kopplungsanalyse; (B) parametrische Kopplungsanalyse unter der Annahme ei-
nes dominanten Vererbungsmodells mit 70% Penetranz; (C) parametrische Kopplungsanalyse
unter der Annahme eines rezessiven Vererbungsmodells mit 70% Penetranz. Die Schwellen
fur suggestive und signifikante Kopplung sind als schwarze bzw. rote horizontale Linien ge-
zeichnet.
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Beide Regionen mit Kopplungshinweisen aus der nichtparametrischen Analyse (2934; 5934)

wurden mit suggestiven Kopplungshinweisen durch die HLOD-Analyse unterstiitzt. Die

HLOD-Analyse ergab suggestive Kopplungshinweise mit beiden Vererbungsmodellen bei
2p34 (dominantes Vererbungsmodell: HLOD = 2,50 bei D2S143; chr2:214973108; a = 0,39 //
rezessives Vererbungsmodell: HLOD = 2,59 bei D2S143; chr2:214973108; a = 0,25). In der
HLOD-Analyse mit dem dominanten Vererbungsmodell fanden sich zwei weitere suggestive
Kopplungshinweise: 5934 (HLOD = 2,96 bei rs2069347; chr5:162867195; a = 0,40) und

21922.3 (HLOD = 2,57 bei rs2839377; chr21:48077812; a = 0,39) (Tabelle 3-5).

3.14

Zusammenfassung der Kopplungsergebnisse

Insgesamt konnten acht Kopplungregionen festgestellt und anhand der suggestiven Kopp-

lungssignale eingegrenzt werden (Tabellen 3-4 und 3-5).

FAM Kopplungsregion, LODyp. > 1,80 max. bei Position
Gruppe Chromosom Start Ende LODnpL Marker NCBI 37.3

IGE |3p14.3-p13 54595678 70445977 2,96 rs624755 61733962
IGE |5q34-g35.1 166153356 | 168828290 1,95 rs1432881 166932520
IGE |13g12.11-912.13 21295194 27652291 2,42 rs1008812 23966145
IGE |19q13.32-q13.42 47529740 55428459 2,86 rs9788 53719250
IAE 5032-g35.1 149609393 | 172580866 2,31 rs244903 167913510
JME |2g32.1-q36.1 188115398 | 223823132 3,43 D2S143 214973108
JME |5033.3-g35.1 158556738 | 169032520 2,62 rs1025482 166893257

Tabelle 3-4 Suggestive und signifikante LODnp_-Scores

Dargestellt sind die Regionen in denen suggestive Kopplungssignale erreicht werden. Der
signifikate Kopplungshinweis bei 2p34 fur JME ist fett hervorgehoben. Alle physikalischen
Positionen sind nach der NCBI Version 37.3 des menschlichen Genoms.

FAM | Vererb. Kopplungsregion, HLOD > 2,13 max. bei Position

Gruppe | Modell | Chromosom Start Ende HLOD| « Marker NCBI 37.3
IGE AD70 |1p36.22 9370911 | 10767902 | 2,50 | 0,17 |rs12136213 | 10046460
IGE AD70 |3pl4.2-p13 63563882 | 70299390 | 2,84 | 0,20 |rs782728 66326302
IGE AR70 |3p21.1-p13 52833805 | 72679023 | 3,21 | 0,13 [rs1374679 63075267
IGE AR70 |13g31.2-q31.3 | 88297101| 92549631| 2,67 | 0,11 | D13S1230 90036642
IAE AD50 |5031.3-035.1 | 139646776 | 168828290 | 3,23 | 0,31 | rs357608 150840380
IAE AR50 |13g31.1-q32.1 | 82259163 | 95654167 | 5,02 | 0,22 |rs1332470 91417190
JME | AD50 |2g34-g35 213496624 | 216195171 | 2,50 | 0,39 | D2S143 214973108
JME | AD50 |5¢33.3-g35.1 |158556738 | 168828290 | 2,96 | 0,40 |rs2069347 | 162867195
JME | AD50 |21g22.3 46148874 | 48077812 | 2,57 | 0,39 |rs2839377 48077812
JME | AR50 |2g34-g35 213496624 | 216195171 | 2,59 | 0,25 |D2S143 214973108

Tabelle 3-5 Suggestive und signifikante HLOD-Scores

Dargestellt sind die Regionen in denen suggestive Kopplungssignale erreicht werden. Der
signifikate Kopplungshinweis bei 13q31.3 fur IGE ist fett hervorgehoben. Alle physikalischen
Positionen sind nach der NCBI Version 37.3 des menschlichen Genoms.

43



ERGEBNISSE

Aus den genomweiten Kopplungsanalysen mit allen 379 IGE-Multiplexfamilien ergaben sich
suggestive Kopplungshinweise fir sechs Regionen (1p36.22, 3p21.1-p13, 5031.3-935.1,
13g12.11-g12.13, 13¢g31.1-932.1, 19913.32-q13.42).

Fur eine dieser Regionen im Bereich der Zytobande 13931.1-g32.1 (chrl3:82259163-
95654167) wurde in der Subgruppe mit 235 IAE-Multiplexfamilien signifikante Evidenz fir
Kopplung in der parametrischen Analyse erreicht (max. HLOD = 5,02 bei rs1332470;
chrl3:91417190; a = 0,22). Der signifikante Kopplungshinweis wird von der nichtparametri-
schen Analyse nicht unterstitzt (max. LODyp = 1,07 bei rs1332470). Eine mogliche Erkla-
rung dafir ist, dass unbetroffene Personen einen signifikanten Beitrag zu dem Kopplungser-
gebnis haben. Post-Hoc-Analysen ergaben keinen Hinweis, dass der signifikante parametri-
sche Kopplungsbefund ein Artefakt der Familienstruktur oder des Markerdatensatzes ist: 1.)
Analyse mit Kernfamilien (Eltern und Kinder): HLOD = 4,27; 2.) Entfernung von Markern mit
r> > 0,1: keine Veranderung, HLOD = 5,02. Die Kopplungsregion weist 22 Gene auf (ohne
Pseudogene). Das aussichtsreichste Kandidatengen ist GPC5 (glypican 5), dessen Genpro-
dukt als Modulator von Zell-Zell Wechselwirkungen in der Neurogenese involviert ist (Luxardi
et al., 2007). Ein weiterer Kandidatengen ist SOX21 (SRY-related HMG-box gene 21) des-
sen Genprodukt, als neuronal exprimierter Transkriptionsfaktor, essentiell fiir die neuronale

Differenzierung ist (Sandberg et al., 2005).

Die nichparametrische Kopplungsanalyse in der Subgruppe mit 118 JME-Multiplexfamilien
ergab eine signifikante Kopplung in der chromosomalen Region 2g32.1-q36.1 (chr2:
188115398-223823132; max. LODyp. = 3,43 bei D2S143; chr2:214973108). Die parametri-
schen Analysen unterstitzen den signifikanten Kopplungshinweis (HLOD > 2,5 in beiden
Vererbungsmodellen bei D2S143). Die Kopplungsregion weist 256 Gene auf (ohne
Pseudogene). Davon sind 204 proteinkodierend und 30 weisen einen neurologischen Phano-
typ in der MGD-Datenbank auf. Aus diesen ist ERBB4 (v-erb-a erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 4 (avian)) ein hochrangiges Kandidatengen fur IGE. ERBB4 ist an der
Synaptogenese der GABA-Neuronen beteiligt (Yau et al., 2003; Ting et al., 2011) und fihrt
als ,Knockout“ in der Maus zu spontanen Krampfanfallen (Tan et al., 2011). Weitere
interessante Kandidatengene sind CREB1 (cAMP responsive element binding protein 1),
SLC4A3 (solute carrier family 4, anion exchanger, member 3) und CDK5R2 (cyclin-
dependent kinase 5, regulatory subunit 2 (p39)).

Sowohl in den nichtparametrischen, als auch parametrischen Kopplungsanalysen, ergaben
sich suggestive Kopplungshinweise in der Region auf 5931.3-935.1 besonders akzentuiert
fur ein dominanten Vererbungsmodell (Uberspannter Bereich: chr5:139646776-172580866).

In diesem Bereich befindet sich ein Gen-Cluster von GABAa-Rezeptor-Untereinheiten
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(GABRB2, GABRA6, GABRA1, GABRGZ2). Mutationen in den Genen GABRA1 und GABRG2
sind bei mehreren Formen von Epilepsie beschrieben worden (CAE, JME, GESF+, SMEI;
Tabelle 1-3).
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3.2 Genomweite Assoziationsstudie

Zur Identifikation von genetischen Varianten, die haufig in der Allgemeinbevdlkerung vor-
kommen und zur Auspragung der IGEs pradisponieren, wurde eine GWAS mit 1527 IGE-
Einzelfallen und 2461 Populationskontrollen durchgefiihrt. Als Teil einer mehrstufigen Asso-
Ziationsstudie wurden die ,Top-Hits“ der genomweiten Suche in zwei unabhangige IGE-
Kollektiven gezielt Gberpruft: 1.) 572 IGE-Trios und 2.) 727 IGE-Einzelfallen und 668 Popula-
tionskontrollen. In einer Meta-Analyse (Kap. 2.12) wurden abschlieRend die Ergebnisse der
drei Kollektive kombiniert.

Zur Identifikation von genetischen Varianten, die differentiell zum Entstehungsrisiko von ent-
weder |IAE oder JME beitragen, wurden GWAS in diesen zwei Subgruppen durchgeftuhrt. Die
IAE-Subgruppe setzte sich zusammen aus: 1.) GW Scan: 702 IAE-Einzenfallen und 2461
Populationskontrollen; 2.) Replikation: 323 IAE-Trios, 312 IAE-Einzenféllen und 668 Popula-
tionskontrollen. Die JME-Subgruppe bestand aus: 1.) GW Scan: 586 JME-Einzenféllen und
2461 Populationskontrollen; 2.) Replikation: 158 JME-Trios, 323 JME-Einzenfallen und 668
Populationskontrollen. Ein Uberblick der Phanotypverteilung und Ethnizitaten der gesammel-

ten IGE-Kollektive ist in Kap. 2.1 gegeben.

