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Molekulargenetische Faktoren der Suszeptibilitdt fiir Karotis-Plaques

1 Einfihrung

,Krankheiten befallen uns nicht wie aus heiterem Himmel,
sondern entwickeln sich aus tdglichen Stinden wider die Natur.
Wenn sich diese gehduft haben, brechen sie unversehens hervor.”
Hippokrates [1]

Hippokrates ging davon aus, dass Krankheiten durch ein Ungleichgewicht von Korpersaften
entstehen. Diese Ansicht mag Uberholt sein, allerdings kann man die Aussage des Zitats leicht
auf die moderne Medizin umminzen: die ,taglichen Sinden“ entsprechen bekannten
beeinflussbaren Risikofaktoren einer Krankheit. Die Akkumulation solcher Faktoren erhoht
das Risiko fir die Krankheitsentstehung.

Eine weit verbreitete Krankheit mit vielen Risikofaktoren ist die Atherosklerose, eine
progressive Erkrankung der groRen Arterien. Hier sind sowohl beeinflussbare als auch nicht
beeinflussbare Risikofaktoren bekannt [2]. Zu den beeinflussbaren Faktoren zdhlen unter
anderem Storung des Lipidstoffwechsels, Ubergewicht, Tabakrauchen, arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus und Bewegungsmangel. Diese kénnen mittels Medikamentengabe oder
Anderungen im Lebensstil positiv beeinflusst werden. Dem gegeniiber stehen die nicht zu
beeinflussenden Faktoren, wie zum Beispiel Alter und genetische Pradisposition.

Eines der bekanntesten Beispiele der klinischen Form der Atherosklerose ist die koronare
Herzerkrankung (KHK), bei der eine Verengung der grofRen Herzgefalle vorliegt. Zur Detektion
relevanter genetischer Faktoren wurden genetische Assoziationsstudien (GWAS) bzw.
genetische Meta-Studien durchgefiihrt. Insgesamt wurden bislang 58 genetische Loki
entdeckt, die einen signifikanten Einfluss auf das KHK-Risiko haben (Nikpay et al. [3],
n=~185,000) . Wahrend die Funktionsbestimmung vieler Loki noch aussteht, sind einige klar
im Lipidmetabolismus verankert, z. B. APOB, APOE-APOC1, LDLR, und PCSK9.

Neben der klinischen gibt es auch subklinische Formen der Atherosklerose. Zu diesen Formen
zihlen GefaRverinderungen an der Karotis, zum Beispiel Karotis-Plaques oder eine Anderung
der Intima-Media-Dicke in der Karotis (cIMT). Diese subklinische Form gilt als Vorldufer eines
Gefallverschlusses in der Karotis und stellt einen weiteren unabhangigen Risikofaktor der KHK
dar [4]. Wahrend bereits viele GWAS zur KHK durchgefiihrt wurden, gibt es nur wenige
genetische Studien zu Karotis-Plaques oder cIMT. Bis et al. [5] flihrte eine Meta-GWAS zu cIMT
durch (n=31,211), wobei nur drei genomweit signifikante (p<5x10%) Loki gefunden. Zur
Pravalenz von Karotis-Plagues konnten zwei Loki detektiert werden. Neben dem
Powerproblem durch kleinere Fallzahlen ist eine weitere mogliche Ursache fir diese relativ
kleine Zahl an Loki die uneinheitlichen Messmethoden von cIMT und Karotis-Plaques in den
verwendeten Studien. Das erschwert z.B. die Detektion von genetischen Varianten mit
niedriger Allelfrequenz.



1.1 Biologischer Hintergrund

Dies fuhrt zu der Frage, ob man in einer grofRen Studie mit einheitlichen Messungen weitere
Loki der Atherosklerose in KarotisgefdaBen detektieren kann und ob man mit einem Phanotyp,
der statt der Pravalenz die Anzahl an Plaques darstellt, bessere Ergebnisse erzielt. Da Karotis-
Plagues eine subklinische Form der Atherosklerose darstellen, ist auch von Interesse, ob die
bereits identifizierten KHK-Loki bei dem subklinischen Phanotyp angereichert sind. Relevant
ist ebenfalls die Bestimmung der Genfunktion, bzw. die Analyse von kausalen Beziehungen
zwischen den Genprodukten und Karotis-Plaques.

Daher beschéftigt sich der erste Teil dieser kumulativen Dissertation mit einer kurzen
Einflihrung in den biologischen Hintergrund. Anschliefend werden die Rationale der Arbeit
erlautert und die verwendeten Studien und Methoden erklart. Die Ergebnisse meiner
Dissertation sind im zweiten Teil zusammengefasst und beinhalten drei wesentliche Aspekte:
als erstes wird meine Publikation zur Detektion weiterer genetischen Einflussfaktoren auf die
Anzahl von Karotis-Plaques und deren Uberschneidung mit KHK-Loki vorgestellt (s. Kapitel
2.1). Darauf folgt die Zusammenfassung meiner zweiten Publikation, die sich mit der Genetik
von PCSK9, einem Risiko-Loki der KHK, befasst, und den kausalen Einfluss des Proteins PCSK9
auf das Risiko einer GefalRerkrankung analysiert (s. Kapitel 2.2). AbschlieBend werden einige
weitere, bisher unveréffentlichte Ergebnisse beschrieben (s. Kapitel 2.3). Dies umfasst einen
Vergleich des genetischen Risikos der verwendeten Studien, eine genetische Analyse der
Karotis-Plagues ohne Kontrollen und eine Haplotypen-Analyse des PCSK9 Lokus. Im dritten
Kapitel werden die Ergebnisse kurz in Zusammenhang gesetzt und ein Ausblick zu weiteren
geplanten Analysen gegeben. Zum Abschluss sind in Kapitel 4 die wichtigsten Ergebnisse
dieser Promotionsarbeit zusammengefasst.

1.1 Biologischer Hintergrund

Im folgenden Kapitel wird eine kurze Einfiihrung in die drei wichtigsten biologischen Aspekte
dieser Arbeit gegeben. Zuerst wird die Entstehung von atherosklerotischen Plaques
beschrieben, anschlieBend die Rolle des Proteins PCSK9 im Lipidmetabolismus, dessen Gen-
Lokus mit KHK assoziiert ist. Abschliefend werden Punktmutationen im Genom vorgestellt.

1.1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die Atherosklerose, im englischen auch als arteriosclerotic vascular disease (ASVD) bekannt,
ist eine progressive Erkrankung der grof3en Arterien, die durch die Einlagerung von Cholesterin
und anderen Fetten in die innere Wandschicht arterieller BlutgefaBe (Tunica Intima)
charakterisiert ist [2].

Besonders anfallig fiir ASVD sind Kriimmungen oder Bifurkationen der Arterien. Aufgrund der
anatomischen GefalRveranderung dndert sich der hamodynamische Scherstress, der auf die
Endothelzellen einwirkt [6]. Dies setzt die Permeabilitit der Endothelzellen gegen
Lipidmolekiile wie Low-density Lipoproteine (LDL, deutsch: Lipoproteine niederer Dichte)
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herab und es kommt zur initialen Lasion der Tunica Intima [7]. In den ndchsten Schritten
verdickt sich die GefaBwand durch Lipideinlagerung und Bildung von Schaumzellen, bis
schlieBlich ein Plaque mit lipidreichem Kern entsteht (s. Abbildung 1). Wahrend die ersten
Stufen der Atherosklerose klinisch unauffallig verlaufen, wird die Erkrankung durch die
Plaguebildung zunehmend klinisch wahrnehmbar. Aufgrund der Verengung der Gefile
kommt es zu einer Stenose, die eine Mangelversorgung verursacht. Koronare Herzerkrankung
und Ischamie sind Beispiele fiir die klinische Manifestation dieser Mangelversorgung [2]. Im
Falle einer Plaqueruptur kommt es zu einer Gerinnungskaskade, ausgeldst durch das
freiwerdende Thromboplastin des Plaques [7]. Es bildet sich ein Thrombus, der die Arterie
weiter verengt oder aber vollstdndig verschlieSt. Im Falle betroffener HerzgefaRe wiirde dies
zu einem akuten Myokardinfarkt flihren, wohingegen bei Karotis-Gefal3en ein Schlaganfall das
Resultat ware.
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Abbildung 1: Entwicklungsstufen der Atherosklerose (aus Kuhlmann et al. [2]. Im Verlauf einer GefdfSerkrankung
wdchst eine initiale Ldsion der GefdfSwand zu einem fibrésen Plaque, der das Gefdf3 verengt. Dieser Plaque kann
sich lésen und einen Gefdfsverschluss verursachen.

Es gibt eine Vielzahl von Risikofaktoren, die die Entstehung und Entwicklung von
Atherosklerose begilinstigen [2]. Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren zahlen der
Cholesterinspiegel (Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterin [LDL-C], High-density Lipoprotein-
Cholesterin [HDL-C]), arterieller Bluthochdruck, Ubergewicht, geringe kérperliche Aktivitat,
Rauchen und Diabetes mellitus. All diese Faktoren sind mittels geeigneter Intervention (Diat,
Sport, Medikation 0.3.) so einstellbar, dass das zusatzliches Risiko minimiert wird. Des
Weiteren gibt es nicht beeinflussbare Risikofaktoren, wie Alter, Geschlecht und genetische
Pradisposition. Bislang wurden etwa 60 genetische Risikoloki der KHK beschrieben [8]. Das
genetische Risiko ist zwar nicht anderbar, aber in Kombination mit einem gesunden Lebensstil
lasst sich das Gesamtrisiko eines kardiovaskuldren Ereignisses minimieren. Khera et al. [9]
konnten mit Hilfe eines genetischen Risikoscores (GRS) zeigen, dass das Inzidenzrisiko fiir
Personen mit niedrigem GRS und ungesundem Lebensstil vergleichbar ist mit dem Risiko von
Personen mit hohem GRS und sehr gesundem Lebensstil.




1.1 Biologischer Hintergrund

1.1.2 PCSK9 als wichtiger Einflussfaktor auf den Lipidstoffwechsel

Da sich hauptsachlich LDL-Molekiile in die GefdBwand einlagern und somit den oben
beschriebenen Prozess in Gang setzen, stellen hohe LDL-C Werte einen unabhéangigen, aber
modifizierbaren Risikofaktor fir ASVD dar. Die Senkung von LDL-C im Plasma ist daher von
hohem therapeutischen Interesse.

Die LDL-C Aufnahme vom Plasma in die Zelle wird durch den in der Zellmembran verankerten
LDL-Rezeptor (LDL-R) vermittelt (eine Ubersicht ist in Abb. 2 gegeben). Dieser bindet spezifisch
an ApoB-100, was den Protein-Anteil von LDL darstellt. Nach der Bindung wird der LDL-C —
LDL-R Komplex mittels Endozytose in die Zelle eingeschleust. Durch einen Abfall des pH-Werts
im Endosom |6st sich der Komplex wieder auf. Das LDL-C haltige Endosom-Innere fusioniert
mit Lysosomen, wahrend der LDL-Rezeptor wieder zurlick an die Zellmembran transportiert
wird [10].
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Abbildung 2: Aufnahme von LDL-Cholesterol (LDL) in eine Leberzelle (modifiziert aus Bergeron et al. [12]: die
Abbildungen 1 und 2 wurden hier zusammengefasst). LDL bindet an den LDL-Rezeptor (LDL-R) und wird in die Zelle
aufgenommen. Da im Endosom der pH-Wert sinkt, I6st sich LDL vom Rezeptor. Dieser wird zuriick an die
Zellmembran gefiihrt, wihrend das LDL fiir den Stoffwechsel der Zelle genutzt werden kann.

Die Medikation mit Statinen ist das Mittel erster Wahl zur Senkung des LDL-C-Spiegels [11].
Zusatzlich wirken Statine primar- und sekundarprophylaktisch, sie senken also das Risiko von
kardiovaskularen Ereignissen [12]. Die Wirkung von Statin beruht auf der kompetitiven
Inhibition der HMG-CoA Reduktase, wodurch ein Abfall des intrazellularen Cholesterins
verursacht wird. In Folge dessen wird die Expression von LDL-R verstarkt, was zu einer héheren
Aufnahme von LDL-C in die Zellen und somit zu einer LDL-C Reduktion im Plasma fuhrt [13].
Die maximale LDL-C Reduktion durch Statine liegt zwischen 25 und 60% (in Abhangigkeit von
dem pharmazeutischen Derivat und der Dosis). Ein Grund fir diese Limitation ist die
Gegenregulation der Zellen. Die Aktivierung der LDL-R Expression erfolgt durch den
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Transkriptionsfaktor SREBP2 (sterol regulatory element binding protein-2). Dieser Faktor
aktiviert jedoch auch PCSK9 (Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9), welches an LDL-R
binden kann. Die LDL-C-Bindung und die Endozytose werden dadurch nicht beeintrachtigt,
aber im Endosom kommt es nicht mehr zur Trennung von LDL-R, LDL-C und PCSK9. Daher
werden alle Proteine im Lysosom abgebaut. PCSK9 reduziert also die Anzahl verfiigbarer LDL-
Rezeptoren, wodurch die LDL-C Aufnahme gehemmt ist [13] (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Aufnahme von LDL-Cholesterol (LDL) in eine Leberzelle, die durch PCSK9 beeinflusst wird (aus
Bergeron et al. [12]). Im Unterschied zu Abb. 2 bindet hier PCSK9 an den LDL-Rezeptor (LDL-R). Der Komplex aus
LDL, LDL-R und PCSK9 wird gemeinsam in die Zelle aufgenommen. Allerdings Ist sich hier nicht mehr das LDL vom
Rezeptor, und der Rezeptor wird zusammen mit dem LDL lysiert. Daher fiihrt PCSK9 zu einer Reduktion von LDL-R
in Leberzellen und damit zu einer verminderten LDL-Aufnahme aus dem Blut.

PCSK9 ist damit ein wichtiger Regulator des Lipidmetabolismus und ebenfalls von
therapeutischem Interesse. Hier gibt es mehrere Ansatzpunkte fiir PCSK9-Inhibitioren [13],
zum Beispiel small interfering RNA, die die Degradation von PCSK9 mRNA unterstiitzen, oder
kleine Peptide, die durch strukturelle Ahnlichkeit mit dem LDL-Rezeptor an PCSK9 binden
kénnen und damit eine kompetitive Hemmung bewirken. Bereits in klinischen Studien
erfolgreich waren zwei monoklonale Antikorper, Alirocumab [14] und Evolocumab [15], die an
freies PCSK9 im Plasma binden und dadurch eine Bindung von PCSK9 an LDL-R verhindern. Im
Fall von Evolocumab konnte nicht nur eine Reduzierung von LDL-C gezeigt werden, sondern
auch eine signifikante Reduktion kardiovaskularer Ereignisse [15].



1.1 Biologischer Hintergrund

1.1.3 Grundlagen der Genetik

Die genetische Information ist in Form der DNA-Sequenz gespeichert. Ein DNA-Strang besteht
aus einem Rickgrat aus Phosphatdesoxyribosen und den vier Basen Adenin (A), Guanin (G),
Thymin (T) und Cytosin (C). Im Normalfall liegt die DNA als Doppelstrang vor, das heift, sie ist
verbunden mit ihrem Gegenstrang in der komplementaren Basenreihenfolge. Hierbei bindet
A Uber Wasserstoffbriicken an T bzw. C an G.

Die kodierenden Bereiche der DNA werden mittels Transkription in mRNA umgeschrieben;
nach der Translation und moglichen Modifikationen entstehen fertige Proteine. Das
menschliche Genom besteht aus einem diploiden Chromosomensatz mit 23 Chromosomen
(22 autosomale + X), die insgesamt etwa 3,27x10° Basenpaaren (bp) umfassen.

Mutationen sind spontan auftretende, aber dauerhaft bleibende Veranderungen des Erbguts
[16]. Diese Arbeit befasst sich ausschlieBlich mit Punktmutationen, daher werden
Chromosom- oder Genommutationen hier nicht behandelt. Eine Punktmutation betrifft eine
einzelne Base in der DNA, die entweder durch eine andere ausgetauscht wird (Bsp: A -> C),
durch Deletion entfernt wird (A -> -), oder durch Insertion neu dazu kommt (- -> A; Indel =
Insertion oder Deletion). Als SNPs (single nucleotide polymorphism, Einzelnukleotid-
Polymorphismus) werden die ,erfolgreichen” Punktmutationen bezeichnet, die sich in einer
Population zu einem gewissen Grad durchgesetzt haben, beispielsweise wenn das seltene Allel
haufiger als 1% vorhanden ist (MAF, minor allel frequency). Hier sind daher an einer Position
zwei (oder mehr) Basen moglich (s. Abb. 4). SNPs kénnen Uberall im Genom auftreten und
reprasentieren einen groRen Teil der individuellen genetischen Variation innerhalb einer
Population. Der Genotyp eines SNPs ist in diesem Zusammenhang die individuelle
Kombination der beiden Allele.

Allel 1: .. ACGTCTATGCATAGCTAGATGAAG

!

Allel 2: .. ACGTCTATTCATAGCTAGATGAAG

G/G G/T T/T
homozygot heterozygot homozygot

Abbildung 4: Ein Beispiel fiir einen G/T-SNP. An der neunten Basenposition dieses Beispiels kann entweder die
Base G (griin) oder T (rot) eingebaut sein. Je nach Kombination der Allele ist der resultierende Genotyp hier
homozygot GG, heterozygot GT oder homozygot TT.

