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Genomics

Genomwelte Assoziationsstudien
GWAS) — Moglichkeiten und Grenzen
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GWAS have brought many successes to detect DNA-variants for common
diseases and other traits. Feasibility to genotype a large amount of SNPs

cost efficiently in big populations with various study designs benefits

GWAS in contrast to candidate gene studies. However, they only explain a
small proportion of estimated heritability so far. It’s still a long way to go,

to develop methods to discover false negative signals, find other impact

e. g. from epigenetics or gene-environment interaction as well as to trans-
late all findings into better understanding of disease and clinical practice.
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Tab. 1: Ubersicht der publizierten GWAS bei verschiedenen Krankheiten bzw. Merkmalen.

Krankheit/Merkmal Publikationen identifizierte Gene

SNPs
Alzheimer 21 58 APOE, CR1, BINT
Asthma 18 43 NOTCH4, GSDMB, TSLP
Blutdruck 6 58) RPL6, C100rf107, MTHFR
Blutplattchenzahl 2 46 ARHGEF3, FLI36031, M/D1C
Body-Mass-Index (BMI) 15 101 FTO, TMEM 18, MC4R
Morbus Crohn 1 19 NOD2, IL23R, ATG16L 1
diastolischer Blutdruck 8 30 CYP1A1, FGF5, SH2B3
Fettleibigkeit 6 20 FTO, BDNF, MC4R
HDL-Cholesterol 12 96 CETP, LPL, LIPC
kardiovaskulare Risikofaktoren 4 28 BCHE, WDR1, CETP
koronare Herzerkrankung 17 117 ALDH2, CELSR2, MTAP
LDL-Cholesterol 12 75 CELSR2, APOE, APOB
Lungenfunktion 5 55 GSTCD, MFAP2, THSD4
Nichternplasmaglukose 6 10 G6PC2, MTNR1B, GCK
systolischer Blutdruck 3 29 CYP17A1, CYP1A1, GNAS
Taille-Hiifte-Verhaltnis 1 16 GRB14, LYPLAL1, RSPO3
Triglyceride " 78 APOA1, GCKR, LPL
Typ-1-Diabetes 10 78 MHC, PTPN22, INS
Typ-2-Diabetes 30 122 TCF7L2, KCNQ1, CDKN2A/B

Auszug der insgesamt 1.258 Veroffentlichungen, die 6.400 durch GWAS nachgewiesene krankheitsassoziierte
SNPs beschreiben. Beispielhaft sind jeweils drei hochsignifikante Gene genannt, die in der Nahe (bei mehreren

das biologisch plausibelste Gen) des assoziierten SNPs liegen (www.genome.gov/26525384; Stand: Mai.2012).

Genomweite Assoziationsstudien
(GWAS)

B In den letzten Jahren haben sich DNA-
Chip-Technologien zur Genotypisierung gro-
Ber Zahlen an Einzel-Nukleotid-Polymor-
phismen (SNPs) rasant weiterentwickelt. Die
SNPs wurden dabei iiber das gesamte Genom
mit steigender Abdeckung und unterschied-
lichen Schwerpunkten auf bestimmte geno-
mische Regionen selektiert. Bei vielen poly-
genen Erkrankungen fiihrte diese Art der
Analyse zum damals postulierten Durchbruch.
Zahlreiche neue Gene wurden entdeckt. Dar-
unter waren auch viele Gene, die aus biolo-
gischer Sicht bisher nicht mit der jeweiligen
Erkrankung in Zusammenhang gebracht
wurden. Genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) haben somit das Verstdndnis der
genetischen Grundlagen vieler komplexer
Merkmale deutlich verbessert.