GWAS-Qualitatskontrollen

Die aufgefuihrten Studienteilnehmer der GWAS sind das Resultat einer vorangehenden Qua-
litatskontrolle. Von urspringlich 1595 IGE-Einzelfallen und 2518 Populationskontrollen, wur-
den 125 Personen aufgrund folgender Kriterien ausgeschlossen: 1.) nicht Ubereinstimmende
Geschlechtsinformation (n = 1); 2.) aufféllige @-Heterozygotieraten von autosomalen SNPs,
@-HET > 29,5% (n = 1); 3.) duplizierte oder verwandte Personen mit einem IBS > 1,55 (n =
12); 4.) genetische Ausreil3er identifiziert durch einen direkten Vergleich der paarweisen IBS-
Werten (Personen mit > 25% ihrer IBS-Abstédnde mehr als vier Standardabweichungen ent-
fernt vom Mittelwert aller IBS-Abstéande der engsten Nachbarn; n = 82) gefolgt von einer
MDS der genomweiten IBS-Matrix (verbleibende Populationsstratifizierung; n = 29, Abb. 3-4).
Personen mit einer Array CR < 95% wurden im Vorfeld wahrend des ,Genotype Calling®

ausgeschlossen (Kap. 2.5.1).

Der genomweite Datensatz von 906.600 SNPs wurde der Berechnung der Assoziationsana-
lyse von potentiellen Genotypisierungsfehlern bereinigt. SNPs wurden nach folgenden Quali-
tatskriterien ausgeschlossen: 1.) CR < 95% in den Féllen sowie in den Kontrollen; 2.) CR-
Differenz zwischen den Féllen und den Kontrollen > 1%; 3.) MAF < 2% in den Féllen sowie in

den Kontrollen; 4.) Abweichung vom HWE mit P < 10 in den Kontrollen;
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Dargestellt ist die Populationsstruktur abgebildet durch (A) die ersten zwei Hauptkomponen-
ten und (B) Hauptkomponenten 3 und 4 einer MDS der IBS-Matrix von 1549 IGE-Einzenféllen
und 2468 Kontrollen. Die MDS basiert auf 23.973 unkorrelierte (r2 < 0,1) und qualitatsgefilterte
SNPs (CR > 99%, MAF > 15%, HWE P > 10'3). Legende -> blaue Punkte: 1527 IGE-Falle; rote
Punkte: 1381 KORA Kontrollen; grune Punkte: 1080 POPGEN Kontrollen; schwarze Rauten: 29
genetische Ausreil3er.

Abb. 3-4

5.) Abweichungen der Allelfrequenzen (P < 10™) zwischen drei Teilgruppen der IGE-
Erkrankten und zwischen zwei Teilgruppen der Kontrollen. Zusétzlich wurde die Zuverlassig-
keit der ,Genotyp-Diskriminierung* von allen GWAS-,Top-Hits“ mit P < 10 {berpriift und
SNPs mit fehlerhaften Genotypisierungen ausgeschlossen.

Nach der Anwendung aller Qualitatskontrollen wurden in der GWAS im IGE-Gesamtkollektiv
629.549, in der IAE-Subgruppe 613.727 und in der JME-Subgruppe 616.386 SNPs einge-

schlossen.

Signifikanzschwellen

Als Schwelle fiir eine genomweit signifikante Assoziation wurde P < 5 x 10® gewahlt (nach
GC-Korrektur, Kap. 2.11.4). P = 5 x 10°® ist als Signifikanzniveau fir GWAS in der wissen-
schaftlichen Literatur etabliert und entspricht nach der Bonferroni-Methode einem
Signifikanzniveau von 0,05 bei 1.000.000 unabhangigen Tests. Von 629.549 SNPs, die in
dieser Studie getestet worden sind, befinden sich 298.883 im starken LD zueinnander (r* >
0.8). Aus 330.666 SNPs mit r* < 0.8 und drei getesteten IGE-Phanotypen (IGE, IAE und
JME) resultieren 991.998 relativ unabhangige Tests. Als Schwelle flr eine genomweit sug-
gestive Assoziation wurde P < 10 gewéhlt (1 / 1.000.000; Simino et al., 2011; Wright et al.,
2011). Fur die Replikationsanalyse wurden SNPs mit einem Assoziationshinweis von Pgc <

10 ausgewahlt.
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Abb. 3-5 Detektierbare ORs mit einer Power von 80% bei P =5 x 10®

Dargestellt sind die detektierbaren ORs als Funktion der Allelfrequenz des Risikoallels fir: (A)
GWAS fir IGE, IAE und JME; (B) Meta-Analyse der GWAS und der Replikationsanalyse fir
IGE, IAE und JME. Die Power-Analysen wurde unter folgenden Annahmen durchgefihrt: Pra-
valenz von IGE = 0,3%; IAE = JME = 0,1%,; Signifikanzschwelle P = 5 x 10'8; additives geneti-
sches Modell; max. LD zwischen Risikoallel und genotypisierten Marker.

Power-Analysen

Die Meta-Analyse der drei IGE-Kollektive (GWAS und Replikation) erreicht eine Power von
80%, um Risikoallele mit einem OR = 1,33 bei einer Signifikanzschwelle von P = 5 x 10% zu
identifizieren. Fir Power-Analysen wurden folgende Annahmen getroffen: Pravalenz der Er-
krankung = 0,3%, additives genetisches Modell, maximales LD zwischen Risikoallel und
genotypisierten Markerallel und eine Frequenz des Risikoallels von 20%. Unter den gleichen
Bedingungen, aber mit einer reduzierten Pravalenz von 0,1%, wurde in der IAE-Subgruppe
eine Power von 80% fur OR = 1,45 und in der JME-Subgruppe fir OR = 1,51 erreicht. Ohne
Meta-Analyse erreichte die GWAS eine Power von 80% bei einem OR = 1,46 fur IGE, OR 2
1,66 fir IAE und OR = 1,73 fur JME. Die detektierbaren ORs bei einer Power von 80% sind
in den Abb. 3-5A (GWAS) und Abb. 3-5B (Meta-Analyse: GWAS und Replikationsanalyse)

wiedergegeben.

3.2.1 GWAS im IGE-Gesamtkollektiv

Das Ergebnis der GWAS von 1527 IGE-Einzelféallen und 2461 Populationskontrollen ist in
Abb. 3-6A dargestellt. Als Statistik wurde das additive Modell der logistischen Regression
verwendet, mit dem Geschlechtsstatus und den ersten vier Hauptkomponenten der MDS als
Kovarianten (Kap. 2.11.2). Anschlieend wurden alle P-Werte aus der logistischen Regres-
sion (LR-P) nach der ,Genomic Control-Methode fiur potentielle Stratifikationseffekte korri-
giert (LR-Pgc).
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Manhattan Plots der GWAS im IGE-Gesamtkollektiv und in Subgruppen

Dargestellt sind die Manhattan Plots der GWAS im IGE-Gesamtkollektiv (A), in der IAE-
Subgruppe (B) und in der JME-Subgruppe (C). Gezeichnet sind -logio(LR-Psc)-Werte der SNPs
sortiert nach der physikalischen Position (IGE: n = 629.549; IAE n = 613.727; JME n = 616.386).
Die blaue horizontale Linie markiert die Schwelle bei LR-Pgc < 107 fiir eine Selektion in die
Replikationsanalyse.
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Aus der Abweichung der unkorrigierten LR-P-Werten von der erwarteten Verteilung resultier-
te ein Agc von 1,12 (Agcio00 = 1,06). Dementsprechend wies der Quantile-Quantile- (QQ-) Plot
auf einem inflationaren Verhalten der Teststatistiken vor der GC-Korrektur (Abb. 3-7A).

Von den 629.549 analysierten SNPs wies keiner genomweit signifikante LR-Pgc-Werte auf.
Insgesamt 10 SNPs aus sieben unabhéngigen Regionen erreichten die Schwelle von LR-Pgc
< 10 fur die Replikationsanalyse (Tabelle 3-6).

POS Allele CR MAF HWE-P
SNP CHR | NCBI 37.3 | A1/A2 F/K F/K F/K OR (95%-KI) LR-Pgc
rs2268330 14 23795976 | G/C | 1,00/1,00 | 0,26/0,21 | 0,35/0,07 | 1,33(1,19-1,49) | 1,64E-06
rs388556 2 13392540| G/C | 1,00/1,00 | 0,25/0,31 | 0,22/0,78 | 0,76 (0,69-0,85) | 1,75E-06
rs289034 5 114122165| T/C | 1,00/1,00 | 0,43/0,38 | 0,18/0,61 | 1,27 (1,16-1,40) | 2,56E-06

rs1110146 9 140777370 | C/A | 1,00/1,00 | 0,27/0,33 | 1,00/0,96 | 0,78 (0,70-0,86) | 4,47E-06
rs11885093 2 57941185| T/C | 1,00/1,00 | 0,39/0,44 | 0,79/0,24 | 0,79 (0,72-0,87) | 5,35E-06
rs11650615 | 17 46123698 | G/C | 1,00/1,00 | 0,25/0,30 | 0,95/0,67 | 0,77 (0,70-0,86) | 5,77E-06
rs4892034 18 70399988 | T/A | 0,99/0,98 | 0,24/0,20 | 0,36/0,80 | 1,32(1,18-1,47) | 6,72E-06
rs4982753 14 23814569 | T/C | 0,99/1,00 | 0,28/0,24 | 0,61/0,15 | 1,29 (1,16-1,44) | 7,41E-06
rs41336845 | 17 46215110| T/C | 1,00/1,00 | 0,17/0,21 | 0,78/0,76 | 0,75 (0,66-0,84) | 8,10E-06
rs16953235 | 17 46244948 | G/A | 1,00/1,00 | 0,17/0,21 | 0,85/0,71 | 0,75(0,67-0,85) | 8,96E-06

Tabelle 3-6 SNPs mit Pec €10 in der logistischen Regression im IGE-Gesamtkollektiv

Legende -> CHR: Chromosom; POS NCBI 37.3; physikalische Position nach der NCBI Version
37.3; CR, MAF, HWE-P F/K: CR, MAF und HWE-P-Werte jeweils getrennt nach Félle und Kon-
trollen; OR (95%-KI): Odds Ratio mit 95%-Konfidenzintervall bezogen auf Allel Al.

3.2.2 GWAS in der IAE-Subgruppe

Das Ergebnis der GWAS in der Subgruppe mit 702 IAE-Einzelfallen und 2461 Populations-
kontrollen ist in Abb. 3-6B dargestellt. Aus der Abweichung der unkorrigierten LR-P-Werten
von der erwarteten Verteilung resultierte ein Agc von 1,07 (Accio00 = 1,06) (Abb. 3-7B). Von
den 613.727 analysierten SNPs wies keiner genomweit signifikante LR-Pgc-Werte auf. Ins-
gesamt 26 SNPs aus sechs unabhangigen Regionen erreichten die Schwelle von LR-Pgc <

10 fiir die Replikationsanalyse (Tabelle 3-7).