Die Folgen eines SNPs konnen sehr unterschiedlich sein, je nach Lokalisation und Funktion.
Beispielsweise kann ein SNP im nicht-kodierenden Bereich die Bindungsstirke eines
Transkriptionsfaktors beeinflussen und somit einen Effekt auf die Expressionsrate eines Gens
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ausiben, der sich in der Konzentration des Proteins in der Zelle oder im Blut widerspiegelt.
Weitere Beispiele sind SNPs im kodierenden Bereich eines Genes. Hier kann man grob
unterscheiden zwischen synonymen Mutationen, deren Basenaustausch keine Konsequenzen
auf die Aminosduren hat, Missense-Mutationen, deren Basenaustausch die Aminosaure
andert, und Nonsense-Mutationen, die zu einem verfrihten Stop Codon fihren. Missense-
und Nonsense-Mutationen kdnnen Auswirkungen auf die Funktionalitat des Proteins haben.
Ein Beispiel daflr ist die Blutgruppe 0, die durch eine Nonsense-Mutation in einem
Glycosyltransferase-Gen entsteht.

Ob SNPs mit Krankheitsphanotypen assoziiert sind, kann mittels genomweiter
Assoziationsanalysen (GWAS) getestet werden (s. auch Kapitel 1.3.4). Ein Allel wird dazu als
Referenz festgelegt und auf 0 kodiert, das andere bezeichnet man als Effekt-Allel und wird auf
1 codiert. Im additiven Modell nimmt man an, dass sich die Wirkung pro Effekt-Allel addiert.
Daher kann die Gendosis als Summe beider Allele berechnet werden. Im Beispiel von
Abbildung 4 hitte also eine Person mit Genotyp GG eine Gendosis von 0, wiahrend eine Person
mit Genotyp TT eine Dosis von 2 hitte (G als Referenz-Allel, T als Effekt-Allel).

Es ist zu beachten, dass das Genom eine Haploblock-Struktur aufweist. Ein Haploblock ist
definiert als Kombination von SNPs, die in paarweise hohem Kopplungsungleichgewicht
(Linkage-disequilibrium, LD) auf einem Chromosom liegen und typischerweise gemeinsam
vererbt werden [16] (s. Abb. 5). Das heilRt, SNPs sind nicht per se stochastisch unabhangig
voneinander. Benachbarte SNPs werden haufiger zusammen vererbt und sind daher mitunter
stark korreliert. Ein wichtiges MaR des LDs ist r?. Es hangt von den Allelfrequenzen ab und ist
definiert als das Quadrat des Pearson-Korrelationskoeffizienten r. Eine Konsequenz daraus ist,
dass man in einer GWAS nicht zwingend eine kausale Variante detektiert, sondern einen SNP
in hohem LD mit der kausalen Variante (indirekte Assoziation).

Person 1: .. 10101010101010111100L0100

Person 2: .. 100100100010101111000100

Person 3: .. 01011010001010111j1000010

/ ~

Individuelle Haplo- Allele
SNPs block eines Gens

Abbildung 5: Ein Beispiel fiir die Haploblock-Struktur des Genoms. Von drei Personen wurde der Haplotyp eines
Allels bestimmt. Der Haplotyp im Bereich eines Gens fiir alle drei Personen ist in diesem Beispiel gleich (roter
Kasten). Ursache hierfiir ist die hohe Konservierung von funktionellen Bereichen wie die eines wichtigen Gens, d.h.
diese Bereiche werden en bloc vererbt. Innerhalb des Haploblocks ist das paarweise LD sehr hoch; das LD mit SNPs
auferhalb des Blocks ist tendenziell niedriger.



1.2 Fragestellung der Arbeit

1.2 Fragestellung der Arbeit

Die koronare Herzkrankheit ist immer noch die haufigste Todesursache in den
Industrienationen (WHO 2015, [17]). Subklinische Formen der Atherosklerose, wie Karotis-
Plaques, gelten als Risikofaktoren flr Schlaganfall und KHK. Eine genetische Pradisposition fir
atherosklerotische Erkrankungen stellt ein von anderen Faktoren unabhdngiges Risiko dar.
Wahrend der genetische Einfluss auf KHK bereits weitgehend in Meta-Studien beschrieben
wurde, ist der Einfluss der Genetik auf die Atherosklerose der Karotis noch nicht abschliefend
geklart. Das Ziel dieser Arbeit ist daher die Klarung der Frage, in wie weit Genetik einen Einfluss
auf die Anfalligkeit fir Karotis-Plaques hat. Um dieses Ziel zu erreichen, werden die folgenden
drei Fragestellungen bearbeitet.

Zuerst muss die Frage beantwortet werden, ob und welche genetische Varianten mit Karotis-
Plagues assoziiert sind. Hier ist es von Interesse, nicht nur die reine Pravalenz zu testen,
sondern auch die Anzahl an Plaques zu betrachten, mit der Fragestellung, ob es genetische
Unterschiede bei Patienten mit nur einem Karotis-Plaque gegeniiber denen mit mehreren
Plagues gibt. Um diese Fragen ausfihrlich zu beantworten, wurden genomweite
Assoziationsstudien zu Karotis-Plaques sowohl mit als auch ohne Kontrollen durchgefiihrt. Die
Analyse ohne Kontrollen soll prifen, ob der Schweregrad zusatzliche Varianten aufweist, die
bei der Analyse der Pravalenz nicht detektiert werden kénnen.

Karotis-Plagues sind nur eine Auspragung der Atherosklerose. Daher ist es naheliegend, einen
gemeinsamen Pathomechanismus flir Karotis-Plaques und anderen Formen der
Atherosklerose, beispielsweise KHK, anzunehmen. Somit geht eine zweite Analyse der Frage
nach, wie sich bekannte KHK-Loki zu Karotis-Plaques verhalten. Diese Fragestellung umfasst
nicht nur eine Prifung der signifikanten Loki und einer damit verbundenen Enrichment-
Analyse, sondern auch die Erstellung eines genetischen Risiko-Scores aus KHK-Loki und
anschlielende Auswertung des Scores bezliglich Karotis-Plaques.

Ein interessanter KHK-Lokus ist das Gen PCSK9, dessen Genprodukt einen Einfluss auf den
Lipidmetabolismus hat. Eine Lipidstorung ist ebenfalls ein Risikofaktor fiir Atherosklerose in
der Karotis. Es ist daher plausibel anzunehmen, dass dieser Lokus auch mit Karotis-
Veranderungen assoziiert ist, jedoch die Power der Analysen bislang nicht ausreichten, um
diesen Effekt zu detektieren. Anhand dieses Lokus soll exemplarisch die Frage geklart werden,
wie die genetischen Risiko-Loki auf Karotis-Plaques wirken und ob es kausale Effekte von
PCSK9 auf subklinische Formen der Atherosklerose gibt. Um diese Frage zu beantworten, wird
zunachst eine GWAS zu PCSK9-Plasmaspiegeln durchgefiihrt. Die dort detektierten Varianten
werden anschlieBend fiir kausale Analysen mittels Mendelscher Randomisierung genutzt.
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1.3 Material und Methoden

Im Folgenden werden kurz die beiden LIFE Studien vorgestellt, die die Datengrundlage fiir die
weiteren Analysen bilden, und die betrachteten Phdnotypen der Atherosklerose definiert.
AnschlieBend werden die wichtigsten Methoden umrissen, die in dieser Arbeit verwendet
wurden. Das umfasst sowohl die Grundlagen (Genotyp-Calling, Imputation und GWAS-
Pipeline) als auch speziellere Methoden wie die Enrichment Analyse und die Mendelsche
Randomisierung.

1.3.1 Beschreibung der LIFE-Studien

Das Leipziger Forschungszentrum fir Zivilisationserkrankungen (LIFE, Leipzig Interdisciplinary
research cluster of genetic Factors, clinical phenotypes and Environment) umfasst unter
anderem zwei groRe Erwachsenenkohorten: LIFE-Adult und LIFE-Heart.

LIFE-Adult ist eine Querschnittsstudie der Bevolkerung Leipzigs [18]. Etwa 10,000 Teilnehmer
wurden zwischen 2011 und 2014 eingeladen und umfangreich untersucht. Dabei wurden viele
verschiedene Parameter erhoben, die Rickschlisse auf die allgemeine Gesundheit, sowie auf
spezifische Zivilisationskrankheiten wie etwa Bluthochdruck, Ubergewicht, Diabetes und Herz-
und GefalRkrankheiten zulassen. Ein Fokus lag hierbei auf der subklinischen Atherosklerose,
daher wurde die Karotis aller Teilnehmer mittels Ultraschall untersucht, die cIMT vermessen
und Plaques in den verschiedenen Segmenten der Karotis notiert (s. auch Kap. 1.3.2).
Zusatzlich wurde der Kndchel-Arm-Index (ABI) mittels Vicorder bestimmt, um den Gefaf3status
in den peripheren GefaRen zu erfassen. Bei etwa der Halfte der Probanden (n=4985) liegen
genetische Daten vor, die mittels genomweiter SNP-Arrays bestimmt wurden. Ein Follow-Up
der Studie ist in Planung.

Im Rahmen der LIFE-Leipzig Heart Studie (LIFE-Heart) wurden etwa 7000 Patienten des
Leipziger Herzzentrums im Zeitraum von 2006 bis 2014 rekrutiert [19]. Einschlusskriterien
waren Verdacht auf koronare Herzerkrankung, manifeste Herzerkrankung oder
Myokardinfarkt (Ml). Hier erfolgte eine tiefgehende Untersuchung zum GefaBstatus durch
Koronarangiographie. Im Verdachtskollektiv (n=3500) wurde der Status der Karotis-GefdRe
analog zu LIFE-Adult mittels Karotis-Ultraschall erfasst. Der ABI wurde mittels Doppler
Ultraschall bestimmt. Auch hier wurden genomweite SNP-Arrays zur genetischen
Charakterisierung verwendet (n=5700). Zusatzlich zu den Labormessungen von
Lipidparametern wurden die PCSK9-Plasmaspiegel fiir Patienten mit Verdacht auf KHK
(n=3500) bestimmt.

Beide Studien entsprechen den ethischen Standards der Deklaration von Helsinki und wurden
von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitdt Leipzig genehmigt
(Registrierungsnummern LIFE-Adult: 263-2009-14122009; LIFE-Heart: 276-2005). Zusatzlich
ist LIFE-Heart registriert bei ClinicalTrials.gov (Registrierungsnummer: NCT00497887). Alle
Teilnehmer haben ihr schriftliches Einverstandnis zu genetischen Analysen gegeben.
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1.3.2 Betrachtete Phanotypen der Atherosklerose

In dieser Arbeit wird die ASVD in drei verschiedenen Lokalisationen betrachtet: in den
HerzgefalRen, in der Karotis und in den BeingefdlRen. Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf
den Karotis-Arterien liegt, wird auf die Definition der Karotis-Phdnotypen vertieft
eingegangen. Die Phanotyp-Definitionen der Herz- und Beingefdlle werden nur kurz
dargestellt.

Atherosklerose in der Karotis

Der Atherosklerose-Status der KarotisgefdRe wurde in beiden Studien mittels Ultraschall
gemal einer SOP (standard operating procedure) erfasst [20]. Hierbei wurden folgende
Arterien analysiert: Arteria carotis communis (CCA), Sinus caroticus (Bulbus), A. carotis interna
(ICA) und A. carotis externa (ECA), jeweils rechts und links (siehe Abb. 6A). Ein
atherosklerotischer Plague wurde definiert als Intima-Media-Dicke (IMT) > 15 mm oder fokale
Intima-Media-Verdickung auf +0.5 mm oder >50% der benachbarten IMT, wobei die Messung
flr CCA 3 cm distal und fir ICA und ECA 1.5 cm proximal durchgefiihrt wurde [20, 21] (siehe
Abb. 6B).

A — B [€— 15 mm —>€— 15 mm —>€— 15 mm —>|
N
A ICA —
Internal carotid - \/
artery
Bulbus

External carotid
artery

K ECA

Abbildung 6: A) Schematischer Verlauf der Karotis-Gefdfse (Carotid Artery) am Hals entlang (aus [22]).
Eingezeichnet sind sowohl die Hauptschlagader (Common carotid artery, CCA), als auch die externe und interne
Karotis (external carotid artery, ECA; bzw. internal carotid artery, ICA). Die Aufspaltung der CCA zur ECA und ICA
stellt den Bulbus dar B) Schematische Abbildung des Messbereichs fiir die Plaque-Detektion. Ein Plaque wurde
definiert als Intima-Media-Dicke (IMT) > 15mm oder fokale Intima-Media-Verdickung auf +0.5 mm oder >50% der
benachbarten IMT. Die Messung fiir CCA wurde 3 cm distal und fiir ICA und ECA 1.5 cm proximal der Bifurkation
durchgefiihrt.

Common carotid
artery —~ \

Carotid Artery

/]

Insgesamt wurde damit die Plaque-Prasenz (ja/nein = 1/0) in der Karotis an acht
verschiedenen Stellen detektiert (abgekiirzt als x;;, wobei i € {CCA, Bulbus, ECA, ICA} und
j € {rechts, links}). Eine fehlende oder nicht beurteilbare Messung wurde als NA (not
available, nicht verfligbar) notiert. Daraus lassen sich drei Phdanotypen ableiten:

e Plaque-Pravalenz PP:
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1  falls mindestens ein x;; = 1
PP =<{ 0 fallsalle xij=0 und hochstens 2 x;; NA
NA falls alle x;;=0 und mehr als 2 x;; NA

e Plague-Score PS in CCA und Bulbus:
PS = Z x;j, wobei i € {CCA, Bulbus} und NA, falls mehr als ein x;; NA

e Plaque-Score PS8 (iber alle Lokalisationen:

PS8 = Z x;j, wobei i € {CCA, Bulbus, ICA, ECA} und NA, falls mehr als zwei x;; NA

Dies bedeutet fiir die Phanotypdefinition, dass die Plaque-Prasenz 1 oder 2 Fehlwerte
aufweisen darf, bevor der Phanotyp PS oder PS8 selbst auf ,fehlend” gesetzt wird. Neben der
Plague-Belastung wurde die Intima-Media-Dicke (IMT) der ACC rechts und links vermessen
(EchoPAC Dimension 06, GE Medical Systems, Munich, Germany) [4], wobei hier der
Mittelwert der Mittelwerte beider Seiten als Phdnotyp (cIMT) verwendet wurde.

Atherosklerose in den Koronararterien

Der GefaBstatus der Koronararterien wurde durch eine Koronarangiographie bestimmt. Dies
ist ein invasiver Eingriff, der nur bei Patienten der LIFE-Heart Studie im Herzzentrum Leipzig
indiziert war.

In der Herzkatheter-Untersuchung wurden drei grof3e Arterien beriicksichtigt (R. circumflexus,
R. interventricularis anterior und A. coronaria dextra, s. Abb. 7). Um den Koronarstatus zu
beschreiben, wurden zwei Phdnotypen definiert. Der erste Phdanotyp ist der CAD-Status
(coronary artery disease 2 KHK), wobei CAD definiert ist als eine Stenose = 50% in mindestens
einem der drei Gefdlle. Eingeschrankt auf das Verdachtskollektiv von LIFE-Heart (n=3500)
wurde bei 42% der Patienten eine solche Stenose festgestellt.

Zusatzlich zum CAD-Status wurde als zweiter Phanotyp der Schweregrad der KHK im NVD50
Score erfasst (hnumber of vessel diseased with stenosis of > 50% luminal reduction). NVD50 ist
definiert als 0, falls lediglich Sklerosen mit weniger als 25% luminaler Reduktion detektiert
wurden, 0.5, falls eine Sklerose zwischen 25% und 50% detektiert wurde und 1, 2 bzw. 3, fir
ein, zwei bzw. drei betroffene Gefalle mit > 50% Volumenreduktion.

11
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A. coronaria
sinistra

A, coronaria R. circumflexus

dextra

R. interventricularis —/

post.

R. interventricularis
ant.

Abbildung 7: Schematischer Verlauf der Koronar-Gefdfse (aus [23]). Von den gezeigten Geféifsen wurde der
Stenosegrad in R. circumflexus, R. interventricularis anterior und A. coronaria dextra untersucht. Eine KHK wurde
diagnostiziert bei einer Stenose von >50% Reduktion des Gefdfslumens.

Atherosklerose in der Peripherie

Zur Erfassung des Gefalistatus in den peripheren GefiaBen wurde der Knéchel-Arm-Index
ermittelt (ABI). Dies wurde mit unterschiedlichen Methoden in LIFE-Heart und LIFE-Adult
bestimmt.

In LIFE-Adult wurde der ABI mittels Photoplethysmographie (PPG) mit dem Geréat Vicorder
(SMT Medical, Deutschland/Skidmore Medical, UK) gemessen. Pro Arm bzw. Knéchel wurden
je drei PPG basierte Verschlussdruckmessungen durchgefiihrt. Der ABI wurde anschlieSend
als Minimum der Quotienten der Verschlussdriicke von Knodchel zu Arm von rechts und links
berechnet:
. (VDg VDL)

ABI = min (VDA’VDA ,
wobei VDgp bzw. VD, der mittlere Verschlussdruck am rechten bzw. linken Knéchel ist und
VD, der mittlere Verschlussdruck beider Arme.

In LIFE-Heart wurde der Doppler Ultraschall angewandt (Huntleigh Mini-Dopplex, Kempen,
Germany). Beide Knochel und der rechte Arm wurden je zweimal gemessen. AnschlieBend
wurden die Werte gemittelt und die Quotienten wie oben gebildet. Auch hier wurde der
minimale Wert des ABI von linkem und rechtem Knochel als Phanotyp fiir die Analysen
verwendet.

