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Wie gut konnen Haplotypen in den
populationsbasierten KORA-Studien
rekonstruiert werden?
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How About the Uncertainty in the Haplotypes in the Population-Based KORA

Zusammenfassung

In den KORA-Surveys werden derzeit verschiedene Kandidaten-
gene, die in Zusammenhang mit Typ 2 Diabetes, Herzinfarkt,
Atherosklerose, Adipositas und anderen Erkrankungen stehen,
untersucht. Hierbei werden SNPs (Single Nucleotide Polymor-
phisms, Einzelbasenaustausche) in verschiedenen Genen bei
den Probanden der Querschnittstudie genotypisiert. Ferner ge-
winnen Haplotypen an Bedeutung: Haplotypen sind Kombina-
tionen von Allelen innerhalb von bestimmten Abschnitten eines
Chromosomenstrangs. Die Betrachtung solcher Haplotypen in
genetischen Assoziationsstudien ist oft effizienter als die Be-
trachtung der einzelnen SNPs. Ein statistisches Problem ist hier-
bei die Rekonstruktion der Phaseninformation: Bei der Geno-
typisierung werden nur die Allele (also die Auspragungen) eines
Individuums an den SNPs bestimmt, jedoch nicht, welche Base
auf welchem Chromosomenstrang angesiedelt ist. Verschiedene
statistische Haplotyp-Rekonstruktionsverfahren ermdglichen
die Identifizierung der wahrscheinlichsten Haplotypen. Dabei
ist ein gewisser Prognosefehler unausweichlich. Auch Genotypi-
sierungsfehler konnen zur Unsicherheit in den Haplotypen bei-
tragen. Dieser Genotypfehler kann von Bedeutung werden, selbst
wenn der Genotypfehler je SNP sehr klein ist. Dies liegt daran,
dass mehrere SNPs an den Haplotypen beteiligt sind. Ein Ziel die-
ses Projekts ist die Quantifizierung der Haplotyp-Unsicherheiten
bei Genen, die in KORA untersucht wurden. Wir verwenden ei-
nerseits Computersimulationen basierend auf den in den KORA-
Probanden beobachteten Haplotypen und deren Haufigkeiten.
Andererseits vergleichen wir Ergebnisse mit Simulationen basie-

Studies?

Abstract

In the KORA surveys, numerous candidate genes in the context of
type 2 diabetes, myocardial infarction, atherosclerosis or obesity
are under investigation. Current focus is on genotyping single
nucleotide polymorphism (SNPs). Haplotypes are also of increas-
ing interest: haplotypes are combinations of alleles within a cer-
tain section of one chromosome. Analysing haplotypes in genetic
association studies is often more efficient than studying the SNPs
separately. A statistical problem in this context is the reconstruc-
tion of the phase: genotyping the SNPs determines the alleles of
an individual at one particular locus of the DNA, but does not re-
veal which allele is located on which one of the two chromo-
somes. This information is required when talking about haplo-
types. There are statistical approaches to identify the most
likely two haplotypes of an individual given the genotypes. How-
ever, a certain error in prognosis is unavoidable. There are also
errors in the genotypes. These errors are assumed to be small
for one SNP but can accumulate over the SNPs involved in one
haplotype and thus can induce further uncertainty in the haplo-
type. It is therefore the aim of our project to quantify the uncer-
tainties in the haplotypes particularly for genes investigated in
the KORA surveys. We conduct computer simulations based on
the haplotypes and their frequencies observed in the KORA indi-
viduals and compare the results with simulations based on
mathematical modelling of the evolutionary process (“coales-
cent models”). The uncertainties in the haplotypes have an im-
pact on the search for association between genes and disease:
an association may not be detected as the haplotype uncertainty
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rend auf mathematischen Modellen zur Evolution (,coalecent
models“). Diese Unsicherheiten in den Haplotypen kénnen dazu
fithren, dass vorhandene Assoziationen zwischen Gen und Er-
krankung nicht gefunden werden, da die Unsicherheit in den Ha-
plotypen den Unterschied der Haplotyp-Haufigkeiten zwischen
Erkrankten und Nichterkrankten verwischt. Das Ausmalf$ dieses
Problems und Losungsmoglichkeiten aufzuzeigen, ist das zweite
Ziel dieses Projekts.