3.2.3 GWAS in der JME-Subgruppe

Das Ergebnis der GWAS in der Subgruppe mit 586 JME-Einzelfallen und 2461 Populations-
kontrollen ist in Abb. 3-6C dargestellt. Aus der Abweichung der unkorrigierten LR-P-Werten
von der erwarteten Verteilung resultierte ein Agc von 1,06 (Acciooo = 1,06) (Abb. 3-7C). Von
den 616.386 analysierten SNPs wies keiner genomweit signifikante LR-Pgc-Werte auf. Ins-
gesamt sieben SNPs aus funf unabhangigen Regionen erreichten die Schwelle von LR-Pgc <

107 fiir die Replikationsanalyse (Tabelle 3-8).
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POS Allele CR MAF HWE-P
SNP CHR | NCBI 37.3 | A1/A2 F/K F/K F/K OR (95%-KiI) LR-Pcc
rs1035837 2 145379270 | A/C | 0,99/0,99 | 0,11/0,16 | 0,69/0,37 | 0,61 (0,50-0,73) | 5,60E-07
rs2953442 2 58083420 | C/T | 1,00/1,00 | 0,37/0,30 | 0,26/0,57 | 1,39 (1,23-1,58) | 8,20E-07
rs1427500 2 145388519 | T/C | 1,00/1,00 | 0,11/0,16 | 0,56/0,33 | 0,62 (0,52-0,75) | 1,32E-06
rs1520965 2 58063748 | C/A | 1,00/1,00 | 0,37/0,30 | 0,29/0,56 | 1,38 (1,22-1,57) | 1,55E-06
rs17741930 | 2 145362155| C/T | 1,00/1,00 | 0,11/0,16 | 0,84/0,36 | 0,62 (0,52-0,75) | 1,97E-06
rs17690892 | 2 145360235| G/A | 1,00/1,00 | 0,11/0,16 | 0,84/0,44 | 0,62 (0,52-0,75) | 2,04E-06
rs1346343 2 145364356 | A/G | 1,00/1,00 | 0,11/0,16 | 1,00/0,13 | 0,63 (0,52-0,76) | 2,37E-06
rs10496964 | 2 145359909 | T/C | 1,00/1,00 | 0,11/0,16 | 0,84/0,64 | 0,63 (0,52-0,76) | 2,55E-06
rs10853686 | 18 25870524 | T/C | 1,00/1,00 | 0,36/0,43 | 0,12/0,35 | 0,74 (0,66-0,84) | 5,05E-06
rs2717024 2 58161397 | C/G | 1,00/1,00 | 0,47/0,41 | 0,05/0,13 | 1,34 (1,19-1,52) | 5,98E-06
rs1447579 14 42125681 | T/C | 0,99/0,99 | 0,22/0,27 | 0,50/0,03 | 0,70 (0,61-0,82) | 6,56E-06
rs12904369 | 15 97335674 | C/A | 1,00/1,00 | 0,30/0,23 | 0,72/0,57 | 1,38 (1,20-1,57) | 7,21E-06
rs2717023 2 58161355| C/T | 1,00/1,00 | 0,47/0,41 | 0,07/0,13 | 1,34 (1,18-1,52) | 7,47E-06
rs1568253 2 58170004 | T/C | 1,00/1,00 | 0,47/0,40 | 0,06/0,16 | 1,34 (1,18-1,52) | 7,52E-06
rs16993982 | 20 7744461 | C/T | 0,99/1,00 | 0,20/0,16 | 0,01/0,09 | 1,46 (1,24-1,71) | 7,54E-06
rs11684106 | 2 58075701| C/A | 1,00/1,00 | 0,35/0,29 | 0,41/0,22 | 1,36 (1,19-1,55) | 7,96E-06
rs2717040 2 58169494 | T/C | 1,00/1,00 | 0,47/0,41 | 0,07/0,11 | 1,34 (1,18-1,51) | 8,28E-06
rs2678897 2 58169418 | G/A | 1,00/1,00 | 0,47/0,40 | 0,05/0,13 | 1,34 (1,18-1,52) | 8,35E-06
rs2717031 2 58166468 | T/C | 1,00/1,00 | 0,47/0,40 | 0,04/0,09 | 1,34 (1,18-1,52) | 8,64E-06
rs2717002 2 58142647 | T/G | 1,00/1,00 | 0,47/0,41 | 0,17/0,05 | 1,34 (1,18-1,51) | 8,67E-06
rs7236787 18 25800169 | G/A | 1,00/1,00 | 0,27/0,34 | 0,18/0,59 | 0,73 (0,64-0,84) | 8,68E-06
rs2290867 2 57952870 | A/C | 1,00/1,00 | 0,44/0,38 | 0,36/0,11 | 1,34 (1,18-1,51) | 8,78E-06
rs2717055 2 58044220 | G/A | 1,00/1,00 | 0,44/0,38 | 0,19/0,10 | 1,34 (1,18-1,51) | 9,31E-06
rs9959163 18 25811156 | G/A | 1,00/1,00 | 0,27/0,34 | 0,18/0,65 | 0,73 (0,64-0,84) | 9,47E-06
rs1518395 2 58208074 | A/G | 1,00/1,00 | 0,47/0,40 | 0,23/0,17 | 1,33 (1,18-1,51) | 9,93E-06
rs1474215 2 58032029 | C/G | 1,00/1,00 | 0,44/0,38 | 0,19/0,14 | 1,34 (1,18-1,51) | 9,99E-06

Tabelle 3-7 SNPs mit Poc €107 in der logistischen Regression in der IAE-Subgruppe

Legende -> CHR: Chromosom; POS NCBI 37.3; physikalische Position nach der NCBI Version
37.3; CR, MAF, HWE-P F/K: CR, MAF und HWE-P-Werte jeweils getrennt nach Féalle und Kon-
trollen; OR (95%-KI): Odds Ratio mit 95%-Konfidenzintervall bezogen auf Allel Al.

POS Allele CR MAF HWE-P
SNP CHR | NCBI 37.3 | A1/A2 F/IK F/IK F/IK OR (95%-KI) LR-Pcc
rs12059546 | 1 239970097 | G/A | 1,00/1,00 | 0,24/0,17 | 0,82/0,62 | 1,52 (1,29-1,77) | 5,15E-07
rs1110615 1 239974170 A/G | 1,00/1,00 | 0,24/0,17 | 0,82/0,43 | 1,51 (1,29-1,77) | 6,30E-07
rs4892034 18 70399988 | T/A | 0,99/0,98 | 0,26/0,20 | 0,67/0,80 | 1,47 (1,26-1,72) | 1,92E-06
rs12963674 | 18 55978595 | T/G | 1,00/1,00 | 0,08/0,05 | 0,16/0,10 | 1,83 (1,42-2,37) | 7,93E-06
rs1497633 8 109751881 | C/G | 1,00/1,00 | 0,32/0,39 | 0,26/0,73 | 0,72 (0,62-0,83) | 8,10E-06
rs16906789 | 10 56751811 | G/A | 0,99/0,99 | 0,25/0,19 | 0,37/0,84 | 1,45 (1,24-1,69) | 8,18E-06
rs1391196 8 109745945 | A/T | 1,00/1,00 | 0,32/0,39 | 0,26/0,73 | 0,72 (0,62-0,83) | 8,40E-06

Tabelle 3-8 SNPs mit Pgc €10 in der logistischen Regression in der JIME-Subgruppe

Legende -> CHR: Chromosom; POS NCBI 37.3; physikalische Position nach der NCBI Version
37.3; CR, MAF, HWE-P F/K: CR, MAF und HWE-P-Werte jeweils getrennt nach Féalle und Kon-
trollen; OR (95%-KI): Odds Ratio mit 95%-Konfidenzintervall bezogen auf Allel Al.
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3-7 Q-Q-Plots der GWAS im IGE-Gesamtkollektiv und den Subgruppen

Gezeichnet Verteilung der -logl0(LR-P)-Werte (vor der GC-Korrektur) gegen die erwartete
Verteilung in (A) der IGE-Gesamtgruppe bei 629.549 SNPs, (B) der IAE-Subgruppe bei 613.727

SNPs und (C) der IME-Subgruppe bei 616.386 SNPs.
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3.2.4 Replikation der GWAS-Ergebnisse

Von den 42 SNPs mit LR-Pgc < 10 aus der GWAS im IGE-Gesamtkollektiv oder in einer der
Subgruppen, wurden 21 SNPs fir die Replikationsanalyse ausgewahlt (14 unabhéangige
chromosomale Regionen). Sieben dieser SNPs wurden aus den nachfolgenden Analysen
ausgeschlossen (nicht erfolgreiche SNPstream-Genotypisierung: n = 3; Qualitatskriterien
nicht bestanden: n = 4). Neben den ublichen Qualitatskriterien wurden die genotypisierten
SNPs auf Konkordanz und Replizierbarkeit hin Gberprift. Fir diesen Zweck wurden zusatz-
lich 383 IGE-Einzelfélle aus dem genomweiten Scan und 79 Duplikate aus dem Replikati-
onskollektiv genotypisiert. Die Genotypen der verbleibenden 14 SNPs wiesen eine Konkor-
danz von >99% zu Affymetrix SNP 6.0-Genotypen und eine Replizierbarkeit von 100% in den
duplizierten Proben auf (Anhang, Tabelle 5-1). Die verbleibenden 14 SNPs beschreiben 10
unabhangige chromosomale Regionen. Die Replikations-P-Werte wurden nach der AFBAC-
Methode mit dem stratifizierten CMH-Test berechnet (Kap. 2.11.3 und 2.12.2). Die Stichpro-

ben wurden dafir in 19 Cluster nach der ethnischen Herkunft eingeteilt (Tabelle 2-3).

In der Replikationsanalyse im IGE-Gesamtkollektiv erreichten zwei SNPs im LD in der
chromosomalen Region 17921.32 die Schwelle fiir eine signifikante Assoziation (P < 0,05 /
42) nach der Bonferroni Korrektur fur multiples Testen (rs41336845; chr17:46215110; CMH-
P = 2,54 x 10 ORJ[T] = 0,76; 95%-KI: 0,65-0,88 // rs16953235; chr17:46244948; CMH-P =
7,92 x 10, OR[G] = 0,78; 95%-KI: 0,67-0,90). Es ergaben sich keine Hinweise auf Hetero-
genitdt in den Strata des Fall-Pseudo-Kontroll-Kollektivs der Replikationsanalyse
(rs41336845: BD-P = 0,98 // rs16953235: BD-P = 0,99). In der Meta-Analyse der GWAS mit
der Replikationsanalyse erreichten beide SNPs die Schwelle fur eine genomweit signifikante
Assoziation (rs41336845; META-P = 7,90 x 10° ORJ[T] = 0,76; 95%-Kl: 0,70-0,84 //
rs16953235; META-P = 2,67 x 10°®; OR[G] = 0,77; 95%-KI: 0,70-0,85; Abb. 3-8).