Aus dem kontinuierlichen Phanotyp ABI wurde die periphere arterielle Verschlusskrankheit
(PAD, peripheral artery disease) als ABI<0.9 festgelegt. Zusatzlich wurden alle Falle, bei denen
eine PAD aus der Anamnese bekannt ist, auf PAD = 1 gesetzt.

12
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1.3.3 Grundlegende Methoden der Genotypisierung

Genotyp-Calling

Fir beide LIFE Studien wurde ein Affymetrix SNP-Array verwendet, wobei fiir ein Teil der LIFE-
Heart Studie ein modifizierter Array vorlag, der zusatzliche Kandidaten-SNPs der KHK
beinhaltete. Das Calling wurde mit der jeweiligen aktuellen Version der , Affymetrix Power
Tools” gemal der Affymetrix Guideline [24] durchgefiihrt. Dabei wurden Samples und SNPs
gefiltert. Insgesamt gab es zum Zeitpunkt der Auswertung Genetikdaten von etwa 580,000
SNPs zu 4985 Samples in LIFE-Adult und 5700 in LIFE-Heart.

Sample-Qualitatskriterien Schranke Bedeutung

Dish QC <0.82 Kontraststarke des Arrays

Sample Call Rate <0.97 Qualitat der Genotyp-Bestimmung pro Sample
Falsches Cluster, | Falsche Geschlechtszuordnung

XY-Intensitat . .
Ausreiller Gonosomale Chromosomenaberration

Klarung der Familienstruktur
Kontrolle auf Duplikate

Verwandtschaftsanalyse >0.6

Hauptkomponentenanalyse
(PCA)

Tabelle 1: Sample-Qualitéitskriterien und ihre jeweiligen Schranken. AusreifSer im XY-Intensitéts-Plot waren
Samples mit deutlich erhéhter Y-Intensitdt bei Mdnnern bzw. deutlich verringerter oder erhéhter X-Intensitdt bei
Frauen. Die Verwandtschaft wurde anhand der Methode von Wang [25] bestimmt. Fiir die
Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurden die ersten 10 Hauptkomponenten (PCs) bestimmt. Als Ausreifser
wurden hier Samples definiert, die in einer der ersten 10 PCs mehr als 6 SD (Standardabweichung) vom jeweiligen
Mittelwert abweichen.

> 6*SD Detektion von ethnischen Ausreiflern

Neben den von Affymetrix empfohlenen Sample-Filterungen bezlglich Signalkontrast und
Sample-Call-Rate wurden Samples mit falscher Geschlechtszuordnung, hoher paarweiser
Verwandtschaft und ethnische Ausreifler beziiglich der ersten 10 Eigenvektoren gefiltert. Fiir
X-chromosomale Analysen wurden AusreiRer beziiglich der X- und Y-Intensitaten gefiltert (z.B.
vermutliche X-Frauen, XXX-Frauen, XXY-Manner). Alle Sample-Kriterien sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Die SNPs wurden hinsichtlich Cluster-Kriterien von Affymetrix (FDL, HetSO, HomRO, nMA)
gefiltert [24]. Zusatzlich wurde auf SNP-Call-Rate, Abweichung vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (HWE), Batcheffekte der Arrays und MAF kontrolliert. Fiir X-chromosomale
SNPs wurden Kriterien verwendet, wie sie von Konig et al. [26] vorgeschlagen wurden. Dazu
gehort, dass bei allen X-chromosomalen SNPs die heterozygoten Genotypen der Ménner auf
,fehlend” gesetzt werden. Alle SNP-Kriterien sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Imputation

Ein wichtiges MaR fiir die Qualitdt eines SNP-Microarrays ist die Coverage. Diese beschreibt
den Anteil an Referenz-SNPs, die in hinreichend hohem LD mit den Array-SNPs sind. Die
Coverage ist abhangig von der verwendeten Referenz, der ethnischen Herkunft der
Population, dem verwendeten LD-Niveau und dem Cut-Off fiir seltene Varianten.
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SNP-Qualitatskriterien Schranke Bedeutung
<97% Qualitat der Genotyp-Bestimmung pro SNP
Call Rate (CR) (<98%) (Chr. X: getrennt futpMénner und tcI:'T:rlc;uen)
Hardy-Weinberg <10°® p-Wert von Fisher’s Exakter Test
Gleichgewicht (HWE) (<107 (Chr. X: eingeschrankt auf Frauen)
Platten-Assoziation (PA) <107 p-Wert von Chi-Quadrat Test
. =0 Filterung seltener/monomorpher Varianten
Minor Allel Frequenz (MAF) (< 1%) (Chr. X: ietrennt f/[]r Méinneermd Frauen)
Anzahl Minor Allels (nMA) <2 Filterung seltener/monomorpher SNPs
Fishers Linear Discriminant Minimaler Abstand zwischen den Clustern
(FLD) <36 (bzgl. X-Achse)
Heterozygous Cluster <01 Abstand des AB-Clusters zu AA bzw. BB
Strength Offset (HetSO) (bzgl. Y-Achse)
) < -0.9 (3 Cluster)
?HOOTnoéég)Ote Ratio Offset < 0.3 (2 Cluster) | Verteilung der Cluster (bzgl. der X-Achse)
< 0.6 (1 Cluster)

Tabelle 2: SNP-Qualitdtskriterien und deren Schranken. Die Cluster-Kriterien nMA, FLD, HetSO und HomRO
wurden direkt durch die Powertools berechnet und gemdpf der Affymetrix-Empfehlung angewendet [24]. Die Call
Rate, HWE-Abweichung, Plattenassoziation und MAF wurden mittels der Statistik-Software R berechnet und
gemdfS eigener Schranken verwendet. Fiir X-chromosomale SNPs wurden CR, HWE und MAF getrennt nach
Mdnner und Frauen (CR, MAF) bzw. nur fiir Frauen (HWE) berechnet und Schranken gemdfs der Empfehlung von
Kénig et al. [26] verwendet.

Die verwendeten Arrays haben eine hohe Coverage von etwa 90% (Referenz 1000 Genomes
Project [27], CEU Population, r>>0.8, MAF>1%). Man kann mittels der Uberschneidung an SNPs
in Referenz und eigenen Daten sowie unter Nutzung von LD die fehlenden Genotypen
abschatzen. Dieses Verfahren nennt man Genotyp-Imputation. Es gliedert sich grob in drei
Schritte: Zuerst missen die SNP-Daten an die Referenz angepasst werden. Dafiir sollen die
Angaben zu Chromosom, RS-ID, Position auf dem Chromosom und die beiden Allele
Ubereinstimmen. Als Referenz wurde zundchst 1000 Genomes Phase 1, Version 3 (2012)
verwendet (Kapitel 2.1), spater wurde der Datensatz auf die Referenz 1000 Genomes Phase 3,
Version 5 (2015) aktualisiert (Kapitel 2.2 und 2.3).

AnschlieBend flihrt man eine sogenannte Phasierung durch, bei der die Haplotypen der SNP-
Daten geschatzt werden. Mittels eines Hidden-Markov-Models und der Referenz-Haplotypen
wird fur die gegebenen SNPs der wahrscheinlichste Haplotyp als Kombination von
Referenzhaplotypen modelliert (Software SHAPEIT Version v2.r837 [28]) .

Im letzten Schritt wird dann aus den modellierten Haplotypen der wahrscheinlichste Genotyp
der benachbarten SNPs geschatzt (Software IMPUTE2 Version 2.3.2 [29]). Die Glte der
Schatzung wird im info-Score gespeichert. Insgesamt wird durch diesen Vorgang die SNP-Zahl
von ~580,000 auf etwa 38 Mio. SNPs (Phase 1) bzw. 85 Mio. SNPs (Phase 3) erh6ht, wobei
etwa 20 Mio. SNPs (Phase 1) bzw. 38 Mio. SNPs (Phase 3) mit einem info-Score>0.3 eine
ausreichende Imputationsqualitat hatten.
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1.3.4 Grundlagen der genomweiten Assoziationsanalyse

Eine genomweite Assoziationsanalyse (GWAS) besteht aus vielen einzelnen Analyse- und
Auswerteschritten, die in einer GWAS-Pipeline der AG Genetische Statistik verbunden
wurden. Eine Ubersicht ist in Abbildung 8 angegeben.

Als Input werden die imputierten Genotypen und die zugehoérigen Phanotypen bendtigt. Die
Pipeline berechnet die Assoziation jedes SNPs mit dem Phanotyp mittels PLINK oder SNPTEST
[30] (Version 2.5.2), wobei man verschiedene genetische Modelle wahlen kann (Standard:
additiver Alleleffekt). Ein Gbliches Modell ist das lineare Regressionsmodell mit der Gendosis
G;;j als EinflussgréRe und der Phanotyp X; als kontinuierliche ZielgréRRe:

Xi~Bo+ B * Gy + Bi x U; + &,
i =1,..nPatienten,j = 1, ..., m SNPs,

wobei B; den Regressionsparameter des SNPs, U; die Kovariablen (z.B. Alter und Geschlecht),
B; die Regressionsparameter der Kovariablen und &; den Fehlerterm darstellen. Am Ende der
Assoziationsberechnung hat man zu jedem der SNPs den Effektschatzer ,[?}, den zugehdrigen
Standardfehler se([f]) und den p-Wert.

Um moglichst valide Hits zu erhalten, wird die SNP-Liste auf eine Top-Liste reduziert. Hierbei
sind die wichtigsten Filterkriterien die MAF, der info-Score und der p-Wert. Die Grenze fiir den
p-Wert kann fur die Top-Liste auf p<1x10°® gesetzt werden. Dadurch erhilt man neben den
genomweit signifikanten Varianten (p<5x10¢, Bonferroni-Korrektur) auch suggestive Hits, die
eine genomweit signifikante Variante unterstiitzen oder neue Loki aufzeigen, fir die eventuell
die Power der Analyse nicht hoch genug war.

Zusatzlich wird das LD der Varianten analysiert. Hier wird ein priority pruning angewendet,
d.h. dass von zwei SNPs in hohem LD die Variante mit kleinerem p-Wert in der Top-Liste
verbleibt.

Um die Funktionalitat der SNPs zu analysieren, folgt eine Annotation der Top-Liste, das heifst
ein direkter Vergleich der Ergebnisse mit 6ffentlichen Ressourcen:

e Annotation der umliegenden Gene (x 250 kb) und ggf. eine Beschreibung der funktionellen
Relevanz (z.B. Lokalisation in einem Exon) mittels der Ensembl Datenbank [31].

e Listung aller bereits als assoziiert berichteten Phanotypen des Tophits bzw. des Lokus.
Dazu wird die Top-Liste mit dem GWAS Katalog [32] verglichen und Phanotypassoziationen
mit SNPs in LD r?>0.3 notiert.

e Um zu klaren, ob SNPs der Top-Liste einen Einfluss auf Expressionsniveaus von Genen
haben, werden die Top-SNPs mit eQTL-Datenbanken (z.B. GTEx [33]) abgeglichen. Hier
wird ebenfalls ein LD-Cutoff von 0.3 verwendet und sowohl cis- als auch trans-regulierte
Gene notiert.
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e Die bei der Genannotation gefunden Gene und die eQTL Gene werden mit Pathway-
Datenbanken wie DOSE [34] verglichen, um zu prifen, ob es innerhalb biologischer
Pathways Haufungen der gefundenen Gene gibt.

Das Ergebnis der Pipeline ist daher nicht nur eine Liste der SNP-Assoziationen, sondern auch
eine Bewertung der Neuheit einer Assoziation, deren Einfluss auf die Genexpression und
welche biologischen Pathways verstarkt betroffen sind. Zusdtzlich werden fiir die
Interpretation relevante Plots erzeugt (z.B. QQ-Plots, Manhattan-Plot und Regional
Assoziation Plot).

Um die Power zur Bestimmung genetischer Assoziationen zu erhéhen, kann man mehrere
GWAS zum gleichen Phdanotyp im Rahmen einer Meta-Analyse zusammenfassen. In dieser
Arbeit wurden LIFE-Heart und LIFE-Adult beispielsweise fir den Endpunkt PS meta-analysiert,
da in beiden Studien die Karotissonographie gleich durchgefiihrt wurde und der Endpunkt PS
nach gleicher Definition erstellt wurde.

Es gibt mehrere Methoden, um eine Meta-GWAS durchzufiihren. Eine der bekanntesten ist
die fixed-effect Methode [35]: hier wird angenommen, dass der genetische Effekt aller Studien
der gleiche ist. Meistens wird eine Gewichtung durch die inverse Varianz vorgenommen:

s DB x wir 1

fri = —=———, wobeiwj, = Se(,é'k) =2 und var ,ép' = )
j S Wik j j ( 1) e Wik

bei k=1, ..., K Studien und j=1, ..., J SNPs. AnschlieRend kann die entstandene SNP-Liste analog
zur GWAS-Pipeline annotiert werden.
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Abbildung 8: Schematische und vereinfachte Darstellung des Ablaufs einer GWAS bzw. Meta-GWAS nach einer
Pipeline der AG Genetische Statistik des IMISE. Fiir eine GWAS benétigt man neben den Genetikdaten auch die
gepriiften und richtig zugeordneten Phénotypdaten und Kovariablen. Zum Start der Pipeline werden neben den
SNP-Filter-Kriterien auch das genetische Modell (z.B. additiv) und das Regressionsmodell angegeben. Fiir die
Meta-Analyse werden die ungefilterten Assoziationsergebnisse extrahiert und zusammen mit den Ergebnissen
der anderen Studie auf die gleiche SNP-Menge eingeschrénkt. Nach der Meta-Analyse kann die SNP-Liste wieder
in die GWAS-Pipeline zuriickgespielt und annotiert werden.

1.3.5 Enrichment Analyse

Plagues in der Karotis sind mit dem Vorliegen koronarer Stenosen assoziiert [36]. Beide
werden durch adhnliche Risikofaktoren beeinflusst, was einen gemeinsamen
Pathomechanismus nahelegt. Daher war es bei dieser Arbeit auch von Interesse zu testen, ob
und wie viele genetische Risikoloki der KHK auch mit Karotis-Plaque assoziiert sind. Um zu
priifen, ob die beobachtete Uberschneidung mehr als zufillig ist, wurden Enrichment-
Analysen durchgefiihrt. Diese werden hier kurz beschrieben.

Es werden m Risiko-SNPs des Phanotyps Y auf Assoziation mit Phanotyp X getestet. Man
betrachtet nun zwei Aspekte: die Signifikanz und die Konkordanz. Es seien n SNPs signifikant,
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d.h. der Effekt des SNPs auf X unterscheidet sich signifikant von null, und k SNPs konkordant,
d.h. die Effektrichtung des SNPs auf X ist die gleiche wie auf Y. Daraus lasst sich eine Vier-
Felder-Tafel erstellen, mit der man eine Odds-Ratio (OR) bestimmen kann (schematisch in Tab.
3 aufgefihrt).

Nicht konkordant Konkordant

Nicht signifikant a b m-n
Signifikant ¢ d n
m-k k m

Tabelle 3: Beispielhafte Vierfeldertafel in der Enrichment-Analyse. Eine Liste von m SNPs wird auf Signifikanz und
Konkordanz gepriift (gepaartes Setting). Hier bedeutet Signifikanz ,von Null verschiedener Effekt” zu einem
Signifikanzniveau von beispielsweise 5% und Konkordanz, dass das Vorzeichen des Effekts, bezogen auf das
gleiche Effekt-Allel, mit dem in der Literatur iibereinstimmt.

Um eine signifikante Anreicherung auf einfache Art zu testen, nutzt man nur die d SNPs, die
sowohl signifikant als auch konkordant sind. Diese kénnen mit einem einfachen Binomialtest
zum Signifikanz-Niveau 2.5% getestet werden (d Treffer bei m Versuchen). Die Nullhypothese
lautet ,Die (zufillige) Treffer-Wahrscheinlichkeit liegt bei 2.5%“ mit der Uberlegung, dass
zuféllig die Assoziation von 5% der SNPs signifikant wird und davon zuféllig 50% konkordant
sind. Daher ist es die Frage, ob die Beobachtung von d signifikanten und konkordanten SNPs
signifikant groRer ist als die 2.5%*m zufallig erwarteten SNPs.

Wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, werden in einer GWAS nicht zwingend die kausalen
Varianten detektiert. Daher ist die Analyse von SNPs in LD mit den Literatur-SNPs sinnvoll
(r*>0.5). Man testet, ob die mit dem Literatur-SNP korrelierten Varianten mit dem Phédnotyp
X assoziiert sind. Der am besten assoziierte SNP wird anschlieRend als Proxy fiir den Literatur-
SNP verwendet. Dies kann die Zahl von n assoziierte Literatur-SNPs auf n* assoziierte Proxy-
SNPs erhdhen. Hier ist allerdings keine Aussage lUber Konkordanz mehr maoglich, da fiir den
Proxy-SNP typischerweise keine Effekt-Richtung fir den Phanotyp Y gegeben ist. Um den
Anteil assoziierter Loki zu evaluieren, wird ein Permutationstest verwendet. Dabei kann
unabhangig von der Verteilung getestet werden, ob ein beobachteter Zustand ein Extremfall
ist oder nicht. Das Vorgehen beruht auf Resampling: Der Phdnotyp X wird j-mal permutiert
und erneut auf Assoziation mit den m Proxy-SNPs getestet. Pro Resampling wird die Anzahl
der signifikanten Proxy-SNPs notiert und als zufallige Verteilung betrachtet. Wenn nun die
beobachtete Anzahl von n* signifikanten Proxy-SNPs groBer ist als das 95%-Quantil der
zufdlligen Verteilung, dann kann man die Nullhypothese von zufallig assoziierten Loki zum
Signifikanzniveau 5% ablehnen. Wenn die Verteilung bekannt ist, kann man direkt einen p-
Wert bestimmen.