Neben den Chip-Technologien ist die
Grundlage fiir GWAS eine detaillierte ,Kar-
te“ der Genvarianten und Muster des LD
(linkage disequilibrium), die durch das inter-
nationale HapMap-Konsortium durch Se-
quenzierung erstellt und kiirzlich durch das
1.000-Genome-Projekt erweitert wurde.
Ebenso sind gut phdnotypisierte, groBe
Kohorten und methodische Fortschritte bei
der statistischen Auswertung groBer Daten-
mengen essenziell [1, 2]. Derzeit sind tiber
1.200 GWAS, die iiber 200 humane Erkran-
kungen und Eigenschaften untersuchen,
publiziert (Tab. 1, [3]). Die Schwelle zur
genomweiten Signifikanz liegt dabei bei
einem P-Wert von 5 x 1078 [4]. Fiir eine vali-
de Assoziation wird momentan ein mehr-
stufiges Design angewandt (Abb. 1), ein SNP
muss in einer ausreichenden Probengrofe
untersucht worden sein, dabei genomweite
Signifikanz erreichen sowie in einer unab-
hédngigen Population bestétigt repliziert wor-
den sein [4]. Bei komplexen Erkrankungen
sind die Effekte der einzelnen Loci meist
gering, weshalb eine ausreichende Popula-
tionsgroBe nur durch Zusammenfassen meh-
rerer Studien in Meta-Analysen erreicht
wird.
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Maglichkeiten von GWAS

Genetische Studien sind unverzichtbar, da sie
zum einen kostengiinstig durchgefiihrt wer-
den konnen, aber auch neben der prazisen
Aufklarung der molekularen Pathogenese zur
Entdeckung neuer Biomarker beitragen kon-
nen. Ebenso konnen neue Angriffspunkte fiir
Pharmaka, neue individuelle Interventions-
moglichkeiten und ein verbessertes Ver-
standnis der Heterogenitiat einwickelt wer-
den [1]. Generell geben genetische Ansétze
durch das Aufzeigen von Verbindungen zwi-
schen Sequenz und Phanotyp starke Hinweise
auf die Rolle von Genen oder einen Stoff-
wechselweg bei humanen Erkrankungen,
wodurch die Experimente am Menschen redu-
ziert werden konnen [5]. Ein Vorteil der GWAS
besteht in der hypothesenfreien systemati-
schen Untersuchung haufiger Genvarianten
iiber das gesamte Genom, die im Gegensatz zu
Kandidatengenanalysen viel Information auf
einmal abdeckt und auch regulatorische
Regionen mit einbezieht, die teilweise von
Genen weit entfernt liegen. Dadurch kann ein
mehr oder weniger vollstindiges Bild der
genetischen Einfliisse auf ein bestimmtes
Merkmal generiert werden. Zudem wurden
mit dieser Methode zahlreiche Gene entdeckt,
die vorher nicht mit einer bestimmten Krank-
heit in Verbindung gebracht wurden [6]. Die
stetig vereinfachte Durchfiihrung dieses
Ansatzes ermoglicht weiterhin die Genotypi-
sierung immer groBerer Populationen,
wodurch auch kleine Effekte detektiert
werden konnen. Haufige Varianten (Allel-
frequenz: iiber fiinf Prozent) scheinen dabei
zu hoherer Suszeptibilitdt bei haufigen Krank-
heiten zu fiihren (common disease - common
variant-Hypothese) [7].

Probleme und Grenzen der GWAS

Ein groBes Problem bei GWAS ist unser limi-
tiertes Wissen tliber die Funktion groBer Tei-
le des menschlichen Genoms. Fiir viele Gene,
in deren Ndhe durch GWAS Varianten asso-
ziiert wurden, ist die Funktion weitgehend
unbekannt. Auch regulatorische Mechanis-
men sind noch nicht vollstindig aufgeklart,
was die Verbindung assoziierter Varianten
mit der tatsdchlichen Funktion, die zu der
Assoziation fiihrt, erschwert. Die assoziier-
ten Varianten sind in den seltensten Fallen
kausal, was detaillierte Feinkartierungen der
im LD befindlichen Varianten notig macht.
Bei Lungenerkrankungen wurden bisher
22 GWAS veroffentlicht, jedoch bleiben viele
Fragen offen, da viele der identifizierten Vari-
anten nur nominale bis allgemeine Krank-
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A Abb. 1: Design der Genomweiten Assoziationsstudie (GWAS). In der Entdeckungsphase wird
eine Meta-Analyse einer gewissen Anzahl von Studien durchgefiihrt (1. Stufe). Signifikante Hits
und Hits, die im Grenzbereich der Signifikanzschwelle liegen (P = 5 x 10-8), werden in der Replika-
tionsphase in einer gréBeren Anzahl von unabhéngigen Studien untersucht (2. Stufe). Meist wer-
den die beiden Stufen auch gemeinsam analysiert (kombinierte Analyse) und dadurch die statisti-

sche Power nochmals erhoht.