In den Subgruppenanalysen wurden weder in der Replikationsanalyse, noch in der Meta-
Analyse signifikante Assoziationsergebnisse erreicht. In der IAE-Subgruppe erreichen zwei
SNPs suggestive META-P-Werte: rs2953442 bei 2p16.1 (chr2:58083420; META-P = 1,82 x
107; OR[C] = 1,31; 95%-KI: 1,19-1,45) und rs17741930 bei 2922.3 (chr2:145362155; META-
P=153x10"; ORIC] = 0,69; 95%-KI: 0,60-0,80). In der JME-Subgruppe erreichten zwei
SNPs im LD bei 1943 suggestive META-P-Werte (rs12059546; chr1:239970097; META-P =
4,37 x 107; OR[G] = 1,45; 95%-KI: 1,28-1,65 // rs1110615; chr1:239974170; META-P = 4,22
x 107; OR[A] = 1,46; 95%-KI: 1,28-1,65).

Alle Ergebnisse sind in den Tabellen 3-9 und 3-10 zusammengefasst.
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POS GWAS Replikation | Meta-Analyse | Effekt Heterogenitat
GRP | SNP CHR | NCBI 37.3 LR-Pcc CMH-P META-P R. BD-P | M-Het-P
IGE | rs12059546 1| 239970097 | 3,22E-05 0,037 5,63E-06 ++ |0,128 0,317
IGE |rs1110615 1| 239974170 | 7,82E-05 0,074 2,78E-05 ++ | 0,177 0,266
IGE | rs388556 2| 13392540| 1,75E-06 0,289 2,52E-03 -+ /0,141 | 1,16E-04
IGE |rs2953442 2| 58083420| 4,08E-05 2,67E-03 3,83E-07 ++ | 0,762 0,783
IGE |rs17741930 2| 145362155| 6,82E-04 0,081 1,88E-04 - 10,081 0,426
IGE |rs289034 5| 114122165| 2,56E-06 0,796 1,42E-04 ++ | 0,656 | 5,48E-03
IGE | rs2268330 14 23795976 | 1,64E-06 0,425 1,37E-03 +- 0,225 | 2,56E-04
IGE |rs12904369 15 97335674 | 5,84E-03 0,159 0,214 +- 0,421 | 4,58E-03
IGE | rs11650615 17 46123698 | 5,77E-06 0,012 3,26E-07 -- 0,934 0,357
IGE |rs41336845 17 46215110| 8,10E-06 2,54E-04 7,90E-09 -- 0,980 0,995
IGE | rs16953235 17 46244948 | 8,96E-06 7,92E-04 2,67E-08 -- 0,992 0,829
IGE | rs7236787 18 25800169 | 2,01E-04 0,934 3,44E-03 -- 0,247 0,022
IGE |rs10853686 18| 25870524 | 1,02E-04 0,359 3,36E-04 - 10,348 0,079
IGE | rs4892034 18| 70399988 | 6,72E-06 0,582 1,29E-04 ++ |0,339 0,015
IAE | rs12059546 1| 239970097 0,1572 0,290 0,078 ++ | 0,552 0,928
IAE |rs1110615 1| 239974170 0,2087 0,733 0,237 ++ | 0,441 0,585
IAE | rs388556 2| 13392540| 3,54E-05 0,992 1,54E-03 - |0,167 | 7,83E-03
IAE | rs2953442 2 58083420 | 8,20E-07 0,025 1,82E-07 ++ | 0,401 0,147
IAE |rs17741930 2| 145362155| 1,97E-06 0,013 1,53E-07 -- 0,226 0,255
IAE | rs289034 5| 114122165| 2,72E-05 0,911 1,67E-03 +- 0,665 | 5,41E-03
IAE | rs2268330 14| 23795976 | 1,81E-04 0,659 9,84E-03 +- 10,626 | 6,01E-03
IAE |rs12904369 15 97335674 | 7,21E-06 0,451 3,15E-03 +- 0,469 | 5,37E-04
IAE | rs11650615 17| 46123698 | 6,40E-04 0,028 5,62E-05 - 10,965 0,608
IAE | rs41336845 17 46215110 | 1,28E-03 1,24E-03 5,53E-06 -- 0,950 0,685
IAE |rs16953235 17 46244948 | 1,50E-03 2,42E-03 1,18E-05 -- 0,967 0,779
IAE | rs7236787 18| 25800169| 8,68E-06 0,916 5,20E-04 - 10,819 | 5,37E-03
IAE | rs10853686 18| 25870524 | 5,05E-06 0,358 4,46E-05 - 10,584 0,025
IAE |rs4892034 18 70399988 | 3,10E-03 0,504 7,08E-03 ++ | 0,325 0,164
JME | rs12059546 1| 239970097 | 5,15E-07 0,071 4,37E-07 ++ | 0,752 0,087
JME | rs1110615 1| 239974170| 6,30E-07 0,062 4,22E-07 ++ |0,810 0,100
JME | rs388556 2| 13392540| 0,01337 0,472 0,139 -+ 10,532 0,035
JME | rs2953442 2| 58083420 0,1403 0,063 0,021 ++ | 0,608 0,596
JME | rs17741930 2| 145362155 0,2808 0,410 0,175 - 10,667 0,978
JME | rs289034 5| 114122165| 1,69E-04 0,734 1,64E-03 ++ | 0,242 0,037
JME | rs2268330 14| 23795976 | 1,46E-04 0,885 4,06E-03 +- 10,288 0,013
JME | rs12904369 15 97335674 0,929 0,213 0,398 -- 0,453 0,359
JME | rs11650615 17 46123698 | 5,90E-05 0,048 1,23E-05 -- 0,810 0,336
JME | rs41336845 17 46215110| 3,17E-04 7,66E-03 7,55E-06 -- 0,988 0,867
JME | rs16953235 17 46244948 | 3,09E-04 0,011 1,05E-05 -- 0,995 0,790
JME | rs7236787 18 25800169 | 1,90E-03 0,375 0,062 -+ 0,313 | 8,42E-03
JME | rs10853686 18 25870524 | 9,38E-04 0,302 0,053 -+ 0,486 | 4,04E-03
JME | rs4892034 18| 70399988| 1,92E-06 0,485 3,32E-05 ++ |0,435 0,015

Tabelle 3-9 Replikation der GWAS und Meta-Analyse von 14 SNPs

Legende -> GPR: Analysegruppe; Effekt R.: Effektrichtung; BD-P / M-Het-P: Heterogenitats-P-
Werte der Replikationsanalyse bzw. der Meta-Analyse. Rot gekennzeichnet sind ungleiche Ef-
fektrichtungen und auffallige M-Het-P < 0,05. Die genomweit signifikant assoziierten SNPs
sind fett hervorgehoben.
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POS Allele GWAS Replikation Meta-Analyse | Effekt
GRP | SNP CHR | NCBI37.3 |A1/A2| OR (95%KiI) OR (95%KI) OR (95%KI) R.
IGE | rs12059546 1| 239970097 | G/A | 1,30(1,16-1,46) | 1,16 (1,01-1,34) | 1,23 (1,13-1,35) ++
IGE |rs1110615 1| 239974170 | A/G | 1,28(1,14-1,44) | 1,14 (0,99-1,31) | 1,21 (1,11-1,33) ++
IGE | rs388556 2 13392540 | G/C | 0,76 (0,69-0,85) | 1,07 (0,95-1,20) | 0,88 (0,81-0,95) -+
IGE |rs2953442 2| 58083420| C/T | 1,25(1,13-1,37) | 1,20 (1,07-1,35) | 1,22(1,13-1,31) | ++
IGE |rs17741930 2| 145362155| C/T | 0,78 (0,69-0,90) | 0,87 (0,75-1,02) | 0,83 (0,75-0,92) -
IGE | rs289034 5| 114122165| T/C | 1,27 (1,16-1,40) | 1,02 (0,91-1,14) | 1,15 (1,07-1,23) | ++
IGE |rs2268330 14| 23795976 | G/C | 1,33(1,19-1,49) | 0,95 (0,84-1,08) | 1,14 (1,05-1,24) | +-
IGE |rs12904369 15| 97335674| C/A | 1,17 (1,05-1,30) | 0,91 (0,80-1,04) | 1,07 (0,98-1,16) | +-
IGE |rs11650615 17| 46123698 | G/C | 0,77 (0,70-0,86) | 0,85 (0,75-0,96) | 0,80 (0,74-0,87) -
IGE | rs41336845 17| 46215110| T/C | 0,75 (0,66-0,84) | 0,76 (0,65-0,88) | 0,76 (0,70-0,84) -
IGE | rs16953235 17| 46244948 | G/A | 0,75 (0,67-0,85) | 0,78 (0,67-0,90) | 0,77 (0,70-0,85) -
IGE | rs7236787 18| 25800169 | G/A | 0,82 (0,74-0,90) | 0,99 (0,88-1,12) | 0,89 (0,82-0,96) -
IGE | rs10853686 18| 25870524| T/C | 0,82 (0,75-0,90) | 0,95 (0,85-1,06) | 0,87 (0,81-0,94) -
IGE |rs4892034 18| 70399988 | T/A | 1,32(1,18-1,47) | 1,04 (0,90-1,21) | 1,22 (1,11-1,33) | ++
IAE | rs12059546 1| 239970097 | G/A | 1,12 (0,96-1,31) | 1,11 (0,92-1,34) | 1,16 (1,02-1,31) | ++
IAE |rs1110615 1| 239974170| A/G | 1,11 (0,95-1,30) | 1,03 (0,86-1,25) | 1,11 (0,98-1,26) | ++
IAE | rs388556 2| 13392540| G/C | 0,74 (0,65-0,85) | 1,00 (0,86-1,17) | 0,84 (0,76-0,94) -
IAE |rs2953442 2| 58083420| C/T | 1,39(1,23-1,58) | 1,19 (1,02-1,39) | 1,31 (1,19-1,45) | ++
IAE |rs17741930 2| 145362155| C/T | 0,62 (0,52-0,75) | 0,77 (0,63-0,95) | 0,69 (0,60-0,80) --
IAE |rs289034 5| 114122165 T/C | 1,31 (1,16-1,48) | 0,99 (0,85-1,15) | 1,18 (1,07-1,30) | +-
IAE |rs2268330 14| 23795976 | G/C | 1,32(1,15-1,52) | 0,96 (0,82-1,14) | 1,17 (1,05-1,30) | +-
IAE |rs12904369 | 15| 97335674 | C/A | 1,38(1,20-1,57) | 0,94 (0,79-1,11) | 1,20 (1,07-1,33) | +-
IAE | rs11650615 17| 46123698 | G/C | 0,78 (0,68-0,90) | 0,83 (0,70-0,98) | 0,82 (0,74-0,91) -
IAE | rs41336845 17| 46215110| T/C | 0,77 (0,65-0,90) | 0,72 (0,59-0,88) | 0,77 (0,68-0,87) -
IAE |rs16953235 17| 46244948 | G/A | 0,77 (0,66-0,90) | 0,74 (0,61-0,90) | 0,78 (0,69-0,88) -
IAE | rs7236787 18| 25800169 | G/A | 0,73(0,64-0,84) | 0,99 (0,85-1,16) | 0,83 (0,75-0,92) -
IAE | rs10853686 18| 25870524 | T/C | 0,74 (0,66-0,84) | 0,93 (0,80-1,08) | 0,82 (0,74-0,90) -
IAE | rs4892034 18| 70399988 | T/A | 1,26 (1,09-1,45) | 1,07 (0,88-1,30) | 1,18 (1,05-1,33) ++
JME | rs12059546 1| 239970097 | G/A | 1,52 (1,29-1,77) | 1,21 (0,98-1,48) | 1,45 (1,28-1,65) | ++
JME |rs1110615 1| 239974170 | A/G | 1,51(1,29-1,77) | 1,21 (0,99-1,49) | 1,46 (1,28-1,65) ++
JME | rs388556 2 13392540 | G/C | 0,83 (0,71-0,96) | 1,07 (0,89-1,28) | 0,92 (0,82-1,03) -+
JME | rs2953442 2 58083420 C/T | 1,12(0,97-1,29) | 1,18 (0,99-1,41) | 1,13 (1,01-1,26) ++
JME | rs17741930 2| 145362155| C/T | 0,90 (0,75-1,08) | 0,91 (0,73-1,14) | 0,94 (0,81-1,09) -
JME | rs289034 5| 114122165| T/C | 1,31 (1,14-1,50) | 1,03 (0,87-1,22) | 1,20 (1,08-1,33) | ++
JME | rs2268330 14| 23795976 | G/C | 1,36 (1,17-1,59) | 0,99 (0,82-1,19) | 1,19 (1,06-1,35) | +-
JME | rs12904369 15| 97335674| C/A | 0,99 (0,85-1,16) | 0,89 (0,73-1,07) | 0,97 (0,85-1,09) -
JME | rs11650615 17| 46123698 | G/C | 0,73 (0,62-0,84) | 0,82 (0,68-1,00) | 0,78 (0,69-0,89) -
JME | rs41336845 17| 46215110| T/C | 0,72 (0,60-0,86) | 0,74 (0,59-0,92) | 0,75 (0,65-0,86) -
JME | rs16953235 17| 46244948 | G/A | 0,72 (0,60-0,85) | 0,75 (0,60-0,94) | 0,75 (0,65-0,87) --
JME | rs7236787 18| 25800169| G/A | 0,79 (0,69-0,91) | 1,08 (0,91-1,29) | 0,88 (0,78-0,98) -+
JME | rs10853686 18| 25870524| T/C | 0,79 (0,69-0,91) | 1,09 (0,92-1,29) | 0,88 (0,79-0,97) -+
JME | rs4892034 18| 70399988 | T/A | 1,47 (1,26-1,72) | 1,08 (0,87-1,35) | 1,32 (1,17-1,50) ++
Tabelle 3-10 Odds Ratios der GWAS, der Replikation und der Meta-Analyse