Um auf signifikante Anreicherung zu testen, kann man alternativ einen genetischen Risiko-
Score (GRS) verwenden. Die Idee dahinter ist, die m viele Risikoloki von Y in einem Parameter
zusammenzufassen und diesen dann auf Assoziation mit Phanotyp X zu testen. Dazu werden
die Produkte der Effekte mit der jeweiligen Gendosis lber alle m SNPs aufsummiert:

j
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wobei f8; den Effektschatzer des j-ten Risiko-SNPs auf den Phdnotyp Y und G; die Gendosis des
J-ten SNPs darstellt (j=1, ..., m). Alle B; werden beziglich des Risikoallels bestimmt, d.h. §; >
0. Je hoher der GRS, desto hoher das Risiko beziehungsweise die Werte von Phanotyp Y.
AnschlieBend kann getestet werden, ob der GRS ebenfalls mit X assoziiert ist.

1.3.6 Mendelsche Randomisierung (MR)

Ein fundamentales Problem der Epidemiologie ist die Unterscheidung von Korrelation und
Kausalitat [37]. Um herauszufinden, durch welchen Risikofaktor X eine bestimmte Krankheit Y
ausgeldst wird oder welchen Effekt ein bestimmtes Medikament verursacht, wird meistens
eine prospektive randomisierte Studie durchgefiihrt. Im einfachsten Fall werden die
Studienteilnehmer in zwei Gruppen aufgeteilt: eine Fallgruppe, die eine bestimmte
Behandlung beziglich des Risikofaktors X erhalt, und eine Kontrollgruppe, die keine
Intervention erfahrt. Der betrachtete Risikofaktor ist in diesem Fall der auf Kausalitat zu
prifende Faktor. Wenn die Gruppen balanciert sind, das heillt, wenn sie bezlglich aller
anderen Stérfaktoren U gleichverteilt sind, dann ist jede Anderung im Krankheitsbild alleine
auf die Anderung des Risikofaktors zuriickzufiihren (s. Abb. 9). Dies wird typischerweise durch
die Randomisierung des Studienkollektives erreicht. Allerdings sind solche Studien mit hohen
Kosten und haufig langer Studiendauer verbunden. Unter Umstanden sind sie sogar ethisch
nicht durchfihrbar.

Um diese Probleme zu umgehen, wurde die ,,Mendelsche Randomisierung” (MR) entwickelt,
bei der die Randomisierung mittels Genetik erfolgt, also eine ,instrumentelle Variablen [IV]
Analyse mit genetischen Instrumenten” [38]. Der Name leitet sich von zwei Mendelschen
Regeln der Vererbung ab: der Segregationsregel und der Unabhangigkeitsregel [39]. Die erste
Regel besagt, dass pro Gamet nur eine Kopie des Allels vorliegt, wobei die Aufteilung zufallig
stattfindet. Die zweite Regel bedeutet, dass SNPs, die in sehr niedrigem LD sind, unabhangig
von einander vererbt werden.

Drei grundlegende Bedingungen missen erfillt sein, um die MR-Methode anwenden zu
kdnnen:

(1) Die genetische Variante G ist mit dem Risikofaktor X assoziiert.

(2) Die genetische Variante G ist unabhangig von allen Storfaktoren U, die den
Zusammenhang von Risikofaktor X und Krankheit Y beeinflussen konnten.

(3) Es gibt keine Beziehung zwischen der genetischen Variante G und Krankheit Y, aulRer Uber
den Risikofaktor X [40].
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Randomisierte Studie Mendel-Randomisierung
Randomisierung in Gruppen Randomisierung mittels Genetik
I |
' | ' '
Placebo Medikament Effekt-Allel Referenz-Allel
| L/
\#
Risikofaktor 2 Risikofaktor
Krankheit 2 Krankheit

Abbildung 9: Vergleich zwischen Randomisierter Studie und Mendelscher Randomisierung. Das Effekt-Allel
libernimmt in der Mendelschen Randomisierung die Rolle des Placebos, da beide den Risikofaktor erhéhen. Das
Referenz-Allel bzw. das Medikament bewirken beide eine Senkung des Risikofaktors.

Die drei Bedingungen sind in einem azyklischen gerichteten Graphen zusammengefasst (s.
Abb. 10). Die erste Bedingung kann mittels GWAS geprift werden. Je starker die Assoziation
von G auf X ist, desto starker ist G als Instrument. Die anderen beiden Bedingungen sind
schwer nachweisbar und kdnnen meist nur plausibilisiert werden. Dazu konnen die Bradford
Hill Kriterien verwendet werden [41].

Abbildung 10: Gerichteter azyklischer Graph der Mendelschen Randomisierung. Die schwarzen Pfade sind gliltige
Beziehungen, die rot-gestrichelten Pfade diirfen nicht vorkommen. G steht fiir die genetische Variant, X fiir den
Risikofaktor, der auf eine kausale Beziehung mit der Krankheit Y getestet wird. U bezeichnet alle bekannten
Storgréflen von X und Y. Die Nummern der Graphen bezeichnet die jeweilige Bedingung, die erfiillt sein muss.

In genomweiten Assoziationsstudien wurde eine Vielzahl an genetischen Assoziationen mit
klinischen Phanotypen gezeigt. Diese genetischen Risikoloki konnen fiir kausale Analysen
genutzt werden: die Allele der Risikoloki werden gemal} der Unabhangigkeitsregel zufallig
weitergegeben und sind in der Regel unabhangig voneinander (niedriges LD, da teilweise auf
anderen Chromosomen). Dadurch ist eine Gruppen-Aufteilung durch die Genetik moglich. Je
nach Genotyp wird der auf Kausalitdt zu priifende Risikofaktor verstarkt oder geschwacht.
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Zusatzlich kann plausibilisiert werden, dass der Genotyp nicht von anderen Faktoren U
beeinflusst wird.

Fiir die Berechnung des kausalen Schatzers gibt es mehrere Methoden, sowohl fiir einzelne
IVs als auch fur mehrere. Die einfachste ist die Quotienten-Methode: Der kausale Effekt des
Risikofaktors X auf den kontinuierlichen Phanotyp Y kann geschatzt werden, indem man die
genetische Assoziation mit dem Phanotyp, ,[?y, durch genetische Assoziation mit dem
Risikofaktor, ﬁX, teilt [37]:

B = ﬁy/:éx und seyy = Se(,éy)/ﬁx

Bei mehreren unkorrelierten Instrumenten gibt es verschiedene Ansatze zur Schatzung von
kausalen Effekten. Ein Ansatz ist die Verwendung eines GRS, in dem man alle Risiko-Loki in
einem Instrument zusammenfasst. Alternativ kann man pro Instrument den kausalen Effekt
einzeln schatzen und dann eine fixed-effect Meta-Analyse durchfiihren (Inverse-variance
weighted, IVW) [42]:

(B TR kB2 .co(Bu.) 2 a2
puy (vw)y = BEPD B Bn) _ iBoPryeeBry)
Z]ﬁxfse(BY]) Z]ﬁX]Se(BY])

1 [1
und se;y (IVW) = — — =
w VW) \/Z,-ﬁ;%jse(ﬁy]-) ’ Ljwj

Falls die Instrumente korreliert sind, kann man diese Methode modifizieren und auf die

, fur j Vs,

Korrelation adjustieren [42]. Die reine Gewichtung durch die inverse Varianz wird um die
paarweise Korrelation erweitert:

Wij1,j2 = Zn z}.z By 1B j25€ ('BY,jl)

Se ('BY,jZ) Tj1,j2
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2 Ergebnisse

In diesem Teil der Dissertation werden die Ergebnisse vorgestellt. Diese umfassen zwei
Publikationen, die hier kurz beschrieben werden und anschliefend vollstdandig aufgefiihrt
sind. (Die Anhadnge der Publikationen sind nicht aufgefiihrt. Sie sind online auf den Seiten der
Journale verfligbar.) Zusatzlich werden weitere, bisher unveroffentlichte Ergebnisse kleiner
Teilprojekte beschrieben, die keinen Eingang in die Publikationen erlangt haben. Dies umfasst
einen Vergleich des genetischen Risikos der verwendeten Studien, eine genetische Analyse
der Karotis-Plaques ohne Kontrollen und eine Haplotypenanalyse des PCSK9 Lokus.

2.1 ,,Genome-wide analysis identifies novel loci of plaque burden in
carotid artery”

Pott et al. [43], DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2017.02.018
Eingereicht: 23. September 2016; Akzeptiert: 22. Februar 2017

Plagues in der Karotis sind bekannte Marker der subklinischen Atherosklerose, und man
nimmt an, dass es einen gemeinsamen Pathomechanismus der KHK und Karotis-Plaques gibt.
Doch wahrend es bereits viele GWAS und Meta-GWAS zur KHK gibt, fehlen solche fiir die
Karotis-Plaques weitgehend. Das Ziel dieser Publikation war daher, genetische Varianten zu
identifizieren, die einen signifikanten Einfluss auf Karotis-Plaques haben, und diese mit den
bekannten KHK-Loki zu vergleichen.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurde eine Meta-GWAS mit LIFE-Heart (n=3152) und LIFE-Adult
(n=4037) bezilglich dem in der Einleitung beschriebenen Plaque-Score PS durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde mit einer Enrichment-Analyse von KHK-Loki (58 SNPs) und Schlaganfall-
Loki (17 SNPs) auf Anreicherung getestet.

Zwei genomweit signifikante SNPs wurden in der Meta-GWAS detektiert: ein Hit im 9p21
Lokus, der schon fir KHK beschrieben wurde. Der zweite Hit wurde auf Chromosom 10 in
einem Intron von SFXNZ2 identifiziert. Die biologische Bedeutung des Lokus ist unklar,
allerdings gibt es SNPs im schwachen LD mit diesem Hit, die als Risiko-Loki fiir BMI,
Bluthochdruck und KHK beschrieben wurden.

Von den 58 getesteten KHK-SNPs waren acht mit PS nominal assoziiert (p<0.05), wobei bei
sechs der SNPs die Effektrichtung (bereinstimmte (OR=4.6, p=3.2x1073). Mittels priority-
pruning wurden SNPs in hohem LD (r?>0.5) mit den KHK-SNPs detektiert, die starker mit PS
assoziiert sind. Unter Verwendung dieser SNP-Liste waren 17 KHK-Loki mit PS assoziiert
(p<0.05), was ebenfalls eine deutliche Anreicherung darstellt (empirischer p-Wert aus dem
Permutationstest: p=1.03x10%). Auch bei Nutzung eines GRS fiir KHK konnte eine starke
Assoziation mit PS detektiert werden (Bcap = 0.264,p = 1.99x107°). Zusitzlich konnte eine
Korrelation der Effektstarken auf PS und KHK gezeigt werden (r=0.4, p=0.002), wobei die

Effekte auf PS schwacher waren als auf KHK (p=1.5x107).
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Es wurde ebenfalls eine Anreicherung der beschriebenen Schlaganfall-Loki beobachtet: hier
waren sechs der 17 Loki mit PS assoziiert (empirischer p-Wert: p=2.44x104). Eingeschréankt auf
die elf Risikoloki eines Schlaganfalls in den groRen GefalRen (large artery strokes, LAS) wurde
die Assoziation des entsprechenden GRS auf PS signifikant (8,45 = 0.114,p = 0.039). Dies
sind starke Hinweise auf eine {iber-zufillige Uberlappung von Karotis-Plaque-Loki mit KHK-
bzw. Schlaganfall-Loki.

Die Enrichment-Analyse wurde mit PS8 als Phanotyp wiederholt, der neben CCA und Bulbus
auch die ICA und ECA abbildet. Interessanterweise verstarkte dies die Assoziation des GRS der
Schlaganfall-Loki  (Bstroke = 0.225,p = 6.8x1073, B 45 = 0.296,p = 9.4x10™%).  Der
starkere Uberlapp in genetischen Risikofaktoren zwischen PS8 und Schlaganfall kann dadurch
erklart werden, dass das Risiko eines Schlaganfalls starker von Plaques in ICA beeinflusst wird.
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Background and aims: Carotid artery plaque is an established marker of subclinical atherosclerosis and
common patho-mechanisms with coronary artery disease (CAD) are hypothesized. We aimed to identify
genetic variants associated with carotid plaque and to examine the potential shared genetic basis with
CAD.
Methods: After investigating the reliability of plaque detection, we performed a genome-wide meta-
association study in two independent cohorts (LIFE-Adult, n = 4037 and LIFE-Heart, n = 3152) for carotid
plague score (PS), defined as the sum of the plaque load of common carotid artery and carotid bulb.
Further, we analyzed whether previously reported CAD and stroke loci were also associated with PS.
Results: We identified two loci with genome-wide significance for PS. One locus is the known CAD-locus
at chromosome 9p21 (lead SNP rs9644862, p = 8.73 x 10~ !2), We also describe a novel locus on chro-
mosome 10q24 within the SFXN2 gene as the most probable candidate (lead SNP rs2902548,
p=197 x 10 3. In addition, 17 out of 58 known CAD loci and six of 17 known stroke loci were associated
with PS at a nominal level of significance.
Conclusions: We showed that PS is a reliable trait to analyze genetics of atherosclerosis. Two new loci of
genome-wide significant association with PS were found. The observed non-random overlap of CAD and
PS associations strengthens the hypothesis of a shared genetic basis for these atherosclerotic
manifestations.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

well-established. However, these studies typically comprise a
highly heterogeneous mixture of assessments and information to

Coronary artery disease (CAD) is a complex disease determined
by numerous environmental and genetic factors [1]. Over the last
several years, genome-wide association analyses have led to the
identification of several genetic loci associated with CAD and
myocardial infarction (MI). The most recent meta-analysis of Nik-
pay et al. [2] included about 185,000 cases and controls adding
further evidence and resulting in a total of 58 loci considered as

* Corresponding author. Institute for Medical Informatics, Statistics and Epide-
miology, University of Leipzig, Leipzig, Germany.
E-mail address: markus.scholz@imise.uni-leipzig.de (M. Scholz).

http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2017.02.018
0021-9150/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

determine disease status, e.g. anamnestic data, clinical records,
coronary angiography or acute myocardial infarction. Therefore, to
gain a better understanding of the underlying genetic patho-
mechanisms, it appears worthwhile to study whether these loci
are also related to other manifestations of atherosclerosis.

Carotid intima-media thickness (cIMT) and carotid artery plaque
are promising assessment for this purpose. Intima-media thickness
was reported to be predictive for cardiovascular events [3,4].
However, the importance of cIMT in comparison to established risk
scores such as the Framingham Risk Score was challenged by others
[5]. Studies have also shown an association of carotid parameters
with prevalent CAD with the predictive value of carotid plaque
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outperforming that of intima-media thickness [6,7]. In a large
cohort of patients with suspected CAD receiving coronary angiog-
raphy (LIFE-Heart), we have recently also found a strong correlation
of plaque status in the carotid artery and lesions in coronary vessels
with an odds ratio (OR) > 3.7 [8]. Again, carotid plaque showed a
considerably stronger association with CAD than intima-media
thickness proposing carotid plaque as a non-invasively assessable
marker of coronary lesions. Based on these findings, we hypothe-
sized that there may be a shared genetic basis for carotid artery
plaques and CAD.

Here, we performed a large genome-wide association analysis of
carotid plaques in two independent cohorts collected in the LIFE
Research Center of Civilization diseases. While previous studies
focused on plaque prevalence [9,10] or plaque size [11], we used the
number of carotid plaques as primary endpoint.

In a secondary analysis, we investigated whether there is an
enrichment of plaque associations for CAD risk loci to detect
possible genetic similarities and differences of these atherosclerotic
phenotypes.

In analogy, we analyzed loci associated with ischemic stroke (IS)
as found by Dichgans et al. [12] and Pulit et al. [13]. Both authors
defined subtypes of stroke using the Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment (TOAST) classification system [14]. One subtype is
large artery stroke (LAS), which requires a stenosis of greater than
50% of the extracranial internal carotid artery (ICA). We analyzed
this sub-phenotype separately since plaque assessment was avail-
able in proximal ICA in our cohorts.

2. Materials and methods
2.1. Cohort description

2.1.1. LIFE-Adult

LIFE-Adult is a population-based cohort of 10,000 adult in-
habitants of the city of Leipzig, Germany. Participants are well
characterized regarding life-style and environmental risk factors
and clinical and subclinical signs of diseases such as cardiovascular
diseases, type 2 diabetes or cognitive impairment. Detailed
description of the cohort can be found elsewhere [ 15]. CAD status in
LIFE-Adult was determined by the following anamnestic criteria:
M1, stent implementation during a coronary angiography or diag-
nosed CAD.

2.1.2. LIFE-Heart

LIFE-Heart is a cohort of patients with suspected and
confirmed stable coronary artery disease or myocardial infarc-
tion as first manifestation of CAD. All patients underwent cor-
onary angiography and vascular phenotyping at the Heart Center
of the University of Leipzig. Details of the study can be found
elsewhere [16]. A total of about 7000 patients were recruited so
far. CAD status is defined by the presence of at least one coro-
nary lesion with more than 50% luminal reduction.