Schliisselworter
Haplotyp-Rekonstruktion - Prognosefehler - Assoziationsstudien -
populationsbasiert

obscures the haplotype frequency differences between cases and
controls. It is a further aim of our project to elucidate the extent
of this problem and to develop strategies for reducing it.

Key words
Haplotype reconstruction - prognosis error - association studies -
population-based

Einleitung

SNPs, Haplotypen und Assoziationsstudien

Neben der Sequenzierung des menschlichen Genoms brachten
Hochdurchsatz-Techniken zur Genotypisierung einen Durch-
bruch in der genetischen Erforschung komplexer Erkrankungen,
weil dadurch systematische Analysen auch von groflen epi-
demiologischen Studien moglich wurden. Eine herausragende
Fragestellung ist hierbei die Analyse der Assoziation zwischen
Erkrankung und Kandidatengenen. Kandidatengene sind Gene,
bei denen ein funktioneller Zusammenhang mit der Erkrankung
aufgrund verschiedener Kriterien vermutet wird. Hierbei steht
also die Bestdtigung eines modifizierten Erkrankungsrisikos
durch Varianten des Gens und dessen Modellierung im Vorder-
grund. Solche Assoziationen konnen in populationsbasierten
Querschnittstudien nachgewiesen werden.

Bei der Genotypisierung setzt sich als Labormethode zunehmend
die Untersuchung von SNPs (Einzelbasenaustausche, Single Nu-
cleotide Polymorphisms) durch, da diese die am hdufigsten vor-
kommenden DNA-Varianten sind und damit ein genaues Eingren-
zen der assoziierten DNA-Varianten mdglich ist. Ein SNP ist ein
Basenpaar in der DNA, das in der untersuchten Population abwei-
chende Auspragungen zeigt. Ein SNP muss nicht in kausalem Zu-
sammenhang mit der Erkrankung stehen. Die Assoziation kann
auch aufgrund der rdaumlichen Ndhe mit dem unbekannten
Erkrankungslokus auftreten. Der SNP mit der beobachteten Asso-
ziation dient dann als Stellvertreter (Marker) fiir den Erkrankungs-
lokus. Beispielsweise zeigt ein AT-Polymorphismus die Ausprd-
gungen A und T in der Bevolkerung. Da jedem Menschen von
seinen beiden Elternteilen je ein Chromosomenstrang vererbt
wird, besitzt der Mensch pro SNP zwei Allele, die im Beispiel ent-
weder A oder T sind. Damit gibt es drei Auspragungsmoglichkeiten
des Genotyps fiir einen SNP, also A/A (homozygot A), A/T (hetero-
zygot) und T/T (homozygot T). Hierbei ist die Reihenfolge ohne Be-
lang, d.h. A/T und T/A sind als Genotyp identisch, da bei der Geno-
typisierung nicht unterschieden werden kann, welches Allel auf
welchem Chromosomenstrang lokalisiert ist. Eine der Auspragun-
gen koénnte mit einer erhohten Erkrankungswahrscheinlichkeit
einhergehen. Wenn die Erkrankung in zwei Auspragungen (krank,
nicht krank) gegeben ist, erfolgt die Risikomodellierung durch
Vergleich der Allelhdufigkeiten zwischen Fillen und Kontrollen.

Es ist schwierig, vorliegende genetische Assoziationen in epi-
demiologischen Studien zu zeigen. Dies kann darin begriindet

sein, dass die ,Power“ von Assoziationsanalysen einzelner SNPs
mit einer Erkrankung nicht ausreichend war. Werden viele SNPs
untersucht, entsteht das Problem des multiplen Testens bzw. das
Problem von vielen Parametern im Modell.

Um mehr Information in den Assoziationsanalysen zu erhalten,
multiples Testen zu vermeiden und die Power zu verbessern,
wird mehr und mehr Augenmerk auf Haplotypen gelegt. Die
Kombination von Allelen auf einem Chromosomenstrang nennt
man Haplotyp.