Legende -> GPR: Analysegruppe; Effekt R.: Effektrichtung; OR (95%KIl): Odds Ratio mit
95%-Konfidenzintervall bezogen auf Allel Al. Ungleiche Effektrichtungen sind rot ge-
kennzeichnet. Die zwei genomweit signifikant assoziierten SNPs auf 17q21.32 sind fett
hervorgehoben.
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Abb. 3-8  Struktur der signifikant assoziierten Region auf 17¢q21.32

Gezeichnet -logio(LR-Psc)-Werte der GWAS im IGE-Gesamtkollektiv gegen die phys. Position

(NCBI 37.3), LD-Struktur und Gene im Bereich der

Assoziation. Fir zwei SNPs sind zusatzlich

META-P-Werte eingezeichnet (Pfeile). Die rote Linie zeichnet die Signifikanzschwelle bei P =5
x 10®. Die Farbkodierung der SNPs richtet sich nach dem r’-Wert zu rs41336845. In den LD-

Blocken (schwarze Dreiecke) sind min. 30% aller

D‘ > 0,7 basierend auf 3988 Personen der

GWAS. Die Gene im Bereich des signifikanten LD-Blocks sind grau unterlegt.
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Nach Uberpriifung der regionalen LD-Struktur konnte die mit IGE signifikant assoziierte
17921.23 Region auf einem 676.357 bp grof3en Bereich zwischen rs2010952 und rs8072250
eingegrenzt werden (chrl17:45892859-46569216) (Abb. 3-8). Der Bereich wird durch einen
einzigen LD-Block mit variierendem LD ausgemacht, bei mindestens 30% aller paarweisen
D' > 0,7. Bereiche mit erhthten Rekombinationsraten flankieren den LD-Block und
bestéatigen die Begrenzung der assoziierten Region (,downstream®: 27 cM/Mb; ,upstream®:
10 cM/MB; normal 1,13 cM/Mb nach Kong et al., 2002).

In diesem Bereich befinden sich 16 Gene. Unter diesen ist PNPO (pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase) ein hochrangiges Kandidatengen fir IGE. Mutationen im PNPO-Gen
verursachen die PNPO-abhangige neonatale epileptische Enzephalopathie (Mills et al.,
2005; Musayev et al., 2009). Ein weiteres Kandidatengen ist CDK5RAP3 (CDKS5 regulatory
subunit associated protein 3), dessen Genprodukt als Bindungspartner von CDK5R1 (cyclin-
dependent kinase 5, regulatory subunit 1 (p35)) eine Rolle in der Neurogenese spielen
koénnte (Ching et al., 2000).
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4 DISKUSSION

Fur die genetisch mitbedingten, komplexen Erkrankungen sind verschiedene Hypothesen
entwickelt worden, als Erklarungsmodelle fur die Architektur der genetischen Faktoren fir die
beobachteten klinischen Syndrome. Die ,common disease/common variant*- (CD/CV-) Hypo-
these geht davon aus, dass genetische Variationen mit niedrigen Effektstarken (OR < 2) hau-
fig in der allgemeinen Bevolkerung vorkommen (Freq. > 1%) und gemeinsam einen bedeu-
tenden Teil der Heritabilitat einer Erkrankung erklaren kénnen (Lohmueller et al., 2003). Hau-
fige krankheitsrelevante Variationen werden meist ab einer Frequenz > 5% von den ublichen
Assoziationsstudien erfasst (Abb. 4-1; Hindorff et al., 2009). Alternativ dazu postuliert die
~,common disease multiple rare variant‘- (CD/MV-) Hypothese, dass ein bedeutender Teil der
Heritabilitat durch eine grof3e Anzahl von sehr seltenen Variationen mit hohen Effektstarken
(Freq. < 1%; OR > 2) erklart werden kann (Pritchard und Cox, 2002). Genetische Variationen
die zu monogenen oder oligogenen Formen einer Erkrankung fihren, kénnen als Extremfélle
der CD/MV-Hypothese betrachtet werden. Seltene krankheitsrelevante Variationen kénnen
durch Kopplungsstudien (wenn OR > 3; Anderson et al., 2011) oder durch Sequenzierung

erfasst werden.

Effect size /\
50.0 |
£ Few examples of
iq Rare alleles _ ol
- causing high-effect
Mendelian common variants
3.0 disease influencing

~ common disease

- Low-frequency
Intermediate variants with

intermediate effect /
1.5 f

Modest Rare variants of
small effect
very hard to identify
ed by genetic means
Low

0.001

Allele frequency

Very rare

Abb. 4-1 Identifizierbarkeit von Variationen nach Frequenz und Effektstarke

Dargestellt sind Bereiche aus der méglichen Streuung von genetischen Variationen, in Ab-
hangigkeit der Allelfrequenz und der Effektstarke. Die gestrichelten Linien grenzen die Berei-
che ein, die mit gegenwartigen Methoden erfasst werden kénnen (nach Manolio et al., 2009).
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Aufgrund der hohen genetischen Heterogenitét die bei Epilepsie zu beobachten ist, kénnen
die CD/CV- und CD/MV-Hypothesen als Teilaspekte eines komplexeren, multifaktoriell-
polygenen-Modells betrachtet werden (Mulley et al., 2005; Dibbens et al., 2007b). Nach die-
sem Modell werden alle genetischen Variationen, sowohl haufige als auch seltene, in unter-
schiedlichen Kombinationen zu der Entstehung von Epilepsie pradisponieren und die ver-
schiedenen Untersyndrome hervorrufen. Dabei werden genetische Varianten mit hohen Ef-
fektstarken in Multiplexfamilien angereichert sein, wahrend Einzelfélle eine breitere Streuung
der Effektstarken sowie eine hdhere Anzahl an préadisponierende Genvarianten aufweisen
werden (Winawer et al., 2002; Ottman, 2005). Zur Dissektion der genetischen Fakoren bei
den haufigen IGE-Syndromen mit genetisch komplexer Disposition werden derzeit drei mole-
kulargenetische Strategien angewandt, um die unterschiedlichen genetischen Komponenten
des multifaktoriellen polygenen Models zu erfassen. Bei familidren IGE-Syndromen mit ver-
muteter oligogener Disposition sind genomweite Kopplungsstudien eine aussichtsreiche
Strategie, um einzelne genetische Faktoren mit relativ starken Effektstarken zu lokalisieren
und positionell zu identifizieren. Komplementéar sind genomweite Assoziationsanalysen da-
rauf ausgerichtet, haufige Sequenzvarianten mit meist geringen disponierenden Effekten
(CD/CV-Hypothese) zu erfassen. Zur Ermittlung zahlreicher seltener Sequenzvariationen mit
ausgepragter Effektstarke (CD/MV-Hypothese) werden derzeit Sequenzanalysen der kom-
pletten Exome bzw. Genome durchgefiihrt. Zusammengenommen haben diese drei moleku-
largenetischen Ansatze ein aussichtsreiches Potential einen Grossteil der Heritabilitat zu

erklaren.

In der vorliegenden Studie sollte ein moglichst breites Spektrum von genetischen Varianten,
mittels Kopplunganalysen in familiaren IGE-Formen sowie Assoziationsanalysen in haufigen
IGE-Formen, erfasst werden. Die Grundlage fiir diese Studien sind die derzeit mit Abstand
groften Kollektive an IGE-Multiplexfamilien und IGE-Einzelféllen, die eine bisher nicht er-
reichte Teststarke gewahrleisten, um genetische Faktoren trotz einer ausgepragten geneti-
schen Heterogenitat und einer derzeit noch weitgehend unverstandenen genetischen Archi-

tektur zu identifizieren.