Both LIFE-Adult and LIFE-Heart meet the ethical standards of
the Declaration of Helsinki. They have been approved by the
Ethics Committee of the Medical Faculty of the University
Leipzig, Germany (LIFE-Adult: Reg. No 263-2009-14122009,
LIFE-Heart: Reg. No 276—2005). LIFE-Heart is registered at
ClinicalTrials.gov (NCT00497887). Written informed consent
including agreement with genetic analyses was obtained from
all participants.

A description of basic parameters of LIFE-Adult in comparison
with those of LIFE-Heart is shown in Table 1.

2.2. Carotid ultra-sound and plaque assessment

For both cohorts, carotid ultrasound was performed using the
same standard operating procedures. Subjects with cervical spine
disorder, wounds at the scanning area and patients with acute
myocardial infarction in LIFE-Heart were excluded from carotid
ultrasound.

Eligible patients were scanned at both sides of four anatomical
regions: common carotid artery (CCA), carotid bulb (Bulb), proximal
parts of internal carotid artery (ICA) and external carotid artery (ECA)
respectively. High-resolution B-mode ultrasound images of carotid
vessels were acquired using the GE Vivid ultrasound platform with
a 12.0-MHz linear-array transducer (GE-Healthcare). For the as-
sessments, subjects were in supine position.

Carotid artery plaque was defined according to the American
Society of Echocardiography Intima-Media Thickness Task Force
[17]. In detail, a lesion was counted as plaque if echogenic thick-
ening of intimal reflection that extends into the arterial lumen at
least 0.5 mm or 50% of the surrounding intima-media thickness or
thickness of intima and media >1.5 mm. Plaque presence was
documented as ‘present’ or ‘absent’ or ‘missing’ if the quality of the
image was insufficient. Details can be found elsewhere [8].

Prior to LIFE recruitment, we performed a feasibility study of
N = 47 volunteers receiving repeated plaque readings by six
different investigators. We observed a high intra- (x = 0.93 for the
overall agreement) and inter-rater reliability (x = 0.88 for the
overall agreement with the consented plaque assessment, data not
shown). Based on the single plaque assessments, we defined the
plaque score (PS) as follows. PS is the sum of the plaque assess-
ments at CCA and Bulb on both sides. Thus, PS takes values from 0 to
4, Single missing values are counted as zeros for this purpose. If
there is more than one missing value, the score is set to missing.

A possible alternative to this phenotype definition is a more
comprehensive evaluation of all four scanned carotid areas on both
side (PS8, with values in between 0 and 8). Plaque scores PS and PS8
were highly correlated (r = 0.91 for both LIFE-Heart and LIFE-
Adult). However, as ICA and ECA were more difficult to scan,
there is a substantially higher percentage of missingness for PS8
compared to PS. Therefore, we decided to use PS as our primary
endpoint. However, for consistency we verified our main results
using this alternative plaque phenotype. For the purpose of com-
parisons with established stroke loci, we analyzed the four
anatomical regions separately considering scores of corresponding
plaque burden, which take values 0,1 and 2.

Carotid ultra-sound was available for 9858 participants of LIFE-
Adult and 3501 patients of LIFE-Heart. Distributions of PS in both
cohorts are presented in Table 1.

2.3. Genotyping

2.3.1. LIFE-Adult

A total of 5101 randomly selected individuals were genotyped
using the genome-wide SNP array Affymetrix Axiom CEU1. Genotype
calling was performed following the best practice steps recom-
mended by Affymetrix [18]. The software “Affymetrix Power Tools"
(APT, version 1.17.0) was used with the latest library “Axiom
GenomeWide CEU 1 Array Plate, Analysis Files, release 6”.

We filtered 73 samples failing the dishQC criteria
(dishQC > 0.82) and sample call rate criteria (SCR > 97%) in the
initial calling round. Genotypes of 587,352 SNPs were determined
in the final calling round. Sex-mismatches were filtered. Addi-
tionally, the intensities of gonosomal SNPs were plotted to check for
further abnormalities as proposed by Laurie et al. [19]. Cryptic
relatedness was assessed according to Wang [20]. Duplicates were
removed keeping the sample with the higher quality. Principal
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Table 1
Patient and participants' characteristics of LIFE-Heart and LIFE-Adult cohorts.
Parameter LIFE-Heart LIFE-Adult p value
Women/Men (with Chr X) 1111/2041 2182/1855 <0.001
(1110/2039) (2179/1852)
Age (years) 61.7 £ 10.7 621 +£11.3 ns
BMI (kg/m?) 297 £ 5.0 272143 <0.001
Diabetes: known, in therapy or acute 963 422 <0.001
Smokers: former/current 1330/659 1154/672 <0.001
SBP/DBP (mmHg) 139/84 131/76 <0.001
Hypertension: known, in therapy or acute 2839 2290 <0.001
Lipid therapy 1192 649 <0.001
Cholesterol (mmol/L) 544 £ 1.21 571 £ 1.07 <0.001
HDLC (mmol/L) 1.34 + 0.41 1.66 + 0.47 <0.001
LDLC (mmol/L) 333 +1.04 3.55 + 095 <0.001
CAD 1259 271
Plaque score (PS) 0 1155 1820 <0.001
1 549 956
2 756 902
3 372 245
4 320 114

All parameters are restricted to patients/participants genotyped for the autosomes and with valid PS. For the continuous parameters, the unit is in parenthesis and the
arithmetic mean and standard deviation are given. All categorical parameters were tested with a Chi-squared test, continuous parameters were tested with a Mann-Whitney U
test. Plaque score was tested with proportional odds regression. All parameters except age show significant differences between the studies. CAD status was not compared due

to different definitions (LIFE-Heart: coronary angiography, LIFE-Adult: self-reported).

component analysis (PCA) as suggested by Patterson et al. [21] was
performed using PLINK [22,23] (version 1.9). Ethnical outliers (>6
SD of first ten PCs) were removed, which resulted in a final set of
4985 unrelated high quality samples for autosomal analyses and
4978 for gonosomal analyses.

Autosomal SNPs were filtered for call rate (CR < 97%), the cluster
plot quality criteria as suggested by Affymetrix (i.e. Fisher's Linear
Discriminant, heterozygous strength offset, homozygote ratio
offset), p value of exact test for Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE<10~%), monomorphic SNPs and p value of plate association
(<1077, i.e. test for dependency of allele frequency to plate). A total
of 532,875 SNPs fulfilled all quality criteria.

For X-chromosomal SNPs, filter criteria proposed by Konig et al.
[24] were applied (p value of exact test for HWE for women <10 %,
CR<98%, and minor allele frequency (MAF) < 1% after setting all
heterozygous calls in male samples on missing). This resulted in
13,554 X-chromosomal SNPs eligible for analysis.

Finally, all 4985 samples were imputed, using 1000 Genomes
Phase 1, Version 3 [25] (2012) as reference, SHAPEIT [26] (version
v2.r790) for phasing, and IMPUTE2 [27] (version 2.3.2) for impu-
tation. Imputation for X-chromosomal SNPs was performed using
the same reference panel and software, but with the subset sam-
ples eligible for X-chromosomal analysis as mentioned above,

2.3.2. LIFE-Heart

LIFE-Heart samples were genotyped with either Affymetrix
Axiom CEU1 or Affymetrix Axiom CADLIFE. The latter is an array
containing Axiom CEU as genome-wide backbone and an addi-
tional custom content of about 62,500 SNPs from CAD loci. Geno-
type calling relied on Affymetrix Power Tools (APT, version 1.17.0 for
Axiom-CADLIFE, version 1.16.1 for Axiom-CEU) with their latest li-
braries (Axiom CADLIFE1, release 3 respectively Axiom Genome-
Wide CEU 1 Array Plate, Analysis Files, release 6). Genotype calling
and SNP filtering was performed separately for the two array
products. For sample filtering, high quality SNPs in the intersection
of both arrays were used. The same steps of sample and SNP
filtering were performed as in LIFE-Adult. In summary, 5700 sam-
ples and 504,593 SNPs fulfilled all quality criteria for autosomal
analyses. For X-chromosomal analyses, additional 12 samples were
removed and a total of 12,715 SNPs fulfilled the specified quality

criteria.

Imputation was performed using the same reference, software
and software settings as in LIFE-Adult. The intersection of SNPs of
Affymetrix Axiom CEU1 and Affymetrix Axiom CADLIFE was used for
this purpose.

2.4. Statistical analysis

PS was available for 4037 successfully genotyped samples of
LIFE-Adult and 3152 samples of LIFE-Heart sub cohort of patients
initially admitted for suspected CAD. Separate genome-wide anal-
ysis was performed for each cohort first. The analysis was executed
with PLINK [22,23] (version 1.9) using the additive frequentist
model and expected genotype counts, adjusting for sex and age
(LIFE-Heart: beta = 0.54 for males and beta = 0.03/year for age;
LIFE-Adult: beta = 0.44 for males and beta = 0.03/year for age; all
betas significant with p < 0.001). X-chromosomal SNPs were
analyzed assuming total X inactivation. PS was treated as contin-
uous since the difference of test statistics compared to those of
proportional odds logistic regression appeared to be small (corre-
lation of test statistics r > 0.99 for both cohorts).

SNPs not in the intersection of the studies, with MAF<1% or info-
score<0.3 in one of the studies were initially filtered, leaving
9,846,747 million SNPs for further analysis. A fixed effect model
(FEM) meta-analysis was then performed for all remaining SNPs
using the package meta of R. A genome-wide significance threshold
of 5.0 x 108 was applied. The study has a power of 80% respec-
tively 90% to detect variants explaining 0.5% respectively 0.6% of
variance.

To determine independent variants, we applied a priority
pruning using linkage disequilibrium data from 1000 Genomes
Phase 1, Version 3 (2012), restricted to individuals with European
ancestry. Variants which are in linkage disequilibrium (LD) with an
association of higher significance were removed if 1? > 0.5.

We performed a comprehensive annotation of our top-SNPs
using a number of bioinformatic resources: We reported known
genome-wide association study (GWAS) hits, using the GWAS
catalogue [28], if in linkage disequilibrium (r? > 0.2) with one of our
top-hits. Analogously, we add expression quantitative trait loci
(eQTL) data as explained in Kirsten et al. [29]. Pathway enrichment
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was performed for each SNP by including physically nearby genes,
all within 50 kb distance and up to four within 250 kb distance, and
eQTLs in LD (r? > 0.2) with the variant. Pathways were retrieved
from KEGG, GO, DOSE [30], and reactome. We also calculated
deleteriousness scores according to Kircher et al. [31].

In addition, we tried to replicate five SNPs which were reported
to be associated with carotid plaque prevalence (Bis et al. [9]) with
our score. To analyze a possible shared genetic background of ca-
rotid plaques and CAD, we analyzed 58 loci for which associations
with CAD were described in the literature [2]. Of the 58 top-SNPs of
these loci, ten were directly genotyped in both of our cohorts. All
other SNPs were successfully imputed. To analyze enrichment of
significant associations with concordant direction of effects, we
compared this percentage with 2.5% expected by chance.

We also analyzed SNPs in LD (r2 > 0.5) with the reported CAD
SNPs and determined the SNP with strongest plaque association
per locus. This results in a higher number of CAD loci showing
nominal significance for plaque. To compare this number with the
one expected by chance, we performed permutation analysis.
10,000 permutations of phenotypes (PS, sex, age) and genotypes
were analyzed. An empirical p value was calculated assuming a
Poisson distribution of the number of significant loci. Additionally,
we calculated a genetic risk score (GRS) of CAD using the beta es-
timates of Nikpay et al. [2] in order to analyze its association with
our trait.

Similarly, we analyzed loci associated with cIMT [9,32], ischemic
stroke (IS) [12,13] and large artery stroke (LAS) [12].

3. Results
3.1. Genome-wide significant hits for plaque score

Meta-analysis of 9,576,485 SNPs in the LIFE-Adult and LIFE-
Heart studies showed no signs of inflation (A = 1.004). QQ-Plot
and Manhattan plot can be found in Fig. 1. We identified two loci
at chromosome 9p21 and 10g24 with genome-wide significant hits
(p<5x 10'8) in our study (Table 2, further results are summarized
in Supplementary Table 1).

The strongest association with PS was observed for SNP
rs9644862, located at 9p21 in the sequence of CDKN2B-AS1 (also
known as ANRIL), i.e., the best established common locus of CAD

association. This SNP showed robust associations with similar effect
sizes in both cohorts (LIFE-Heart: beta = 0.174, p = 3.36 x 107,
LIFE-Adult: beta = 0.111, p = 1.87 x 10-5, FEM: beta = 0.131,
p =873 x 10~'?). No interactions with sex were observed (LIFE-
Heart: p = 0.53, LIFE-Adult: p = 0.47). Our lead SNP rs9644862 is in
linkage disequilibrium (r> = 0.75) with rs2891168, which was re-
ported as top-SNP in the most recent GWAS of CAD 2] (see also
Supplementary Table 2), For our top-SNP no direct eQTLs were
observed. But it is in strong LD (r? = 0.75) with rs4977574 which is
an expression quantitative trait nucleotide (eQTN) of CDKN2B [33].
Other, partly stronger eQTLs but in weaker LD with the top-hit are
presented in Supplementary Table 3.

After pruning with > = 0.5, another SNP at the 9p21 locus
(rs7853090) also showed genome-wide significance. This SNP is in
weak LD with the top-SNP (r2 = 0.28). Aregional association plot of
the locus is shown in Fig. 2A.

Besides the 9p21 locus, we identified a second locus at 10q24
reaching genome-wide significance (lead SNP rs2902548; FEM:
beta = —0.141, p = 1.97 x 10~%, Table 2). The lead SNP is located in
the intron of SFXN2. Other nearby genes are ARL3 (13 kb), WPL1P
(16 kb) and TRIMS (69 kb, Fig. 2B). SNP rs2902548 is an eQTN for
several cis-regulated genes including those mentioned above
(Supplementary Table 3). The strongest eQTL (p = 8.6 x 10 25, The
GTEx Consortium [34]) was observed for SFXN2 in esophagus tissue,
and a weaker one in left ventricular heart tissue (p = 6.1 x 1070,
The GTEx Consortium [34]). There is also an eQTL-SNP in LD with
52902548 at ARL3 in tissue of the artery aorta (p = 1.5 x 1075,
12 = 0.56, The GTEx Consortium [ 34]). Restricted to blood tissue, the
strongest eQTL was found for SFXN2, Cl0orf32, and ARL3
(p=36x10""p=18 x 107" and p = 4.2 x 107'°, respectively,
Westra et al. [ 35]). SNP rs2902548 is also in weak LD (r? < 0.3) with
several SNPs previously reported for cardiovascular risk factors
such as BMI and hypertension (Supplementary Table 2). Further, it
is in weak LD (r? = 0.20) with SNP rs12413409 which has been
associated with CAD [12,33,36]. But conversely, the latter was only
weakly associated with PS (p = 0.01).

3.2. Suggestive plaque score loci identified in the meta-analysis

A total of five SNPs showed suggestive association (p <1 x 10" ©)
with PS but failed genome-wide significance. While two of them
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Fig. 1. QQ-Plot and Manhattan-Plot.
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(A) QQ-Plot of p values in our meta-analysis. SNPs with info score less than 0.8 are plotted as triangles, and those with MAF less than 0.05 are shown in red. There is no strong

inflation (&

1.0041). (B) Distribution of log transformed p values in our meta-analysis with trait PS. The bold line marks genome-wide significance (p = 5 x 10~®). Two loci reach

genome-wide significance, one at chromosome 9 (CDKN2B-AS1), and the other one at chromosome 10 (SFXN2-WBP1L). (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Table 2
Genome-wide significant and suggestive SNPs.
SNP Infos Combined — fixed effect model LIFE-Heart LIFE-Adult
Locus Lead SNP Nearby gene Other SNPs  Effect/other allele SE p value Q EAF  pvalue B EAF  p value B
(distance) r? < 0.5 and
p<1x10°
9p21  rs9644862 CDKN2B-AS1 rs7853090, GJT 0.131 0019 873 x 10" 2341 0453 3.36 x 107 0.174 0425 1.87 x 10 ° 0.111
(0 kb) rs1333050,
rs10811650
10924 rs2902548  SFXN2 (0 kb)/  rs9663711  T/C —0.141 0.025 197 x 10°® 1,681 0.184 3.94 »x 10 2 —0.093 0.183 7.80 x 10°% —0.163
WBPIL (16 kb)
6q13  rs141249844 KCNQ5 (0 kb) T/C 0475 0.095 579 x 1077 0431 0.022 3.21 x 10°* 0554 0.020 4.25 x 10~* 0.426
3p24 rs1349287 KCNHS (130 kb) AT 0.208 0.042 954 x 107 0.176 0.060 1.67 x 10 * 0234 0.058 1.59 x 10 ¢ 0.196

SNPs associated with carotid plaque at genome-wide significant levels and at suggestive levels (p <1 x 10
Adult were obtained by linear regression analysis of plaque score adjusting for age and sex.

5 are shown, Beta estimates and p values of LIFE-Heart and LIFE-
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correspond to the 9p21 locus and one to 10q24, two additional new
loci were found: At chromosome 6q13, the lead SNP rs141249844 is
located in the intron of KCNQ5 and at chromosome 3p24 the lead
SNP r51349287 is located in close proximity to KCNH8. Statistics of
all loci are summarized in Table 2. Interestingly, both genes belong
to the calcium channel family.