Das zentrale Problem hierbei ist, dass durch die Genotypisierung
im Allgemeinen nur festgestellt werden kann, welche beiden Al-
lele ein Individuum an einer Stelle (Locus) der DNA aufweist; es
kann jedoch nicht festgestellt werden, auf welchem Chromoso-
menstrang sich die jeweiligen Allele befinden. Der Genotyp ist
also beobachtbar, aber nicht die sogenannte Phase. Betrachtet
man nur einen SNP, ist die Phase nicht von Belang. Betrachtet
man jedoch zwei oder mehr SNPs, kann der Haplotyp oft nicht
eindeutig bestimmt werden, wie das folgende Beispiel zeigt: Ein
Proband sei heterozygot fiir beide betrachteten SNPs (ein A/T-Po-
lymorphismus und ein C/G-Polymorphismus):

Chromosomenstrang! ... ATTCG|T|CC|CITATTTA.....
Chromosomenstrang Il ... ATTCGAICCIGITATTTA. .....
Die beobachtbaren Genotypen an den beiden SNPs sind also A/T
und C/G, wobei die Reihenfolge hier keine Information beinhal-
tet. Betrachtet man die oben dargestelle DNA-Sequenz, dann er-

geben sich aufgrund der Genotypen des Individuums zwei mog-
liche Haplotyp-Paare:

Chromosomenstrang| ...JATTCGTCCCTATTTA]...
Chromosomenstrang Il ...{.ATTC GACCG TATTTAl

oder

Chromosomenstrang| ...JATTCGACCCTATTTA]...
Chromosomenstrang Il ...{.ATTC GTCC GTATTTA| ......

Die insgesamt vier moglichen Haplotypen an den beiden Loci kén-
nen mit AC, AG, TC und TG bezeichnet werden, wobei der Unter-
strich indiziert, dass nun die Reihenfolge von Bedeutung ist. Im
Allgemeinen gibt es also fiir k SNPs maximal 2¥ mogliche Haplo-
typen. Ist der Proband homozygot in einem der SNPs (z.B. A/A fiir
den ersten SNP), reduziert sich die Anzahl der Méglichkeiten um
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den Faktor 2. Fiir den Probanden aus dem Beispiel ist das Haplo-
typ-Paar (AC, TG) oder (AG, TC) méglich. Allgemein kann das Ha-
plotyp-Paar fiir Probanden, die heterozygot an mehr als einem
SNP sind, nicht eindeutig durch die Genotypen bestimmt werden.

Methoden und erste Ergebnisse

Haplotyp-Rekonstruktion

Die exakten Haplotypen im Labor festzustellen, ist sehr zeitauf-
wdndig und kostenintensiv und deshalb nur bei wenigen Proban-
den praktikabel. Ein statistisches Problem ist also die Haplotyp-
Rekonstruktion aus vorgegebenen Genotypen: Die Identifizierung
des wahrscheinlichsten Haplotypen eines Individuums, dabei ge-
geben die Genotypen der SNPs fiir das Individuum. Die Komplexi-
tdt der Rekonstruktion (a) steigt mit der Anzahl der Loci, (b) mit
dem Anteil an heterozygoten Probanden, (c) ist invers zur Allel-
hdufigkeit und (d) invers zum Grad der gemeinsamen Vererbung
der beteiligten SNPs. Verschiedene statistische Verfahren ermagli-
chen die Identifizierung der wahrscheinlichsten Haplotypen. Ein
Maximume-Likelihood-Verfahren unter Verwendung des E-M-Al-
gorithmus (expectation-maximization) wird in [1] beschrieben.
Ferner steht Software (PHASE, [2, 3]) zur Verfiigung, die auf einem
Bayes-Verfahren beruht. Die Autoren der Originalpublikationen
fithren teilweise Simulationen durch, um ihre Verfahren zu testen.

Prognosefehler

Ein Prognosefehler von 20% wird in [1] beschrieben. Die Ent-
wickler von PHASE sprechen davon, diesen Prognosefehler mit
ihrem Verfahren um bis zu 50% senken zu kdnnen [2]. Aber ein
direkter Vergleich der Verfahren miteinander und eine genaue
Analyse des Prognosefehlers unterbleiben. Sehr interessant ist
ein Ansatz, der Ergebnisse von Computersimulationen zur Schdt-
zung des Prognosefehlers durch E-M-Haplotyp-Rekonstruktion
mit dem Stichprobenfehler in Abhangigkeit von verschiedenen
Parametern (StichprobengroRRe, Anzahl der untersuchten Loci,
Allelhdufigkeit und Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equili-
brium) vergleicht [4].