heitsrisiken aufweisen. Dies konnte darauf
hinweisen, dass es zusitzliche unentdeckte
genetische Faktoren gibt bzw. nicht gemes-
sene Gen-Gen-Interaktionen oder bisher
schlecht verstandene Umwelteinfliisse [3].

Fiir manche Erkrankungen, wie z. B. Schi-
zophrenie, scheint der genomweite Ansatz
gar komplett der falsche zu sein, da hier kei-
ne Varianten mit einer genomweiten Signifi-
kanz detektiert werden konnten [6].

Bei komplexen Merkmalen sind die Effekt-
groBen einzelner assoziierter genetischer
Varianten in der Regel eher gering. Um diese
kleinen Effekte zu detektieren, sind groBe
Populationen essenziell. Dies wird vor allem
durch Meta-Analysen erreicht. Ein Problem
hierbei ist die Verwendung unterschiedlicher
Genotypisierungsplattformen. Dies kann zwar
durch Imputation - die Vorhersage nicht geno-
typisierter SNPs auf Basis von LD-Mustern —
behoben werden, Plattform-bezogene Quali-
tatsunterschiede konnen jedoch weiterhin
problematisch sein. Bisherige DNA-Chips
decken kaum Varianten im Frequenzbereich
von einem bis fiinf Prozent ab, wodurch Infor-
mation verloren geht. Mangels geeigneter
Analysemethoden sind auBerdem in den
meisten GWAS die Gonosomen nicht bertick-

sichtigt. Die Menge an statistischen Tests, die
bei einer GWA gerechnet werden, kann zu
falsch-positiven Ergebnissen fiihren, wird
jedoch streng korrigiert, verschwinden viele
Hits im Rauschen. Um dies zu verhindern,
werden die meisten GWAS mehrstufig ange-
legt. In der Entdeckungsphase gefundene Sig-
nale werden in groB angelegten Replikatio-
nen iiberpriift und so falsch-positive Asso-
ziationen minimiert sowie einige falsch-nega-
tive auf genomweite Signifikanz gebracht [6].

Starke Diskrepanzen zwischen gefundenen
genetischen Heritabilitatsanteilen und
geschétzter Heritabilitat bringen Erniichte-
rung. Die bisher erklarte Varianz liegt bei den
meisten komplexen Merkmalen im Bereich
um zehn Prozent, wahrend beispielsweise die
Heritabilitdt von Typ-2-Diabetes (T2D) bei
25 Prozent [8] oder von der KorpergroBe sogar
bei 60 bis 80 Prozent [9] liegt. Ein noch extre-
meres Beispiel ist der Body-Mass-Index (BMI),
wo die erklarte Varianz von 1,45 Prozent einer
geschdtzten Heritabilitat von 40 bis 60 Pro-
zent gegeniibersteht [10]. Dies weist darauf
hin, dass unser Verstdndnis von komplexen
Phéanotypen eher gering ist. Mogliche Erkla-
rungen konnten neben seltenen Varianten in
Strukturvarianten, die mit den momentanen
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Methoden schlecht zu detektieren sind, oder
in der Interaktion von Genen und Umwelt-
faktoren liegen [6].

Eine zentrale Erwartung bei GWAS ist die
Verbesserung der Pradiktion. Patienten, die
mehrere Risikoallele tragen, haben ein erhoh-
tes Risiko, eine Krankheit zu entwickeln,
gegeniiber solchen, die weniger Risikoallele
tragen. Im Beispiel von T2D tragen die detek-
tierten Varianten allerdings neben Risiko-
faktoren wie Alter, Geschlecht und BMI nur
geringfligig zur Pradiktion bei [11]. Dies ist
auch bei vielen anderen Erkrankungen zu
beobachten.