3.3. Verification of top and suggestive SNPs with PS8

We verified our results with an alternative plaque endpoint,
namely PS8. The 9p21 locus remained genome-wide significant for
PS8 (beta — 0.193, p = 7.34 x 107'°). The second hit on 10924
reached suggestive evidence for PS8 (beta = -0.211,
p = 2.63 x 1077). For the suggestive loci at 6q13 and 3p24 no
suggestive significance was found for the phenotypic alternatives
(p =535 x 1077 and p = 3.08 x 1074, respectively, see also
Supplementary Table 4). Interestingly, higher absolute betas were
observed for PS8 which however did not resulted in better p values
due to the smaller sample size available for PS8.

3.4. Replication of SNPs associated with plaque prevalence

A recent meta-GWAS for carotis plaque prevalence (Bis et al. [9])
reported two SNPs with genome-wide significance and three SNPs
with suggestive p values. We tested, whether these 5 SNPs were
also associated with carotid plaque score in our study.

We found evidence for replication in the LIFE studies (nominal
significance and same direction of effect) for four of the five SNPs,
including the two SNPs with genome-wide significance in Bis et al.
[9] (Table 3 and Supplementary Tables 4 and 5). Only SNP
rs17045031/LRIG1 at chromosome 3p14 failed replication. The
same results were observed if analyzing plaque prevalence instead
of PS (not shown).

3.5. Analysis of known CAD loci for association with plaque score

To investigate if the development of atherosclerotic plaques in
the carotid and coronary arteries may share a common genetic
background, we analyzed whether the 58 lead SNPs at known CAD-
loci were also associated with PS (see Table 3 and Supplementary
Tables 4 and 5). CAD association statistics were retrieved from
Nikpay et al. [2], the most recent meta-GWAS on CAD.

The CAD lead SNP at the chromosome 9p21 locus, rs2891168,
also reached genome-wide significance with PS (p = 2.31 x 10~%).
This SNP is in high LD (r? = 0.75) with the PS lead SNP rs9644862 of
our study. In addition, seven other CAD lead SNPs reached nominal
significance for PS and of those, five SNPs showed concordant di-
rection of effects (Table 3). Thus, concordant SNPs with nominal
significance are enriched in this analysis (OR = 4.6, p = 3.2 x 1073).

Additionally, the literature OR of the CAD SNPs are correlated
with the beta estimates (1 = 0.4, p = 0.0017, after transforming the
OR as suggested by Chinn [37], see also Supplementary Fig. 1).
However, the beta estimates for PS were on average smaller than
those for CAD (t-test of difference, after recoding for effect allele,
p = 1.5 x 1077). Restricted to the eight nominal significant SNPs,
correlation increased (r = 0.7, p = 0.049), and the difference became
insignificant (p = 0.68). Using PS8 instead did not improve the
results.

We next included sets of proxy SNPs that are in high LD (r? > 0.5)
with the lead SNP of a CAD locus in our analysis. Of note, this
included only 57 SNPs, as two CAD SNPs were tagged by the same
proxy SNP. The number of CAD loci that were also significantly
associated with PS (p < 0.05) increased to 16, suggesting that these
CAD loci might also be associated with carotid plaque. To verify this
result, we performed a permutation test with 10,000 randomly

combined sets of genotypes and phenotypes. Assuming the data to
be Poisson distributed, the empirical p value is 1.03 x 10~85, which
indicates a strong enrichment. We also considered the combined
effect of all CAD SNPs by calculating a GRS. The GRS showed a
strong association with PS (beta = 0.264, p = 1.99 x 1075,

3.6. Analysis of known cIMT, IS, and LAS loci for association with
plaque score

For four SNPs, association with cIMT [9] was reported. One of
them showed nominal significance with PS, and the direction of
effects are the same. The locus of this SNP is APOCI, which is also
reported to be a CAD and plaque prevalence locus (with suggestive
evidence) [2,9].

We found no significant association with the eight SNPs of the
most recently published stroke GWAS [13]. Dichgans et al. [12]
reported 17 SNPs in association with IS or LAS. Three of them
showed nominal significance with our PS trait, namely
51333047 at 9p21 (reported for LAS), rs7937106 at 11q22 (reported
for LAS), and rs4792143 at 17p12 (reported for IS). For both LAS
SNPs the effect with PS had the same direction as reported. How-
ever, the SNP reported for IS has opposite direction of effect in our
data. Using best proxy SNPs in high LD (r? > 0.5) there were six loci
significantly associated with PS (p < 0.05). A permutation test was
performed and resulted in an empirical p-value of 2.44 x 1074,
indicating a non-random overlap of stroke loci and loci associated
with carotid plaque score.

In addition, we calculated the genetic risk score for stroke using
the published ORs of Dichgans et al. [12] and tested the association
between this GRS and PS, PS8 and plaque burden at each of the four
anatomical regions investigated (see methods and Supplementary
Table 6). There was no significant association between PS and
GRS using all 17 stroke SNPs (beta = 0.0658, p = 0.20). Restricting
the GRS on the eleven LAS SNPs, the association becomes signifi-
cant (beta = 0.114, p = 0.039). We repeated the analysis with PS8,
which resulted in significant association for all 17 SNPs
(beta = 0225, p = 68 x 10°%) as well as LAS SNPs only
(beta = 0.296, p = 9.4 x 1074, Interestingly, this association is
mainly triggered by plaque in ICA.

3.7. Comparison of LIFE-Heart and LIFE-Adult

Prevalence of carotid plaque is higher in LIFE-Heart. Therefore,
we compared the risk allele frequencies (RAF) of our genome-wide
significant and suggestive PS hits between LIFE-Heart and LIFE-
Adult. The same was done for the RAF of the 58 CAD SNPs and
the corresponding GRS. Additionally, we compared CAD cases and
controls (noCAD) of LIFE-Heart with respect to these frequencies.
Frequencies are shown in Supplementary Table 7.

For the PS hits, three of them had higher RAF in LIFE-Heart
compared to LIFE-Adult (see also Table 2). This also applies for
the comparison of CAD and noCAD.

For the 58 CAD SNPs we found no enrichment of risk variants in
LIFE-Heart, as only 35 SNPs had higher RAF (binomial test, p = 0.15).
In contrast, comparing CAD and noCAD in LIFE-Heart we observed
39 SNPs with higher RAF in cases (binomial test, p = 0.012). Results
are displayed in Supplementary Fig. 2.

Similarly, we compared the GRS between our cohorts and be-
tween cases and controls of LIFE-Heart. As expected, subjects of
LIFE-Adult have smaller risk scores than those of LIFE-Heart (t-test,
p = 0.005). Controls of LIFE-Heart have smaller GRS than cases (t-
test, p = 0.001). Of note, scores in LIFE-Adult and LIFE-Heart are
significantly associated with PS (LIFE-Adult: beta = 0.22,
p = 8.7 x 104, LIFE-Heart: beta = 0.36, p = 3.7 x 107%).
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Table 3
Results of previously reported SNPs in our study.

SNP Infos Literature Association of lead Best associated tag SNP
SNP with PS
Locus Lead SNP Nearby gene Effect/ EAF Heart [ + SE/OR (95% p value p value B tag SNP p value B
other Adult [@))]
Bis et al. [9] 3p14 rs17045031 LRIGT AlG 0.032 —0.297 + 0.059 4.00 x 107 9.95 x 10 ? —0.082 rs76405716 5.63 x 1072 -0.093
0.036
4q31 rs1878406 EDNRA T/C 0.141 0.199 + 0.029 6.90 x 107" 1.86 x 102 0.061 rs6820938 637 x 10°* 0.081
0.141
7q22 rs17398575 PIK3CG A/G 0.250 0.162 + 0,023 2.30 x 1072 4.40 x 10 ? 0,043 512705390 3.63 x 10°? 0.065
0.243
19p13 rs6511720 LDLR T/G 0.086 ~0.178 £ 0.033 1.00 x 10 7 4.66 x 10 2 —0.063 rs17242381 8.51 x 10 > —0.082
0.099
19913 rs445925 APOC1 A/G 0.100 0.82 (0.76, 4.00 x 107% 7.34 x 10~ —0.098 rs7412 141 x 107 —0.124
0.113 0.89)
Nikpay etal. 1p32 rs9970807* PPAP2B T/C 0.080 0.88 (0.85, 5.00 x 107 247 x 107" ~0.039 rs72664358 1.49 x 1072 —0.060
[2] 0.080 0.91)
1941 rs67180937 MIA3 G/T 0.743 1.08 (1.06, 1.01 x 107" 5,58 x 102 0.040 rs28787398 1.23 x 10~% 0.065
0.747 1.11)
2p21 chr2:44074126:D ABCG5- C/CGT  0.246 0.94 (0.92, 2,60 x 107% 2,05 x 107" —0.027 rs7598542 4.31 x 1072 —0.045
ABCG8 0.251 0.96)
2p11 rs7568458 VAMP5-VAMPS-  A|T 0.445 1.06 (1.04, 3.62 % 1019345 10 ' 0.017 rs6747828 1.29 x 10 2 0.050
GGCX 0.460 1.08)
4q32 rs72689147° GUCY1A3 T/G 0.190 0.93 (0.91, 6.07 x 1079 4.57 x 1072 —0.046 rs11731886 3.60 x 102 —0.045
0.201 0.95)
6425 rs55730499"" SLC22A3-LPAL2-  T|C 0.059 0.93 (0.92, 1.85 % 10°° 8.88 x 107? 0.067 rs10455872 4.66 x 10~% 0.078
LPA 0.058 0.96)
626 rs4252185° PLG C/T 0.073 1.00 (0.98, 9.60 x 107" 223 x 107" 0.049 1510455872 4.66 x 1072 0.078
0.070 1.02)
8q24 rs2954029° TRIB1 T/A 0.487 0.96 (0.94, 261 x 107° 1.37 x 10~ —0.059 rs2980868 7.18 x 10~* —0.062
0.492 0.97)
9p21 rs2891168 CDKNZB G/A 0.480 1.21(1.19, 229 x 107 231 x 107° 0.101 159644862 8.73 x 107" 0.131
0.468 1.24)
10p11 rs2487928 KIAAT462 AlG 0.473 1.06 (1.04, 441 x 10 "' 498 x 10 2 0.036 rs2505084 563 x 10 * 0.050
0.488 1.08)
10q24 rs11191416° CYP17A1-CNNM2- G|T 0.111 0.93 (0.90 465 % 107° 517 x 107 —0.081 rs284841 1.71 x 1074 0.105
NT5C2 0.109 0.95)
12¢21 rs2681472°" ATP2B1 GJA 0.145 0.93 (0.92 1.03 x 10°% 220 x 102 0.059 rs4842666 4.57 x 10°° 0.076
0.149 0.96)
13q34 rs11838776" COL4A1/A2 A|G 0.296 1.04 (1.02 713 x 107 1.43 x 10" —0.030 159515199 1.75 x 10 ? 0.045
0.299 1.06)
1525 rs4468572" ADAMTS7 C/T 0.590 0.93 (091 452 x 1077 284 x 107" 0.021 rs12899452 4.85 x 10 0.039
0.596 0.95)
17p11 rs12936587" RAI1-PEMT- AlG 0.434 1.04 (1.02, 1.84 x 107° 4.21 x 107? —0.038 558251514 1.72 x 10~ -0.046
RASD1 0.433 1.06)
19p13 rs56289821" LDLR AJG 0.087 0.88 (0.85, 444 x 10 ' 691 x 10 2 ~0,058 rs17242381 851 x 10 ® -0.082
0.100 0.90)
19q13 rs4420638 APOE- G/A 0.147 1.10(1.07, 7.07 x 10°'1 927 x 10> 0.069 5429358 7.63 x 10 0.104
APOCI 0.170 1.13)

SNPs of Bis et al. [9] (trait plaque prevalence) and Nikpay et al. [2] (trait CAD) reaching at least nominal significance in our study (trait PS). Tag-SNP denotes the best SNP
(minimal p value) in LD with the reported top-SNP (* > 0.5). Some SNPs were reversely coded in the reference (marked with *). For better comparison, we transformed their
OR into its inverse. After transformation, six CAD-SNPs showed a different direction of effect (marked with ") when compared to our PS trait. For further information, see
Supplementary Tables 4 and 5. Significant direct associations of literature SNPs with PS are shown in bold.

2 SNPs were reversely coded in the reference.
" SNPs with a different direction of effect.

4. Discussion

Carotid artery plaque was proposed as a marker to support
prediction of prevalent and incident coronary events [6—-8]. How-
ever, assessing plaque status in sufficiently large cohorts is
demanding and only one meta-GWAS was published for this trait so
far [9]. Moreover, there is no generally accepted gold standard of
carotid plaque assessment, resulting in large heterogeneity of the
trait between studies. Here, we performed a genetic meta-analysis
of two large epidemiologic studies using the same operating pro-
cedures of plaque assessment, thereby guaranteeing a high degree
of comparability and high intra- and inter-rater reliability as shown
by our feasibility study. We also propose to consider the number of
affected segments as a more refined trait. We have previously
shown [8] that a plaque score considering the number of affected

segments is a better predictor for obstructive CAD than plaque
prevalence alone [9]. For our analyses, we relied on a plaque score
of the segments CCA and bulb. A score also including ICA and ECA
was considered. Although effect sizes appeared to be stronger
compared to PS, the higher percentage of missingness resulted in
inferior power. Nevertheless, our study is the first GWAS exploiting
plaque score as primary phenotype and resulted in the identifica-
tion of two loci with genome-wide significance not yet identified
with plaque prevalence in genome-wide studies.

The strongest association was observed for SNPs at the 9p21
locus, the most widely replicated locus of CAD. Our lead SNP is in
high LD with the lead SNP of this locus. The underlying patho-
mechanism of this locus is subject of intense research and evi-
dence was collected that the non-coding RNAs of CDKN2B-AS1
expressed at this locus play a key role [38--40]. The locus is known
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to be associated with several other vascular phenotypes and cardiac
events [41,42].

The situation for the second strongest locus at chromosome 10 is
less obvious. Our top-hit is in an intron of SFXN2 and the expression
of this gene is strongly controlled by the SNP in several tissues.
Thus, SFXNZ is the most plausible candidate here. However, our lead
SNP is in low LD with the CAD lead SNP (rs12413409) [33]. While
the latter shows only marginal association with PS (p = 0.01), proxy
SNPs considered by Nikpay et al. [2] (rs11191416) and us (rs284841)
showed some association (p = 5.17 x 1073 and p = 1.71 x 1074, for
rs11191416 and rs284841, respectively). The SNP rs284841 is an
intron modifier in WBP1L. The same applies for rs9663711 showing
suggestive significance in our data. Therefore, WBPIL is another
plausible candidate gene for this locus.

Both top-SNPs of our genome-wide significant loci are not
described in the study of Bis et al. [9] Conversely, we aimed at
replicating their loci in our data. It turned out that both genome-
wide significant SNPs reported in Bis et al. showed at least nomi-
nal significance with the same direction of effect in our data. We
further found supportive evidence, i.e. same direction of effect, for
the other three SNPs reported as suggestive. Two of them showed
nominal significance. This analysis shows that further studies and
meta-analyses are required to underpin associations with carotid
plaque phenotypes.

Another interesting question is to which extend there is a
common genetic origin of different atherosclerotic manifestations.
Although the correlation of carotid plaque and cardiovascular
lesion is well established [6—8], it is not clear how this translates
into common genetic patho-mechanisms. Therefore, we present
association statistics of reported top-SNPs of CAD loci with our
phenotype, which takes the number of plaques into account.
Although only one of the SNPs showed genome-wide significance
in our data, we observed an enrichment of concordant effects with
at least nominal significance. Effect sizes of CAD and PS are posi-
tively correlated. This strongly supports our hypotheses of common
genetic mechanisms underlying the development of atheroscle-
rosis in carotid and coronary vessels. In line with this, the strongest
CAD locus 9p21 also showed strongest association with our plaque
score. The GRS of CAD loci was also associated with PS.

In analogy to the analysis of CAD loci, we investigated the as-
sociation of cIMT and stroke loci with our phenotype. Regarding
cIMT, one of the four reported loci was also associated with PS
(APOCT). Regarding stroke, six of the 17 loci were associated which
was significantly more than expected by random. Interestingly, the
genetic risk score of stroke variants showed stronger association
with PS8 than PS, which was mostly triggered by a strong associ-
ation of LAS loci with ICA. This is in well agreement of the patho-
physiology of LAS, i.e. plaques in ICA are required for the definition
of LAS [14].

In conclusion, we propose carotid plaque score as a valuable trait
of genetic association analysis. By performing the first GWAS of this
phenotype, we identified two loci of genetic association. While the
9p21 locus is robustly associated with carotid artery plaque score,
our hit at chromosome 10 requires further replication in indepen-
dent cohorts as well as identification of the causal gene. Using our
plaque score, we could replicate four hits associated with carotid
plaque prevalence. Comparisons of plaque score and CAD associa-
tions strongly suggest that there is a larger overlap of genetic causes
of the two atherosclerotic manifestations. Likewise, we observed an
overlap with genetic loci associated with stroke. This overlap be-
comes stronger for LAS loci analyzed for genetic associations with
plaque scores comprising ICA. Larger studies and meta-analyses are
required to confine this overlap and possible differences in genetic
patho-mechanisms.
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Die Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) ist ein SchlUsselfaktor im
Lipidmetabolismus. Die Inhibition von PCSK9 stellt eine neue Therapiemoglichkeit fir
Patienten mit Hypercholesterindmie dar. Obwohl bereits eine Reduktion von kardiovaskularen
Ereignissen durch PCSK9-Hemmer beschrieben wurde, ist die Rolle von Plasma-PCSK9 als
Biomarker noch nicht eindeutig geklart. Das Ziel dieser Publikation war es, genetische
Varianten zu identifizieren, die einen signifikanten Einfluss auf PCSK9-Plasmaspiegel haben,
und hinsichtlich kausaler Effekte von PCSK9 auf verschiedene Formen der Atherosklerose zu
testen.