Unsere genomweite Kopplungsanalyse identifizierte zwei krankheitsassoziierte Loci in den
Chromosomenabschnitten 2g32.1-g36.1 und 13g31.1-g32.1, die differentiell zum Entste-
hungsrisiko von Fallen familiarer JME bzw. IAE beitragen. Fir die beiden Loci auf den
Chromosomen 2 und 13 gibt es aus friheren Studien suggestive Kopplungshinweise mit IGE
(2936.1: Sander et al., 2000; 13g22-g31: Hempelmann et al., 2006). Allerdings kdnnen auf-

grund der Uberlappung dieser friiheren Studien mit den in dieser Meta-Kopplungsanalyse
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eingeschlossen Familien (28% bzw. 26%) beide Kopplungsbefunde nicht als eigenstandige
Replikationen betrachtet werden.

Unsere weltweit erste GWAS fur IGE, diese filhrte zu einem neuen, replizierbaren Locus in
der chromosomalen Region 17921.32, der in unserer européaischen Kohorte signifikant mit
den haufigen Formen von IGE assoziiert ist.

4.1 Genomweite Kopplungsstudie

Die genomweite Kopplungsanalyse in 379 IGE-Multiplexfamilien wurde mit dem Ziel durch-
gefuhrt, Krankheitsloci zu identifizieren, die zur Auspragung eines breiten Spektrums von
familiaren IGE-Syndromen pradisponieren. Wahrend keine signifikanten Kopplungen ermit-
telt werden konnten, fanden sich suggestive Kopplungshinweise fiir sechs Regionen
(1p36.22, 3p21.1-p13, 5931.3-g35.1, 139g12.11-q12.13, 13g31.1-q32.1, 19913.32-q13.42).
Statistisch ist bei einer genomweiten Analyse zu erwarten, dass die Schwelle fiir eine sug-
gestive Kopplung nur einmal zufallig erreicht wird. Dieses Ergebnis unterstitzt damit das

oligogene Vererbungsmodell fur die familiaren IGE-Syndrome.

Die genomweiten Kopplungsanalysen in den zwei Subgruppen mit 235 IAE-Multiplexfamilien
bzw. mit 118 JME-Multiplexfamilien filhrten zu signifikanten Kopplungbefunden in den Chro-
mosomenabschnitten 13g31.1-g32.1 bzw. 2932.1-g36.1. Dieses Ergebnis deutet an, dass
durch die Subklassifizierung nach Anfallstyp in Kombination mit einem strikten Betroffen-
heitsmodell, in dem ausschlief3lich Familienmitglieder mit IAE oder JME als ,betroffen® klassi-
fiziert wurden, die genetische Heterogenitéat der familidren IGE-Syndromen reduziert werden
konnte. Gleichzeitig konnten in den Subgruppen genetische Determinanten angereichert
werden, die differentiell zum Entstehungsrisiko von Absencen oder Myoklonien beitragen.
Neben anfallsspezifischen Determinanten unterstitzen beide Subgruppenanalysen die
Kopplungsregion auf 5931.3-g35.1, eine Region in der sich ein Gen-Cluster mit den Genen
fur die GABAs-Rezeptor-R2-, -a6-, -al- und -y2-Untereinheiten (GABRB2, GABRAG,
GABRA1, GABRG2) befindet. Mutationen in den Genen GABRA1 und GABRG2 sind bei
mehreren Formen von Epilepsie beschrieben worden (CAE, JME, GESF+, SMEI; Tabelle 1-
3). Der Kopplungshinweis deutet darauf hin, dass auch bei einigen der untersuchten IGE-

Familien Mutationen in den Genen GABRA1 und GABRG2 vorliegen konnten.

Funktionell relevante Kandidatengene rechtfertigen auch eine weitere Betrachtung der sug-
gestiven Kopplungshinweise in den Chromosomenabschnitten 3p21.1-p13 und 19g13.32-
g13.42. Innerhalb der Kopplungsregion auf 3p21.1-p13 befindet sich das Gen PRICKLE2
(prickle homolog 2; OMIM: *608501). Heterozygote Mutationen in dem PRICKLE2-Gen fuh-
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ren zu einer progressiven Myoklonusepilepsie (EPM5; OMIM: #613832; Tao et al., 2011).
Innerhalb der Kopplungsregion auf 19913.32-q13.42 befindet sich das Gen PNKP
(polynucleotide kinase 3'-phosphatase; OMIM: *605610). Homozygote Mutationen in dem
PNKP-Gen fiihren zu einer frihinfantilen epileptischen Enzephalopathie (EIEE10; OMIM:
#613402; Shen et al.,, 2010). In derselben Kopplungsregion befindet sich auch ein Gen-
Cluster mit den Genen fir die Ca*-Kanal-y7-, -y8- und -y6-Untereinheiten (CACNG?7,
CACNGS8, CACNGS). Die Expression der Ca?*-Kanal-y2-Untereinheit (CACNG2), die funkti-
onell mit y7, y8 und y6 verwandt ist, ist in der ,stargazer‘-Maus durch eine Mutation unter-
brochen (Letts et al., 1998). Diese Mausmutante ist ein Modell fir die Absence-Epilepsie.
Eine weitere Ca**-Kanal-Untereinheit (y3; CACNG3) pradisponiert fiir die familiare Form von
CAE (Everett et al., 2007). Generell sind Calciumkanale und ihre Regulation durch verschie-
dene Hilfsuntereinheiten wie  und y ausschlaggebend fur die Depolarisation von Nervenzel-

len.

4.2 Genomweite Assoziationsstudie

Die genomweite Assoziationsstudie von 1527 IGE-Einzelfallen und 2461 Populationskontrol-
len (Ursprung Deutschland und Anreinerstaaten) wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, geneti-
sche Varianten zu identifizieren, die haufig in der Allgemeinbevdlkerung vorkommen und zur
Auspragung von IGE pradisponieren. Nach der Replikationsrunde in einem unabhangigen
Kollektiv von 1299 IGE-Einzelfallen und 1240 Kontrollen (breitgefacherter, europaischer Ur-
sprung) konnte in der Meta-Analyse eine genomweit signifikante Assoziation mit IGE auf
17921.32 und eine suggestive Assoziation auf 2p16.1 festgestellt werden. Obwohl die vorlie-
gende Studie mit Abstand das weltweit groRte IGE-Kollektiv einschloss (2826 IGE-
Probanden und 3701 Kontrollen) hatte das IGE-Gesamtkollektiv nur eine moderate Power
von 80%, um Risikoallele mit einem OR = 1,33 zu identifizieren. Ein OR von 1,33 entspricht
dem Median aller ORs von Risikoallelen, die bei haufigen Erkrankungen bisher identifiziert
worden sind (Hindorff et al., 2009). Aufgrund der niedrigen Power des genomweiten Scans
(Power = 80% bei OR = 1,46 bzw. Power = 27% bei OR = 1,33) ist davon auszugehen, dass
nur ein geringer Anteil aller relevanten genetischen Varianten in dem genomweiten Scan

erkannt und fur die Replikationsanalyse ausgewahlt worden sind.

Zielsetzung der anfallstypbezogenen Subgruppenanalysen war es, genetische Varianten zu
identifizieren, die differentiell zum Entstehungsrisiko von entweder IAE oder JMEs beitragen.
Die Meta-Analysen hatten jeweils eine Power von 80%, um Risikoallele mit einem OR = 1,45
in der IAE-Subgruppe bzw. OR = 1,51 in der JME-Subgruppe zu identifizieren. In keiner der

Subgruppenanalysen konnten signifikante Assoziationen festgestellt werden. In der IAE-
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Subgruppe fanden sich suggestive Assoziationen auf 2p16.1 und 2g22.3. In der JME-
Subgruppe konnte eine suggestive Assoziation auf 1g43 festgestellt werden. Der Verlust an
Power durch die Reduzierung der Stichprobengrol3e konnte offenbar durch die erhdhte klini-
sche und genetische Homogenitéat durch die Sortierung nach Anfallstyp nicht aufgewogen
werden. Entsprechend ist auch bei den Subgruppenanalysen davon auszugehen, dass die
Mehrheit der relevanten genetischen Varianten nicht in die Replikationsanalyse eingegangen

ist.

Die suggestiv assoziierten Regionen enthalten plausible funktionelle Kandidatengene flr
IGE. In der Region auf Chromosom 2p16.1 befindet sich das Gen VRK2 (vaccinia related
kinase 2; OMIM: *602169). VRK2 ist ein Kandidatengen fur Schizophrenie (Steinberg et al.,
2011) und fur das 2p16.1-p15-Deletionssyndrom (OMIM: #612513; Chabchoub et al., 2008).
Patienten mit einem 2pl16.1-p15-Deletionssyndrom weisen einen schweren Phanotyp mit
geistiger Behinderung, Autismus-Spektrum-Stérung, Mikrozephalie, kortikaler Dysplasie und
therapieresistenten epileptischen Anféllen auf (Chandler et al., 2006; Rajcan-Separovic et
al., 2007). In der direkten Umgebung des suggestiven Assoziationssignals auf Chromosom
2922.3 (84 kb ,downstream®) befindet sich das Gen ZEB2 (zinc finger E-box binding
homeobox 2; OMIM: *605802). Heterozygote Mutationen oder Deletionen des ZEB2-Gens
sind verantwortlich fir alle Falle des Mowat-Wilson-Syndroms (OMIM: #235730; Wakamatsu
et al., 2001; Yamada et al., 2001). Das Mowat-Wilson-Syndrom ist gekennzeichnet von einer
typischen Gesichtsdysmorphie mit geistiger Behinderung und Mikrozephalie. Epilepsie
kommt bei 74% der Patienten vor (Garavelli et al., 2009). Bis auf wenige Ausnahmen von
Keimzellmosaizismus, sind alle ZEB2-Mutationen oder Deletionen ,de novo“ Erscheinungen
(Garavelli und Mainardi, 2007). Das suggestive Assoziationssignal auf 143 befindet sich in
dem intronischen Bereich des Gens CHRMS3 (cholinergic receptor, muscarinic 3; OMIM:
*118494). Ein erhdhtes Expressionsniveau von CHRM3 ist in epileptogenen Hirngewebe von
Patienten mit einer mesialer Temporallappenepilepsie ohne FS festgestellt worden (Bando et
al., 2011). In Cortexproben von Patienten mit einer bipolaren affektiven Stérung ist
postmortem ein erniedrigtes Expressionsniveau von CHRM3 festgestellt worden (Gibbons et
al.,, 2009). Diese Studien unterstitzen eine mdgliche Rolle von CHRM3 in der
Epileptogenese, auch wenn sich in Mausmodellen keine Hinweise fiir eine Beteiligung von

Chrm3 in der Anfallsentstehung ergaben (Bymaster et al., 2003).