Populationsheterogenitét in der
Bevélkerung

Derzeit werden immer mehr GWAS in nicht-
europaischen Populationen abgeschlossen,
wodurch es bald moglich sein wird, genom-
weite Muster von Assoziationen iiber eine
weite Breite von ethnischen Gruppen zu ana-
lysieren [12]. In den unterschiedlichen Popu-
lationen haben zum Teil andere Varianten
Einfluss auf die Krankheit. So konnte z. B. fiir
Varianten von TCF7L2 eine relativ starke
Assoziation mit T2D bei Europédern nicht aber
bei Asiaten gezeigt werden [4]. Dies zeigt die
Notwendigkeit detaillierter auf GWAS zwi-
schen den Populationen einzugehen.

Fehlende Heritabilitat

Die fehlende Heritabilitdt konnte durch nicht
gefundene seltene Varianten oder epigeneti-
sche Modifikationen, die in einer veranderten
Genexpression resultieren, erklart wer-
den [3]. Des Weiteren konnte sie durch
Methodenprobleme bzw. durch Suszeptibili-
tatsloci mit niedrigem Effekt bedingt sein
oder durch andere DNA-Varianten, die durch
SNP-Chips nicht abgedeckt sind (strukturel-
le Varianten) [5]. Hierbei konnten Rese-
quenzierungsansitze, die gegen gering struk-
turelle und seltene Varianten gerichtet sind,
die Entdeckung der genetischen Basis von
interethnischen Unterschieden in der Pra-
valenz und Prasentation von Krankheiten
untersuchen [12].

Monogene Erkrankungen

Ebenso konnten durch Next-Generation-
Sequenziertechnologien in Zukunft neue
genetische Informationen gefunden werden,
die vor allem bei monogenetischen Erkran-
kungen eine individuelle Prognose bieten
konnten. Es wird allerdings weiterhin nicht
einfach sein, die pathogenen Mutationen bei
der Anzahl an Varianten zu identifizieren [13].

Omics-Techniken

Andere Omics-Methoden, wie Epigenomics,
Metabolomics und Proteomics, konnten hier
von groBer Hilfe sein [14]. Epigenetische Ver-
anderungen, die in den GWAS bislang nicht
untersucht worden sind, konnten z. B. die
genetische Pradisposition beeinflussen. Des
Weiteren muss geklart werden, inwiefern die
Risikofaktoren fiir eine Erkrankung unab-
hingig vom Lebensstil wirken oder ob sie
durch eine Umstellung des Lebensstils posi-
tiv beeinflusst werden konnen.

Fazit

Es besteht die Hoffnung, dass die Ergebnisse
aus genetischen Analysen zu einer verbes-
serten, klinischen Vorsorge (care) fiir die stei-
gende Anzahl an Patienten fiihren konnte.
Trotz Bedenken durch Probleme mit dem
multiplen Testen waren GWAS im Gegensatz
zu Kandidatengenstudien sehr erfolgreich
bei der Detektion neuer Loci fiir komplexe
Merkmale. Dadurch hat sich das Verstdnd-
nis der molekularen Grundlagen vieler Merk-
male deutlich verbessert. Die Erklarung der
gesamten vorhergesagten Heritabilitat die-
ser Merkmale konnte damit allerdings bis-
her nicht erreicht werden. Die Aufgabe der
Forschung in den nédchsten Jahren wird
neben der funktionellen Charakterisierung
der zahlreichen neuen Risikoloci die Ent-
wicklung neuer Methoden sein, um aus den
vorhandenen Daten weitere Informationen
zu ziehen, sowie die Suche nach der unent-
deckten Heritabilitit auf andere Bereiche aus-
zudehnen. Dabei bieten sich momentan epi-
genetische Untersuchungen und die Inte-
gration weiterer Omics-Daten an. Auch auf
Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen

muss in Zukunft stirkeres Augenmerk gelegt
werden. |
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