Dazu wurde eine GWAS im Verdachtskollektiv der LIFE-Heart Studie durchgefiihrt (n=3290).
Da eine Lipidtherapie mit Statinen einen signifikanten Einfluss auf das PCSK9-Spiegel hat,
wurde zur Uberpriifung der Ergebnisse eine GWAS in der statin-freien Subgruppe der
Patienten ausgefiihrt (n=2022).

In der GWAS konnten Assoziationen von vier unabhangigen Varianten (paarweises LD r?<0.1)
im PCSK9 Gen-Lokus mit Plasma-PCSK9 detektiert werden. In der statin-freien Subgruppe
waren diese Varianten ebenfalls assoziiert, jedoch erreichten hier nur drei der SNPs
genomweite Signifikanz aufgrund der Fallzahlreduktion. Der Top-Hit war die bekannte
Missense-Mutation R46L (rs11591147, p=1.94x10'’), die eine Reduktion der
Phosphorylierung an Ser47 bewirkt. Da die Phosphorylierung vor Abbau schitzen wiirde, wird
die Variante mit Lys46 verstarkt degradiert, was in einem niedrigeren PCSK9-Plasmaspiegel
resultiert [45, 46].

Neben dem starken Hit im PCSK9 Lokus konnten ein weiterer SNP mit genomweiter Signifikanz
und sieben mit suggestiver Signifikanz detektiert werden. Die Validierung dieser Loki und
Analyse moglicher funktioneller Gene steht noch aus.

AnschlieBend wurden die vier detektierten Varianten auf Assoziation mit Formen der
Atherosklerose in der Karotis getestet. Keiner der vier SNPs war mit PS assoziiert, und nur
einer nominal mit cIMT (rs2479409, p=0.028).

AbschlieBend wurde eine Mendelsche Randomisierung mit den vier Varianten als IVs
durchgefiihrt. Hier wurden kausale Effekte von PCSK9 auf Atherosklerose in koronaren
Gefallen (CAD, NVD50), KarotisgefalRen (PS, cIMT) und in der Peripherie (ABI, PAD) analysiert.
Kausale Effekte auf die Koronar- und Karotis-GefdBe konnten gezeigt werden, wohingegen
kein solcher Effekt auf periphere GefalRe nachweisbar war.
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ORIGINAL ARTICLE

Genetic Regulation of PCSK9 (Proprotein
Convertase Subtilisin/Kexin Type 9) Plasma
Levels and Its Impact on Atherosclerotic

Vascular Disease Phenotypes

See Editorial by Paquette and Baass

BACKGROUND: Inhibition of PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/
kexin type 9) is a novel strategy to treat hypercholesterolemia and
reduce cardiovascular events. However, the potential role of circulating
plasma PCSK9 concentrations as a diagnostic and predictive biomarker
remains uncertain as of now. Here, we aimed to identify genetic variants
associated with plasma PCSK9 and investigate possible causal effects on
atherosclerotic vascular disease phenotypes.

METHODS: We performed the first genome-wide association study of
plasma PCSK9 levels in a cohort of suspected and confirmed coronary
artery disease (LIFE-Heart; n=3290).

RESULTS: Several independent variants at the PCSK9 gene locus were
associated with circulating PCSK9 levels at genome-wide significance
(lead SNP rs11591147, PCSK9-R46L; P=1.94%x10-'7). We discovered 4
independent PCSK9 SNPs explaining 4.4% of the variance of plasma
PCSK9. In addition, we identified a genome-wide significant locus

at chromosome 7p22.1 (rs6957201; P=7.01x107°) and 7 suggestive

hits (P<1x10-%). Using MR (Mendelian Randomization), we detected
significant causal effects of circulating PCSK9 on coronary artery disease
status and severity, carotid plaques, and intima-media thickness.

CONCLUSIONS: Variants at the PCSK9 gene locus seem to be the major
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genetic determinants of plasma PCSK9 levels with 4 independent variants
at the PCSK9 gene locus expressing allelic heterogeneity. The detected MR
estimates support the hypothesis of a causal effect of PCSK9 on coronary
artery disease and other vascular phenotypes. Other observed genetic
associations for PCSK9 require validation in independent cohorts.
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CLINICAL PERSPECTIVE

PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin
type 9) plays an essential role in regulating lipid
metabolism. Functional inhibition of PCSK9 is a
novel treatment strategy for hyperlipidemia. In
our genome-wide association study, we identified
4 independent genetic variants at the PCSK9 locus
at genome-wide significance, explaining 4.4%
of the total variance of PSCK9. In an MR study
(Mendelian randomization), we detected causal
effects of PCSK9 plasma levels on coronary artery
disease, number of coronary vessels with stenosis,
and carotid artery plagues but not peripheral artery
disease. This increases confidence that PCSK9 is a
valid target not only to treat hyperlipidemia but
also to reduce risk or severity of atherosclerotic
vascular disease in carotid and coronary arteries.

protein cholesterol) are a major modifiable risk fac-
tor for atherosclerotic cardiovascular disease. Ther-
apeutic interventions facilitating the hepatic uptake of
LDL via the LDLR (LDL receptor) pathway are proven to
reduce cardiovascular events.! PCSK9 (proprotein con-
vertase subtilisin/kexin type 9) plays an essential role in
lipid metabolism as a key regulator of plasma LDL-C.?
The protein is mainly produced and secreted by the
liver. It binds LDLR on the cell surface of hepatocytes
and targets them for lysosomal degradation, resulting
in increased LDL-C. Rare gain-of-function mutations
in PCSK9 were identified to cause autosomal domi-
nant hypercholesterolemia, whereas loss-of-function
mutations in PCSK9 were found to be associated with
low LDL-C and reduced risk of coronary artery disease
(CAD).>* Moreover, genome-wide association analysis
showed that common variants in the PCSK9 gene lo-
cus are associated with LDL-C and the risk for CAD.>®
Therefore, inhibiting PCSK9 function has emerged as
a promising strategy to treat hypercholesterolemia.
Indeed, 2 monoclonal antibodies against PCSK9 (Ali-
rocumab and Evolocumab) have been approved’# and
shown to markedly reduce LDL-C in a wide range of pa-
tients. The use of evolocumab was also associated with
a significant reduction of future cardiovascular events in
a large-scale outcome trial ®
Recent studies indicate that the functional effects of
PCSK9 may not be limited to the LDLR pathway. PCSK9
was implicated to affect several other atherogenic risk
factors, such as the metabolism of triglyceride-rich
lipoproteins, degradation of the very-low-dense-lipo-
protein receptor, inflammatory response, and glucose
metabolism.? In this context, circulating PCSK9 concen-
trations have gained interest as a potential biomarker

E levated plasma levels of LDL-C (low-density lipo-

Circ Genom Precis Med. 2018;11:e001992. DOI: 10.1161/CIRCGEN.117.001992

for risk stratification. Current findings on the relation
between PCSK9 plasma levels and cardiovascular dis-
ease are equivocal, but a meta-analysis of 7 studies
reported that subjects with high PCSK9 levels have a
23% higher risk for total cardiovascular events when
compared with patients with low PCSK9 levels.®

Although considerable variation in circulating PCSK9
levels has been noted in different cohort studies,®"'"
information on the genetic factors that contribute to
this variability is limited. A recent GWAS (Genome-Wide
Association Study) of PCSK9 plasma levels failed to
detect genome-wide significant variants (genome-wide
threshold P<5x107%) in 2 cohorts of healthy, middle-aged
Swedes, which might be because of limited statistical
power given the moderate sample size (N=1215).° In
addition, causal links between PCSK9 plasma levels and
atherosclerotic vascular disease (ASVD) phenotypes have
not been studied using genetic instruments to date.

In the present study, we performed genome-wide
association analysis for circulating PCSK9 levels in a large
cohort of patients receiving coronary angiography for
suspected CAD (N=3290; LIFE-Heart study). Further, we
analyzed allelic heterogeneity of the PCSK9 gene locus
and applied MR (Mendelian Randomization) to identi-
fy causal effects of circulating PCSK9 levels on various
atherosclerotic disease phenotypes including additional
data of the large population-based LIFE-Adult study.

METHODS

The data that support the findings of this study are available
from the LIFE Research Center for Civilization diseases on
qualified request. Requests for access to more detailed sum-
mary statistics, replication results, and analytic methods will
be considered by the authors.

Cohort Descriptions
LIFE-Heart is an observational study of patients collected
at the Heart Center of Leipzig, Germany. A total of *7000
patients were recruited with either suspected stable CAD or
myocardial infarction. Study design and a detailed descrip-
tion of patients can be found elsewhere.'? For the present
analysis, we only included patients with suspected stable CAD
subjected to coronary angiography. PCSK9 plasma levels and
genetic data were available for N=3358 of these patients.
LIFE-Adult is a population-based cohort study of adult
residents of the city of Leipzig, Germany. A total of 10000
participants have been recruited and characterized including
subclinical atherosclerosis phenotypes.'® For a total of 4985
LIFE-Adult participants, genetic data were available. These
samples were used to improve power of the MR analysis.
Both LIFE-Heart and LIFE-Adult meet the ethical standards
of the Declaration of Helsinki and were approved by the Ethics
Committee of the Medical Faculty of the University Leipzig,
Germany (LIFE-Heart: Reg. No. 276-2005; LIFE-Adult: Reg.
No. 263-2009-14122009). Written informed consents includ-
ing agreement with genetic analyses were obtained from all
patients of LIFE-Heart and participants of LIFE-Adult.
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Assessment of Atherosclerotic
Phenotypes

We analyzed 6 ASVD phenotypes at 3 locations: coronary
arteries: CAD status and number of coronary vessels with
stenosis (NVD50); carotid arteries: intima-media thickness
(cIMT), and plaque score (PS; with values between 0 and 4
counting the number of vessels with plaque); and peripheral
arteries: ankle-brachial index (ABI) and peripheral artery dis-
ease (PAD) status (defined as ABI<0.9). Coronary phenotypes
are only available for LIFE-Heart. Details of the measurements
are provided in the Data Supplement.

Blood Lipid and PCSK9 Measurement

Venous blood samples were taken before coronary angiography
in patients of the LIFE-Heart study. Laboratory measurements
were performed on the same day using an automated Roche
Cobas 8000 Clinical Chemistry analyzer (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Total cholesterol, LDL-C, and HDL-C
(high-density lipoprotein cholesterol) were determined by homo-
geneous enzymatic colorimetric assays. ApoA1 and ApoB (apo-
lipoproteins) were determined with Roche immunoturbidimetric
assays. Total PCSK9 levels were analyzed in serum samples (pre-
viously stored at —80°C) using a commercial assay (Quantikine
Human PCSK9 immunoassay; R&D Systems). Further details of
PCSK9 measurement are given in the Data Supplement.

SNP Genotyping and Imputation

LIFE-Heart samples were genotyped using Affymetrix Axiom CEU1
or Affymetrix Axiomm CADLIFE genome-wide SNP arrays. The lat-
ter essentially contains Axiom CEU as genome-wide backbone
and an additional custom content of 62500 SNPs from known
CAD loci. Genotype calling was performed using Affymetrix
Power Tools (v1.17.0 for Axiom CADLIFE and v1.16.1 for Axiom
CEU) with their latest libraries (Axiom CADLIFE1, release 3 and
Axiom Genome-Wide CEU 1 Array Plate, Analysis Files, release 6,
respectively). LIFE-Adult samples were genotyped with Affymetrix
Axiom CEU1T SNP array, and calling relied on Affymetrix Power
Tools (version 1.17.0) with the same library as LIFE-Heart.

An in-house pipeline performed SNP and sample quality
control. Details can be found in the Data Supplement. For
LIFE-Heart, 5700 (5688) samples and 504593 (12715) SNPs
fulfilled all quality criteria for autosomal (X-chromosomal,
respectively) analyses. For LIFE-Adult, 4985 (4978) samples
and 532875 (13554) SNPs fulfilled all quality criteria.

Imputation was performed using 1000 Genomes Phase 3,
Version 5" (2015) as reference, SHAPEIT' (version v2.r837) for
phasing, and IMPUTE2' (version 2.3.2) for genotype estimation.
For chromosome X, the same reference and software was used.

SNPs with info score <0.5 or minor allele frequency
<1% were filtered. A total of 9882017 SNPs were used
for genome-wide analyses, 9579329 for autosomal, and
302 688 for X-chromosomal analysis.

Statistical Analysis

Genome-Wide Association Analysis
PCSK9 and BMI were log-transformed for all analyses.

Before any GWAS, we controlled several parameters for
association with plasma PCSK9. Only sex, age, smoking, and
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statin therapy were significantly associated in a multivariate
model. In addition, we found a significant sex—age interaction
(P=0.0041), but decided against an inclusion of this covariate
for GWA because it was expected that this interaction can
hardly influence the SNP effect. Nevertheless, for the purpose
of validation, we checked all genome-wide and suggestive
GWA hits with this model and a model containing no covari-
ates (univariate analysis). No relevant differences were found.

We performed 2 genome-wide association analyses for
PCSK9 levels in LIFE-Heart: the first GWAS included all patients
(N=3290 patients with complete covariates), and the sec-
ond was restricted to those without statin therapy (N=2022
patients with complete covariates, denoted as statin-free sub-
set). Both analyses were executed with SNPTEST' (version
2.5.2) using the additive frequentist model and expected gen-
otype counts. We adjusted for sex, age, and current smoking
in both analyses, and additionally, for lipid therapy in the first
analysis. The threshold for genome-wide significance was set
to P<5x107%. Associations with P<1x10~° were considered as
suggestive and presented as list of top SNPs.

X-chromosomal SNPs were analyzed assuming total X
inactivation, that is, the gene doses of females are halved
according to Kénig et al.” To consider possible alternatives,
we tested X-chromosomal top hits with a model without X
inactivation and analyzed sex—SNP interactions. No such inter-
actions were found at genome-wide significance.

Linkage disequilibrium between markers was calculated
using data from 1000 Genomes Phase 3, Version 5 (2015)™
for European samples. Priority pruning of the top list was per-
formed as follows: first, variants of the list of top SNPs which
are in linkage disequilibrium with an association of higher sig-
nificance were considered as tagged by the other variant if
r’>20.5. Then, to analyze the PCSK9 locus in detail, we used a
stricter threshold of r2>0.1.

A comprehensive annotation was applied to all SNPs of
our top list using the following bioinformatics resources:
Ensemble,” GWAS catalogue,®® expression quantitative trait
loci data,?’*? and pathways from KEGG, GO, DOSE,* and
Reactome.?* Deleteriousness scores for nonsynonymous cod-
ing SNPs were calculated according to Kircher et al?® and
Bend! et al.?® Further details are summarized in the Data
Supplement.

Relation of PCSK9 and ASVD

Vascular phenotypes (CAD, NVD50, PS, cIMT, PAD, and ABI)
were tested for association with PCSK9 levels and SNPs dis-
covered in our GWAS. CAD and PAD status were analyzed by
logistic regression, the ordered categories of NVD50 and PS
by proportional odds logistic regression, and cIMT and ABI by
linear regression.

MR Analysis
We performed an MR study using 4 independent PCSK9
variants with pairwise r’<0.1 as instrumental variables (IVs),
plasma PCSK9 levels as exposure, and the vascular pheno-
types as outcomes. Variants were assumed to satisfy MR
assumptions for [Vs as explained in the Data Supplement (the
relevant directed acyclic graph is given in Figure | in the Data
Supplement).

LIFE-Heart was used to calculate the regression coeffi-
cients of IV on plasma PCSK9 and of IV on CAD and NVD50.
LIFE-Heart and LIFE-Adult were used to calculate regression
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coefficients of IV on PS, cIMT mean, PAD, and ABI. We per-
formed a fixed-effect model meta-analysis to generate com-
bined estimates of IV on outcome. We then calculated_the
combined inverse-variance weighted causal estimate f3,,,
for each outcome.?’ To test whether our positive causal results
are confounded by pleiotropy, we applied the modified Q
test.?® Test was negative for all outcomes.

If not stated otherwise, statistical analyses were performed
with the software R.2 For all analyses other than genome-
wide SNP association, we applied a (nonadjusted) significance
threshold of 5%, that is, our results are exploratory rather
than confirmative.

RESULTS

Relationships of Cardiovascular Risk
Factors and Plasma Lipids to Circulating
PCSK9 Levels

The characteristics of the LIFE-Heart study population
are summarized in Table 1. Plasma PCSK9 levels were
associated with sex, age, BMI, diabetes mellitus, smok-
ing status, hypertension, and statins in univariate analy-
sis (Table | A in the Data Supplement). In a multivariate
analysis, only sex, age, smoking status, and statins
remained significant. Similar effect sizes of sex, age,
and smoking were observed in the statin-free subset
(Table | B in the Data Supplement). Male sex and age
were associated with lower PCSK9 levels, that is, these
factors have an opposite effect on PCSK9 than on CAD
risk, whereas smoking and statins increased PCSK9.
We observed a significant and qualitative interaction
between sex and age (Figure Il in the Data Supplement;
Table IC and ID in the Data Supplement).

PCSK9 levels were positively correlated with total
cholesterol (Spearman p=0.16; P=2.06x107"%), LDL-C
(p=0.10; P=8.66x10"), ApoB (p=0.14; P=1.19x10-'9),
and ApoA1 (p=0.11; P=3.65x107"%) but not with HDL-
C after controlling for sex, age, smoking, and statins
(Table Il in the Data Supplement). These correlations
were stronger in the statin-free subset (Figure Il in the
Data Supplement).