Wir verwenden einerseits Computersimulationen basierend auf
den in den KORA-Probanden geschatzten Haplotypen und deren
Haufigkeiten. Andererseits vergleichen wir Ergebnisse mit Simu-
lationen basierend auf dem Koalescent-Modell unter Verwen-
dung des Programms ,ms“ [5], wobei 10000 Chromosomen-
abschnitte mit zufdlligen Mutationen simuliert werden.

Vorldufige Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen deutlich
kleinere Fehlklassifikationsraten als die, von denen die Original-
autoren berichteten, wenn realistische Szenarien simuliert wer-
den, die sich an den in KORA-Probanden untersuchten Genen an-
lehnen. Es zeigt sich allerdings auch, dass die Fehlerraten von
Gen zu Gen sehr unterschiedlich sein kénnen, je nachdem wie
hoch die SNPs korreliert und wie grof3 die Allelfrequenzen sind.
Deshalb sind Strategien zur Reduktion des Haplotyp-Rekons-
truktionsfehlers fiir einige Gene eher notwendig als fiir andere.

Fehlklassifikation des Genotyps
Nicht nur die Prognosefehler, auch die Fehlklassifikation des Ge-
notyps beeintrachtigt die Aussagekraft der Haplotyp-Assozia-

tionsanalyse. Fehlerquellen beinhalten u.a. Probenvertauschung
und Genotypisierungsfehler.

Es wurden einige Fehlermodelle fiir den Genotypsierungsfehler
beschrieben [6, 7]. Wir setzen fiir unsere Untersuchungen fol-
gendes dreistufiges Fehlermodell an:

1. unabhdngige Fehlklassifikation: Der Fehler hdngt nicht von
der zu typisierenden DNA ab, d.h. die Wahrscheinlichkeit,
dass bei einem A/C-Polymorphismus das A-Allel falsch be-
stimmt wird, ist gleich der Wahrscheinlichkeit, dass das
C-Allel falsch bestimmt wird;

2. allelabhangige Fehlklassifikation: Der Fehler hangt von dem
zu typisierenden Allel ab;

3. genotypabhdngige Fehlklassifikation: Der Fehler hdngt von
dem zu typisierenden Genotyp ab. Dies ist ein sehr allgemei-
nes Modell, das durch sechs unterschiedliche Parameter in
einer 3-x-3-Fehlklassifikationsmatrix beschrieben werden
kann. Hierbei konnen verschiedene Spezialfille, die teilwei-
se in der Literatur beschrieben wurden, abgebildet werden.

Um ein giiltiges Fehlermodell aufzustellen und Aussagen iiber
die Fehlklassifikationswahrscheinlichkeiten machen zu kén-
nen, muss der Messprozess der Genotypisierung analysiert
werden. Bei der an der GSF etablierten Genotypisierungs-
methode MALDITOF-MS (matrix-assisted laser desorption ioni-
zation-time-of-flight mass spectrometer by Sequenom, San
Diego, USA) werden bestimmte DNA-Abschnitte eines Proban-
den vervielfaltigt, sodass sich zum Schluss genau die Auspra-
gungen des einen zu untersuchenden SNP derart vervielfacht
haben, dass deren Masse im Massenspektrometer gemessen
werden kann. Ein solches Bild wird an zwei auf der X-Achse de-
finierten Stellen auf das Vorhandensein eines Signals ausgewer-
tet, wie in diesem Beispiel ein Proband, der heterozygot fiir ei-
nen A/C-Polymorphismus ist:

Heterozygot
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Abb.1 Ergebnis der Genotypsierung durch MALDITOF-MS fiir eine
Person, die heterozygot fiir einen A/CG-Polymorphismus ist. Es werden
zwei Signale detektiert, die jeweils das ,G* und das ,,A“-Allel an der un-
tersuchten Stelle der DNA nachweisen.
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Im Allgemeinen bedeutet ein einziges Signal an der ersten bzw.
zweiten Stelle, dass der Proband das Allel C bzw. A doppelt besitzt
(also homozygot C bzw. A ist); je ein Signal an den beiden Stellen,
wie im Bild oben, zeigt einen heterozygoten Probanden an. Nicht
zu vermeiden ist zufalliges Hintergrundrauschen, das zu Fehlern
fithren kann. Ein Signal wird dadurch identifiziert, dass die Ampli-
tude eine gewisse Schwelle {iberschreitet. Die Amplitude des ei-
nen Signals bei homozygoten Personen ist hoher als die Amplitude
der zwei Signale bei heterozygoten Personen. Ein vorhandenes
Signal kann falschlicherweise im Hintergrundrauschen unterge-
hen. Es ist im Fehlermodell zu beriicksichtigen, (a) dass die Fehl-
klassifikation von heterozygoten Probanden als falsch homozygot
(ein Signal wird {ibersehen) gréRer ist als die Fehlklassifikation
von homozygoten Probanden als heterozygot (ein zweites Signal
wird félschlicherweise identifiziert) und (b) dass die Wahrschein-
lichkeit homozygote Probanden als falsch homozygot (z.B. A/A
statt C/C) zu kodieren gleich null ist.

Zur Grof3e der Fehlklassifikation bei gangigen Genotypisierungs-
methoden gibt es in der Literatur keine Angaben. Viele theoreti-
sche Simulationen iiber Genotypisierungsfehler arbeiten mit
Fehlklassifikationsraten von 5%. Das erscheint aufgrund der in
unserem Labor durchgefiihrten Qualitdtskontrollen als unrealis-
tisch hoch: Bei jeder Genotypisierung werden neben Positiv- und
Negativkontrollen 10% der Proben doppelt analysiert. Vorldufige
Auswertungen zeigen eine Fehlklassifikationsrate von ca. 0,5%.
Die Auswertung von Wiederholungsmessungen ist das Fun-
dament der Charakterisierung und Quantifizierung des Genotyp-
fehlers in diesem Projekt.

Zukiinfige Arbeiten

Effekte von Unsicherheiten in den Haplotypen

Eine Fehlklassifikation des Geno- oder Haplotyps, die nicht in der
Analyse korrigiert wird, kann zu einer Fehlschdatzung eines Er-
krankungsrisikos fiihren [8]. Ob dies eine Unterschitzung oder
Uberschitzung ergibt, hingt von dem zugrunde liegenden Feh-
lermodell ab (z.B. [9, 10]). Durch Beriicksichtigung der Fehlklas-
sifikation in der Analyse kann die Verzerrung behoben und das
Signifikanzniveau wiederhergestellt werden [11, 12]. In dem
hier beschriebenen Zusammenhang ist eine Kernfrage, inwie-
weit der Genotypfehler von dem Genotyp bzw. von dem Allel ab-
hdngt.

Der Effekt des Genotypisierungsfehlers auf verschiedene Aspek-
te bei Familienstudien wurde bereits beschrieben (z.B. [13, 14]).
Familien bieten den Vorteil, dass unmogliche Allelkombinatio-
nen in den Stammbdumen erkannt werden kénnen. Dafiir gibt
es bereits Verfahren und Software (PedCheck [15]). Bei popula-
tionsbasierten Studien ist eine solche Kontrolle nicht mdéglich,
da im Allgemeinen keine Information iiber Eltern oder Ge-
schwister vorhanden ist. Insofern sind bei Studien wie den KO-
RA-Querschnittstudien einerseits Genotypfehler nicht als Men-
delfehler erkennbar, anderseits ist mit gréSerem Prognosefehler
zu rechnen, da in der Haplotyp-Rekonstruktion bei Teilnehmern
in populationsbasierten Studien keine Stammbauminformation
einbezogen werden kann.

Die Erfassung und Beschreibung der Unsicherheiten in den Ha-
plotypen und die Entwicklung von Strategien zum Umgang mit
den Unsicherheiten in den Haplotypen sind also gerade fiir die
genetischen Fragestellungen in populationsbasierten Studien
wie den KORA-Querschnittstudien von besonderer Bedeutung.
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