4.3 JME-Locus auf 2932.1-q36.1

Der Locus fur JME fand sich als signifikanter Kopplungsbefund in der Analyse von 118 JME-
Multiplexfamilien in der chromosomalen Region 2g34 (max. LODyp. = 3,43 bei D2S143,
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chr2:214973108). Die Kandidatenregion wurde anhand der suggestiven Kopplungshinweise
auf den Bereich zwischen den Markern rs1569135 und rs2028383 eingegrenzt (2932.1-
036.1, chr2:188115398-223823132). Der JME-Locus auf Chromosom 2 wird von einem sig-
nifikantem Kopplungsbefund in einer indischen Familie mit sieben JME-betroffenen Fami-
lienmitgliedern unterstutzt (2933.1-936.2: Ratnapriya et al., 2010). In direkter N&he zu dem
maximalen LODyp -Wert in der Kopplungsregion ist interessanterweise auch ein Locus fur
die Alzheimer-Krankheit mit frihem Beginn (Erkrankungsmanifestation: 50 bis 60J.) kartiert
worden (2934, LODyp. = 3,20 bei D2S2944, chr2:214579949, 31 Familien; Scott et al.,
2003).

In direkter Nachbarschaft des signifikanten Kopplungssignals auf 2q34 befindet sich das Gen
ERBB4 (v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 (avian); OMIM: *600543),
ein hochrangiges Kandidatengen fir IGE. Das Gen ERBB4 kodiert flr eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, die an der postsynaptischen Dichte angereichert ist (Huang et al., 2000). Die
postsynaptische Dichte (postsynaptic density, PSD) ist eine Spezialisierung des Zytoskeletts
an der synaptischen Verbindung, die fur die Lokalisation der Transmitterrezeptoren und die
korrekte Signalweiterleitung erforderlich ist. Die Rezeptor-Tyrosinkinase ERBB4 interagiert
tber PSD95, einer Hauptkomponente der PSD, mit dem NDMA-Rezeptor (Garcia et al.,
2000). Der Ligand der Rezeptor-Tyrosinkinase ERBB4 ist NRG1 (neuregulin 1; OMIM:
*142445). Die exzessive Aktivierung des ERBB4-Rezeptors durch NRGL1 ist fir die vermin-
derte Aktivitdt des NDMA-Rezeptors bei Schizophrenie verantwortlich (Hahn et al., 2006;
Pitcher et al., 2011). Die NRG1-ERBB4-Signalkaskade ist auch an der Synaptogenese der
inhibitorischen GABA-Neuronen beteiligt (Yau et al., 2003; Ting et al., 2011). ,Knockout® von
Erbb4 fihrt in der Maus zu spontanen Krampfanfallen (Tan et al., 2011). Ein um 40% ernied-
rigtes Expressionsniveau von ERBB4 ist in epileptogenen Hirngewebe von Patienten mit
einer Temporallappenepilepsie festgestellt worden (Li et al., 2011). Bei einem Patienten mit
einer frihkindlichen myoklonischen Enzephalopathie ist der Bruch des Gens ERBB4 durch

eine Translokation berichtet worden (Backx et al., 2009).

Weitere interessante Kandidatengene innerhalb der Kopplungsregion auf Chromosom
2032.1-g36.1 sind CREB1, CDK5R2 und SLC4A3. Das Gen CREB1 (cCAMP responsive ele-
ment binding protein 1; OMIM: *123810) kodiert fur einen cAMP-abhangigen Transkriptions-
faktor, welcher die intrinsische und synaptische Plastizitdt von Nervenzellen steuert. Zusatz-
lich ist es relevant fiir das Uberleben von Nervenzellen wahrend der neuronalen Entwicklung.
Sowohl ein ,Knockout“ als auch eine induzierte konstitutive Aktivitdt von Crebl fihren in
Mausmodellen zur progressiver Neurodegeneration im Hippocampus und im Striatum

(Mantamadiotis et al., 2002; Lopez de Armentia et al., 2007). Dabei fiihrt die Uberaktivierung
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von Crebl dosisabhangig zu sporadischen epileptischen Krampfanféllen, unabhangig vom
Zeitpunkt der Induktion. Die Inhibierung der Crebl1-Aktivitat fihrt dagegen zu einer reduzier-
ten neuronalen Erregbarkeit (Jancic et al.,, 2009). Das Gen CDK5R2 (cyclin-dependent
kinase 5, regulatory subunit 2 (p39); OMIM: *603764) wird ausschlie3lich in Neuronen
exprimiert (Tang et al., 1995) und weist eine synaptische Lokalisation auf (Humbert et al.,
2000). CDK5R2 steuert zusammen mit CDK5R1 die Aktivitat von CDK5 (cyclin-dependent
kinase 5) wahrend der neuronalen Entwicklung (Wu et al., 2000; Ko et al., 2001). Das Gen
SLC4A3 (solute carrier family 4, anion exchanger, member 3; OMIM: *106195) kodiert fur
einen CI/HCOjs-Austauscher und reguliert die intra- und extrazellularen pH-Werte von Ner-
venzellen. Eine nicht-synonyme Sequenzvariation im SLC4A3-Gen (rs635311, ¢.2869A>C,
p.A867D) wurde mit IGE assoziiert (Sander et al., 2002). Fir diese Mutation ist eine Redu-
zierung der Austausch-Aktivitat um 50% festgestellt worden (Vilas et al., 2009). ,Knockout*
von Slc4a3 fuhrt in der Maus zu einer reduzierten Schwelle fir induzierte Krampfanfélle
(Hentschke et al., 2006). In der Studie von Ratnapriya et al. (2010) konnten keine weiteren

Mutationen im SLC4A3-Gen festgestellt werden.

4.4  1AE-Locus auf 13g31.1-q32.1

Der Locus fir IAE fand sich als signifikanter Kopplungsbefund in der Analyse von 235 IAE-
Multiplexfamilien in der chromosomalen Region 13g31.3 (max. HLOD = 5,02 bei rs1332470,
chr13:91417190, a = 0,22). Die Kandidatenregion wurde anhand der suggestiven Kopp-
lungshinweise auf den Bereich zwischen den Markern rs768218 und rs766606 eingegrenzt
(13g31.1-g32.1, chr13:82259163-95654167).

Das aussichtsreichste Kandidatengen in der Kopplungsregion ist GPC5 (glypican 5; OMIM:
*602446), dessen Genprodukt als Modulator von Zell-Zell-Wechselwirkungen in die Neuro-
genese involviert ist (Luxardi et al., 2007). GPC5 ist mit Multipler Sklerose (Baranzini et al.,
2009; Lorentzen et al., 2010) und mit dem nephrotischen Syndrom (Okamoto et al., 2011)
assoziiert worden. Ein weiteres Kandidatengen ist SOX21 (SRY-related HMG-box gene 21;
OMIM: *604974) dessen Genprodukt als neuronal exprimierter Transkriptionsfaktor bei der
Neurogenese beteiligt ist (Sandberg et al., 2005). SOX21 gehért zusammen mit SOX14,
SOX1, SOX2, und SOX3 zu der Gruppe B der SOX-Transkriptionsfaktoren (Kamachi et al.,
2000). Die SOX-Transkriptionsfaktoren der Gruppe B weisen uberlappende Zielgene auf.
SOX1, SOX2 und SOX3 unterdriicken dabei als Transkriptionsaktivatoren die Neurogenese,
wahrend SOX21 als Transkriptionsrepressor die neuronale Differenzierung férdert (Uchikawa
et al., 1999; Bylund et al., 2003; Sandberg et al., 2005). ,Knockout® von Sox1 fuhrt in der
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Maus zu einer Fehlbildung des Striatums und schweren epileptischen Anfallen bis hin zum

Status epilepticus (Malas et al., 2003).

45 IGE-Locus auf 17921.32

Der Locus fir IGE fand sich als genomweit signifikante Assoziation auf 17921.32 in der Me-
ta-Analyse von 2826 IGE-Einzelfallen und 3701 Kontrollen europaischen Ursprungs (META-
P = 7,90 x 10° bei rs41336845; OR[T] = 0,76; 95%-Kl: 0,70-0,84). Die Kandidatenregion
wurde anhand der LD-Struktur auf den Bereich zwischen den SNPs rs2010952 und
rs8072250 eingegrenzt (chrl7:45892859-46569216).

Innerhalb der 676 kb grof3en Kandidatenregion befindet sich das Gen PNPO (pyridoxamine
5'-phosphate oxidase; OMIM: *603287), ein hochrangiges Kandidatengen fir IGE. Das Gen
PNPO kodiert fir eine Oxidase, die Pyridoxin (Vitamin Bg) in die aktive Form Uberfihrt
(Pyridoxal-5'-Phosphat, PLP). Homozygote Mutationen im PNPO-Gen filhren zu einer
neonatalen epileptischen Enzephalopathie (OMIM: #610090; Mills et al., 2005; Musayev et
al., 2009). Die PNPO-abhangige neonatale epileptische Enzephalopathie ist eine Form der
Pyridoxin-abhangigen Epilepsie, bei der die Anféalle nicht durch die Gabe von Pyridoxin
kontrolliert werden konnen, sondern ausschlieBlich durch die Gabe von PLP. Der klinische
Phanotyp zeichnet sich durch schwere, therapieresistente epileptische Anfélle aus, die sofort
nach der Geburt auftreten und aus denen sich haufig ein Status epilepticus entwickelt. Ohne
PLP-Therapie Uberleben die betroffenen Sauglinge nicht die Neugeborenenphase. Der
epileptogene Mechanismus des PLP-Mangels wird in einer reduzierten Umsetzung des
exzitatorischen Neurotransmitters L-Glutamat zu dem inhibitorischen Neurotransmitter GABA
vermutet (Gospe et al., 1994). Im Gegensatz zu dem schweren Phanotyp verursacht durch
einen vollstandigen Verlust der Oxidase-Aktivitdt, konnten moderate Veranderungen des
Pyridoxin-Stoffwechselwegs durch  Sequenzvariationen in  dem PNPO-Gen die

Anfallsschwelle reduzieren und damit fir IGE pradisponieren.

Ein weiteres Kandidatengen ist CDK5RAP3 (CDKS5 regulatory subunit associated protein 3;
OMIM: *608202). Das Gen CDK5RAP3 kodiert fir einen Bindungspartner von CDK5R1
(cyclin-dependent kinase 5, regulatory subunit 1 (p35); OMIM: *603460) (Wang et al., 2000;
Ching et al., 2000). Das von dem Gen CDK5R1 kodierte Protein p35 ist eine aktivierende
Untereinheit von CDKS5 (cyclin-dependent kinase 5) (Ko et al., 2001). Eine Deregulation von
CDKS5 kann Uber eine Hippokampussklerose (HS; Sen et al., 2006; Tobias et al., 2009) oder
eine fokale kortikale Dysplasie (FCD; Sisodiya et al., 2002) zu der Entstehung von fokalen

Formen von Epilepsie fihren. ,Knockout“ von Cdk5rl in der Maus flihrt zu einer massiven
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Fehlbildung der kortikalen Entwicklung und spontanen epileptischen Anféllen (Chae et al.,
1997).

4.6 Ausblick

Die drei signifikanten positionellen Befunde dieser Studie in den Chromosomenabschnitten
2032.1-g36.1, 13g31.1-g32.1 und 17g21.32 stellen eine Grundlage fir die Identifizierung
neuer Epilepsiegene dar. In einem ersten Schritt sollten die Kandidatenregionen vollstandig
sequenziert werden. Durch den Einsatz von hochparallelen Sequenzierungstechnologien
(,Next Generation Sequencing“, NGS) ist es moglich die Suche nach Mutationen auch auf
die nicht kodierenden Bereiche auszuweiten. Damit sollte sichergestellt werden, dass Varian-
ten in regulatorischen Elementen, die in grof3er Entfernung zu ihren Zielgenen lokalisiert sein
konnen (Jeong et al., 2006), nicht Ubersehen werden. Zudem bietet die NGS-Technologie
die Mdglichkeit zur systematischen Erfassung von Genkopiezahlvarianten (,copy number
variations®, CNVs) sowie DNA-Methylierungsmustern.

Die erhobenen Affymetrix SNP 6.0-Genotypdaten der IGE-GWAS kdnnen auch als Grundla-
ge fur internationale GWAS-Meta-Analysen dienen. Erst in einer ausreichend grof3en Kohor-
te wird es mdglich sein, die Mehrheit der haufigen genetischen Varianten zu identifizieren,
die fur Epilepsie pradisponieren.

Eine weitere aussichtsreiche ,in silico“-Analyse der erhobenen GWAS-Daten ist die Auswei-
tung der Assoziationsanalyse zu einer genomweiten Interaktionsanalyse (GWIA) aller SNP-
Paaren. Die Interaktion zwischen genetischen Varianten (Epistase) kdnnte einen weiteren
Teil der Heritabilitdt von Epilepsie aufdecken. Eine GWIA ist als Machbarkeitsstudie bereits
erfolgreich mit einer Teilmenge unserer verfiigbaren IGE-Kohorte durchgefihrt worden (Stef-
fens et al., 2010).

Die CNV-Informationen der Affymetrix SNP 6.0-Daten kdnnen auch zur Erweiterung friiherer
Studien dienen. Die bisher in unserem Datensatz aufgefundenen Deletionen auf den Chro-
mosomen 15q11.2, 15913.3 und 16p13.11 (Helbig et al., 2009; de Kovel et al., 2010) stellen
die derzeit bedeutendsten genetischen Faktoren dar, die bei den haufigen IGE-Syndromen
identifiziert worden sind (Mulley und Mefford, 2011).

Inwiefern Therapieansatze fur eine breite Mehrheit der Patienten aus den molekulargeneti-
schen Erkenntnissen resultieren werden, bleibt allerdings weiterhin unklar. Die Identifizierung
von neuen Epilepsiegenen wird jedoch unabhangig von der klinischen Relevanz weitere Ein-
blicke in epileptogene Mechanismen erlauben und zur Klarung der genetischen Architektur

von Epilepsien beitragen.
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5 ANHANG

5.1 Kandidatenregionen aus Kopplungsstudien

Locus Region OMIM Syndrom Referenz

BCECTS 11p13 %117100 BCECTS Strug et al., 2009

— 15913 %117100 BCECTS Neubauer et al., 1998
ENFL2 15025.1-g25.3 %603204 ADNFLE Phillips et al., 1998
BFIS4 1p36.12-p35.1 %612627 BFIS Li et al., 2008

BFIS2 16p12-9g12.2 #605751 BFIS Szepetowski et al., 1997
BFIS1 19912-9q13.1 %601764 BFIS Guipponi et al., 1997
ETL4 9g21-g22 %611631 EPOLM Deprez et al., 2007
FPEVF 22911-g12 %604364 FPEVF Callenbach et al., 2003
ETL2 12g22-g23.3 %608096 FTLE Claes et al., 2004
ICCA 16p12.1-912.1 #602066 ICCA Szepetowski et al., 1997
ETL3 4913.2-q21.3 %611630 MFTLE Hedera et al., 2007
PEPS 4p16.1-p15.32 %607221 PEPS Kinton et al., 2002
FAME2 2p11.1-q12.2 %607876 BAFME Striano et al., 2004
FAME3 5p15.31-p15 %613608 BAFME Depienne et al., 2010
FAME1 8023.3-g24.11 %601068 BAFME Mikami et al., 1999
EIG11 3926 #607628 IGE Sander et al., 2000

— 8pl12 — IGE Durner et al., 2001
EIG1 8024 %600669 IGE Zara et al., 1995

EIG3 9932-933.3 %608762 IGE Baykan et al., 2004
EIG5 10pl1 %611934 IGE Kinirons et al., 2008b
EIG4 10925-926 %609750 IGE Puranam et al., 2005
EIG2 14923 %606972 IGE Sander et al., 2000
EIG7 15913.3 %604827 IGE Helbig et al., 2009
PPR2 13g31.3 %609572 IGE mit PPR | Tauer et al., 2005
EJM9 20933-g36.2 %614280 JME Ratnapriya et al., 2010
EJM4 5q12-q14 %611364 JME Kapoor et al., 2007
EJM3 6021 %608816 JME Greenberg et al., 2000
EJM2 15913.2-q14 %604827 JME Elmslie et al., 1997
ECAl 80924 %600131 CAE Fong et al., 1998
GEFSP4 2p24.2-p24.1 %609800 GEFS+ Audenaert et al., 2005
GEFSP8 6q16.3-q22.31 %613828 GEFS+ Poduri et al., 2009
GEFSP6 8p23.1-p21 %612279 GEFS+ Baulac et al., 2008
FEB9 3p24.2-p23 %611634 FS/CAE Nabbout et al., 2007
FEB10 3026.2—926.33 %612637 FS/GEFS+ Dai et al., 2008

FEB4 5914—q15 #604352 FS/IGEFS+ Nakayama et al., 2000
FEB7 21922.11-g22.13 | %611515 FS/GEFS+ Hedera et al., 2006
FEB1 8q13—-qg21 %121210 FS Wallace et al., 1996
FEB6 18p11.2 %609253 FS Nakayama et al., 2004
FEB2 19p13.3-p13.2 %602477 FS Johnson et al., 1998
FEB5 6922-924 %609255 FS alleine Nabbout et al., 2002

Tabelle 5-1 Kandidatenregionen aus Kopplungsstudien zu Epilepsie

Die Liste ist sortiert nach dem Syndrom und der chromosomalen Position. Als Legende fiir
die jeweiligen Syndrome dient Tabelle 1-1. Legende -> #OMIM-ID: krankheitsassoziierte Muta-
tionen sind beschrieben; %-OMIM-ID: keine Mutationen bekannt.
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5.2  Qualitatsstatistiken von 21 SNPstream-SNPs

POS CR MAF HWE-P Mendel- Konkordanz
SNP CHR | NCBI 37.3 F/K F/IK F/K Fehler Affy 6.0 SNPstream
rs12059546 1 239970097 | 0,98/0,97 | 0,21/0,18 | 0,01/0,25 0 0,9974 1
rs1110615 1 239974170 | 0,99/0,99 | 0,20/0,18 | 0,12/0,12 0,0018 1 1
rs388556 2 13392540 | 1,00/1,00 | 0,32/0,31 | 0,95/0,10 0 0,9905 1
rs11885093 2 57941185 | 0,51/0,39 | 0,42/0,45 | 0,20/0,85 0 0,9971 NA
rs11684106 2 58075701 NA NA NA NA NA NA
rs2953442 2 58083420 | 0,99/1,00 | 0,35/0,31 | 0,58/0,51 0 1 1
rs2717040 2 58169494 NA NA NA NA NA NA
rs17741930 2 145362155 | 0,99/0,99 | 0,15/0,17 | 0,28/0,61 0,0018 1 1
rs1035837 2 145379270 0,81/0,72 | 0,16/0,18 | 0,13/0,91 0,0069 0,9444 1
rs289034 5 114122165 | 0,99/0,99 | 0,41/0,41 | 0,07/0,60 0 1 1
rs1110146 9 140777370 | 0,95/0,97 | 0,28/0,29 | 0,03/0,89 0,0036 0,9804 0,9828
rs2268330 14 23795976 | 1,00/1,00 | 0,26/0,27 | 0,09/0,77 0 1 1
rs1447579 14 42125681 | 0,97/0,97 | 0,30/0,32 | 0,07/0,89 0,0123 0,9700 0,9091
rs12904369 | 15 97335674 | 0,99/0,99 | 0,24/0,25 | 1,00/0,41 0 1 1
rs11650615 | 17 46123698 | 1,00/1,00 | 0,24/0,27 | 0,88/0,47 0 0,9974 1
rs41336845 | 17 46215110 | 0,99/0,99 | 0,15/0,19 | 0,83/0,85 0,0018 1 1
rs16953235 | 17 46244948 | 1,00/0,99 | 0,15/0,19 | 0,83/0,85 0 0,9974 1
rs7236787 18 25800169 | 1,00/1,00 | 0,30/0,30 | 0,55/0,69 0 1 1
rs10853686 | 18 25870524 | 1,00/1,00 | 0,39/0,40 | 1,00/0,95 0 1 1
rs12963674 | 18 55978595 NA NA NA NA NA NA
rs4892034 18 70399988 | 0,99/0,99 | 0,18/0,17 | 0,04/0,36 0,0018 1 1

Tabelle 5-2 Genotypisierte SNPs aus der Replikationsanalyse

Legende -> CHR: Chromosom; POS NCBI 37.3: physikalische Position nach der NCBI Version
37.3; CR, MAF, HWE-P F/K: CR, MAF und HWE-P-Werte jeweils getrennt nach Féalle und Kon-
trollen; Konkordanz Affy 6.0: Konkordanz zu Affymetrix Genome Wide Human SNP Array 6.0-
Genotypen von 383 Personen; Konkordanz SNPstream: Konkordanz von 79 duplizierten Per-
sonen in der Replikationsstufe. Sieben ausgefallene SNPs sowie die jeweilige Grundlage fur
den Ausschlu3 sind rot beschriftet.
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