Genome-Wide Association Analysis of
PCSK9 Plasma Levels

To identify genetic variants associated with plasma
PCSK9 levels, we performed GWA of all 3290 LIFE-
Heart samples and then evaluated the consistency of
the results in the statin-free subset (n=2022). In the
primary GWAS, we identified a total of 31 variants (5
variants after pruning) with genome-wide significance.
No inflation of test statistics was observed (h=1.006).
Manhattan plots and QQ plot are displayed in Figure 1
(statin-free subset analysis is given in Figure IV in the
Data Supplement). Summary statistics and SNP anno-
tations are displayed in Table Ill A in the Data Supple-
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ment (statin-free subset is given in Table Il B in the Data
Supplement).

Genetic Variants at the PCSK9 Locus

The strongest associations with PCSK9 plasma level
were observed on chromosome 1p32.3 at the PCSK9
locus. Here, 4 independent SNPs (r?<0.1) located within
the gene or a distance of <60 kb were associated at
genome-wide significance (Table 2; Tables Il A and IV in
the Data Supplement). A regional association plot of the
locus is shown in Figure V A in the Data Supplement.
The lead SNP rs11591147 (p=-0.315; P=1.94x10-"7)
is coding for the PCSK9-R46L missense mutation and
was previously reported to associate with LDL-C*>3® and
response to statin therapy.®' Further, the PCSK9-R46L
allele was associated with lower plasma PCSK9 levels
and CAD risk in candidate gene studies.'

Associations with LDL-C and coronary heart disease
were also reported for other identified SNPs at the
PCSK9 locus.®%23 These variants are in strong linkage
disequilibrium (r?>0.5) with several cis-eQTL-SNPs for
PCSK9 (P=3.27x107%7;:22 Tables IV and V in the Data
Supplement), suggesting a potential functional effect
via regulation of PCSK9 transcription.

Association results were robust when restricting
analysis to the statin-free subset. However, because of
power loss and different priority pruning, only 3 SNPs
reached genome-wide and 2 suggestive significance
(regional association plot is given in Figure VI A in the
Data Supplement). Of note, absolute values of B esti-
mates increased for the majority of variants (Table 2;
Table Il B in the Data Supplement; Figure VIl in the
Data Supplement). Association results were also robust
against additional adjustments about the observed
age-sex interaction and testing the variants in a univari-
ate model (Table VI in the Data Supplement).

Because multiple SNPs in low linkage disequilibrium
at the PCSK9 locus were associated with plasma PCSK9
levels (Figure 2), we analyzed this allelic heterogeneity
in more detail. Of the 4 independent SNPs initially iden-
tified at this locus, 3 SNPs (rs11591147, rs45448095,
and 1:55520994) remained significant when tested in
a multivariate model. Together they explain 4.4% vari-
ance of plasma PCSK9. In a combined analysis of these
SNPs and all covariates, the SNPs remained significantly
associated, and the explained variance increased to
19.4%.

FBXL18 Locus

Besides the PCSK9 locus, we identified a second locus
with genome-wide significance on chromosome 7
(Table 2; Figures V B and VI C in the Data Supplement).
The lead SNP is rs6957201 (p=-0.163; P=7.01x10°).
However, the SNP has low minor allele frequency
(3%) and inferior imputation quality (info score of
0.549) reducing its credibility. Association results were
also consistent in the statin-free subset (p=-0.167;
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Table 1. Characteristics of the LIFE-Heart Study
Population

Men vs | Lipid vs No

Parameter All Women Therapy
Men/women 2167/1191 0.448
Age,y 61.7£10.8 <0.001* <0.001t
Current smoker 699 <0.001* 0.701
Statin therapy 1270 0.448
BMI, kg/m? 29.7+5.0 0.083 <0.001t
Type 2 diabetes mellitust 1038 0.125 <0.001t
Hypertension# 3024 0.721 <0.001t
Systolic BR, mmHg 138.5+£18.6 0.172 0.074
Diastolic BR, mm Hg 83.5£10.9 0.477 <0.001
PCSK9, ng/mL 230.9 (188.9-282.6) <0.001 <0.001t
Cholesterol, mmol/L 5.43£1.21 <0.001 <0.001
HDL-C, mmol/L 1.34+£0.41 <0.001 <0.001
LDL-C, mmol/L 3.32:£1.04 0.056 <0.001
ApoA, g/L 1.51£0.29 <0.001 0.070
ApoB, g/l 1.00£0.28 0.223 <0.001
NVD50 <0.001* <0.001t

0 1230

0.5 632

1 503

2 405

3 449
Established CAD 1357 <0.001* <0.001t
<IMT, mm 0.79£0.15 <0.001* <0.001t
PS <0.001* <0.001t

0 1154

1 549

2 756

3 371

4 320
PAD 355 0.127 <0.001t
ABI 1.08£0.19 <0.001* <0.001

All parameters are restricted to genotyped patients with PCSK9
measurement. For the continuous parameters, the arithmetic mean and
SD is given. We tested men against women and statin treatment against
no treatment. All binary parameters were tested with a y? test; continuous
parameters were tested with a Mann-Whitney U test. NVD50 and PS were
tested with proportional odds regression. ABI indicates ankle-brachial
index; Apo, apolipoprotein; CAD, coronary artery disease; cIMT, carotid
intima-media thickness; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol;
LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; PAD, peripheral artery disease;
and PS, plaque score

*More cases or higher values in men for binary or continuous parameters,
respectively.

tMore cases or higher values in the statin group for the binary parameters
or continuous parameters, respectively.

+Known, in therapy or acute

P=1.70x10-%) and robust against additional adjustment
for the observed age/sex interaction (Table VI in the
Data Supplement).
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Suggestive Loci

Applying a suggestive significance threshold of
P<1x10°, we identified 3 loci when analyzing all
patients (Table VI in the Data Supplement; region-
al association plots are given in Figure V in the Data
Supplement). Those loci were at Xq27.3 (nearest gene
SPANXN4), 22q12 (TOM1), and 13q13 (RPS12P24).
Restricting GWA analysis to the statin-free subset
revealed 4 suggestive loci (613 within KCNQ5, 18q12
near SYT4, 1p31 near IFI44, and 4p15; Table VI in the
Data Supplement; Figure VI in the Data Supplement).
Comprehensive annotation for all suggestive loci is pro-
vided in the Data Supplement.

Replication of Previously Reported SNPs
Chernogubova et al'® reported 6 SNPs at the PCSK9
locus with nominal significance. Of those 6, 4 were
significant in our data, 2 even on genome-wide level.
Outside the PCSK9 locus, we could not replicate the 19
reported hits (Table VIl in the Data Supplement).

Theusch et al** reported 7 SNPs associated with the
difference in PCSK9 levels before and after statin treat-
ment. None of these SNPs showed significant associa-
tion with PCSK9 plasma levels in our data (Table VIl in
the Data Supplement).

In addition, we looked up known nonsynonymous
coding mutations in the PCSK39 gene and tested
them for association with circulating PCSK9 levels.
Out of 50 reported mutations,**3° only 5 were in our
genotype data. All but one were significantly associ-
ated with PCSK9 plasma levels (Table VIII in the Data
Supplement).

Further details on replication analyses are document-
ed in the Data Supplement.

Associations With ASVD and MR

We next analyzed the relationship between circulating
PCSK9 and the 4 genome-wide significant PCSK9 SNPs
with CAD and other atherosclerotic phenotypes avail-
able in LIFE-Heart (Table 3; Tables IX through XIl in the
Data Supplement).

Association of PCSK9 Variants With Vascular
Phenotypes

We identified one PCSK9 SNPs (1:55520994) that was
associated with the number of affected coronary arter-
ies (NVD50) at nominal significance (P<0.05). It was
also significantly associated with the presence of CAD
in the statin-free subset. One of the other PCSK9 SNPs
was associated with cIMT (rs2479409 for all patients).
It was also associated with PAD in the statin-free subset
(Table IX in the Data Supplement).

We also analyzed the SNP associations with plasma
lipid traits. The SNP 1:55520994 was associated with
total cholesterol, LDL-C, and ApoB in both, all subjects,
and the statin-free subset. Including patient with statins

May 2018 5



Molekulargenetische Faktoren der Suszeptibilitdt fiir Karotis-Plaques

810C ‘€1 KeJA U0 Jsond £q /310" s[etmolere soT)eue8o110,//:d)) o1y papeorumoq

Pott et al; Genetics of PCSK9 and Impact on Vascular Traits

(X ]

A B,
" 15
w
- 14
s
- 5 12
R - C
e ;’ ERl
el & <}
(o] ¢ [
8
o -
6
4
o 4
T T T T »
0 2 4 6
Expected

7 8 8 10 11 12 13
Chromosome

15 17 1921 23

Figure 1. QQ plot and Manhattan plot.

A, QQ plot of Pvalues of the GWAS of all study subjects. SNPs with info score <0.8 are plotted as triangles, and those with minor allele frequency <0.05 are
colored red. There is no inflation in our data (A=1.006). B, Distribution of log-transformed P values of the GWAS of all study subjects. The bold line marks genome-
wide significance (P=5x107%). Two loci reached genome-wide significance, one at chromosome 1 (PCSK9) and the other one at chromosome 7 (FBXL18)

attenuated the associations with plasma lipids (Table IX
in the Data Supplement).

Correlation of PCSK9 Plasma Levels With ASVD
PCSK9 plasma levels were significantly associated
with CAD status and severity (P=0.034 and P=0.031,
for CAD and NVDG5O0, respectively) only in the statin-
free subset (adjusted for all common risk factors: sex,
age, smoking, hypertension, BMI, and type 2 diabetes
mellitus). Including patients with statins reduced both
the association and p estimators (Table X in the Data
Supplement).

In addition, circulating PCSK9 levels were signifi-
cantly associated with all analyzed subclinical athero-
sclerosis parameters (cIMT, P=0.030; PS, P=0.004; PAD,
P=0.032; ABI, P=6.36x10"°) in the univariate analysis
of all subjects.

MR With PCSK9 Variants as IV and ASVD
Phenotypes as Outcomes

Using the 4 independent (r*<0.1), genome-wide signifi-
cant PCSK9 SNPs as Vs, we performed MR to analyze
whether circulating PCSK9 plasma levels causally affect
vascular phenotypes (Table 3).

We found significant causal effects for both CAD
status and severity (g,,, (CAD)=0.960, P=0.048;
Bw (NVD50)=1.223, P=0.005) in the entire cohort.
In the statin-free subset analysis, only B,,, (NVD50)
reached significance. For the analysis of carotid and
peripheral artery phenotypes, we used the combined
information of the LIFE-Heart and LIFE-Adult studies
(total N=7647-7792). We detected significant causal
effects on PS (B,,, (PS)=0.605; P=0.023) and a trend
for cIMT (P=0.061). Effects were robust in the statin-
free subset.

Circ Genom Precis Med. 2018;11:e001992. DOI: 10.1161/CIRCGEN.117.001992

We could not detect a significant causal effect for
ABI or PAD in neither the full cohort nor the statin-free
subset analysis. Scatterplots of SNP effects on PCSK9
levels and vascular phenotype are shown in Figures VIl
and IX in the Data Supplement.

DISCUSSION

PCSK9 plays an essential role in regulating lipid metab-
olism and functional inhibition of PCSK9 is a novel
treatment strategy for hyperlipidemia. Here, we per-
formed to date the largest genome-wide association
study of circulating PCSK9 levels in 3290 patients of
the LIFE-Heart study, a cohort focusing on CAD. We
identified the PCSK9 locus as a strong and genome-
wide significant genetic determinant of PCSK9 plasma
levels and detected considerable allelic heterogeneity.
In addition, we discovered a genome-wide significant
locus on chromosome 7 within FBXL18 and several
other suggestive loci that warrant independent vali-
dation. Availability of coronary angiography (in LIFE-
Heart) and other atherosclerotic disease assessments
(in LIFE-Heart and LIFE-Adult) allowed us to analyze
the causal impact of circulating PCSK9 on these phe-
notypes for the first time. By MR, we detected causal
relationships of PCSK9 for atherosclerosis at the coro-
nary, and carotid arteries. These results provide further
evidence that functional inhibition of PCSK9 may con-
tribute to reduce ASVD risk.

Nongenetic Factors Influencing PCSK9

To analyze possible confounders of the observed asso-
ciations, we first investigated factors influencing PCSK9
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Aalalalols plasma concentration in detail. Statins treatment signifi-
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& ulatory element-binding protein-2) pathway.?’ Because
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= statins) and in the statin-free subset. We found that the
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-y B - | - (2P| 9| S ; @ . . .
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g PCSK9 and plasma LDL-C.*®
. - = Beyond statin treatment, age, sex, and smoking sta-
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o 2 interaction between sex and age, independent of the
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S D DTz 188 | tl f51 to 60 d then d
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Do . : .
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S S 3 2R gl EER associated with plasma PCSK9 levels did not detect
= a -2 l8 (522 §em any genome-wide significant associations.” Using a
g, B R AR S NS s o0 . : i ;
= o Rl R s8d considerably larger discovery cohort, we now identi-
g s 9o E fied several variants at the PCSK9 gene locus that were
3 §cs associated with circulating PCSK9 at genome-wide sig-
@ gl | |mfonl- | 58 nificance, both, in the entire cohort and in the statin-
E g|lT|2l2|2la 2 |8 & free subset. The strongest association was observed
< D R I I ER- : :
@ 285 for SNP rs11591147, encoding the above-mentioned
e a 5% missense mutation PCSK9-R46L. This association is
~N - 62 plausible as the mutation decreases the phosphory-
% ;-3' - - §3§ lation of Serd7, which is assumed to protect PCSK9
= from proteolysis.**** Therefore, PCSK9 secretion into
Circ Genom Precis Med. 2018;11:e001992. DOI: 10.1161/CIRCGEN.117.001992 May 2018 7
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Figure 2. Heat map of pairwise linkage disequilibrium (r?) for the SNPs at t

he PCSK9 locus.

Gene range was added according to University of California, Santa Cruz Genes track (hg19). P values of the GWAS were shown according to the position in the
gene, not in heat map. Colors mark the genome-wide significant SNPs with pairwise LD r’<0.1 (blue: rs11591147, green: rs45448095, magenta: rs2479409, and

cyan: 1:55520994)

plasma decreases with rs11591147-T. We also detect-
ed 3 additional independent and multivariate signifi-
cant SNPs, suggesting substantial allelic heterogeneity.
Moreover, the PCSK9 locus harbored several other
suggestive SNPs including the rare nonsynonymous
coding mutations A53V, V4741, and E670G that corre-
lated with circulating PCSK9 levels. Together our find-
ings suggest that variants at the PCSK9 gene locus are
the predominant genetic determinants for circulating
PCSK9 levels in this population. Associations of the
PCSK9 variants with plasma lipids (CHOL, LDL-C, and
ApoB) were much weaker and likely mediated by the
effect of PCSK9 on lipid metabolism.

Besides the PCSK9 locus, we identified a second
genome-wide significant locus in a gene-rich area
at chromosome 7p22. The lead SNP was located in

Circ Genom Precis Med. 2018;11:e001992. DOI: 10.1161/CIRCGEN.117.001992

FBXL18, which encodes the F-box and leucine-rich
repeat protein 18, whose function remains largely
unknown. However, the SNP has inferior quality met-
rics. Follow-up studies especially replication in an
independent population and functional assessments
are necessary to validate this finding. Likewise, valida-
tion is also required for the suggestive hits (P<1x10-%)
identified in the entire cohort (Xq27.3 near SPANXN4,
22912 near TOM1, and 13913 near RPS12P24) or the
statin-free subset (6913 within KCNQ5, 1812 near
SYT4, 1p31 near Ifl44, and 4p15). Interestingly, sug-
gestive associations between KCNQ5 and LDL-C were
previously reported in the Framingham Heart Study
Offspring Cohort,* and we have recently reported
suggestive associations between KCNQ5 and carotid
atherosclerotic plaque burden.*
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» 2 PCSK9 Gene Variant and PCSK9 Plasma
gle|e|23|els|5y Levels in Relation to Vascular Phenotypes
1518 ) 58
RN N e Recent MR studies have used PCSK9 SNPs as instru-
:3 ,i? ments to successfully show the causality of LDL-C on
dlalolal | &2 CAD or type 2 diabetes mellitus risk.#-*° However, vari-
3|BIR||X |85 ants at the PCSK9 locus are much stronger associated
B I i I e Eé with circulating PCSK9 protein levels. Hence, SNPs at
38 the PCSK9 gene locus are well suited to perform MR
o olale|8|o ;*? analysis of the causal relationship of PCSK9 protein
125 |s|<lS|8¢g levels and ASVD phenotypes. This is of particular clini-
ijé cal interest because clinical applications for functional
= inhibitors of PCSK9 are currently explored.
8@ g 5 g ol < £ We confirmed the previously reported positive corre-
s|e|s|3|9]|3 %% lation of PCSK9 and PAD.*" In line with this, a negative
b = correlation of PCSK9 and ABI was observed. However,
ol JR N % % in MR analysis, we found no causal effect.
Z1s151818(8] 2 Despite the lack of a raw correlation of PCSK9 with
= CAD and NVD50 for both the complete data set and
o | e 5 o g g the statin-free subjects, we detected causal effects of
1Y =13|2|8 QE PCSK9 on coronary and carotid phenotypes. We sup-
TIT(e|T|T|T |58 pose that the strong confounding factors age and male
,;?B ﬂ:% sex blur the raw correlations. On one hand, these fac-
Slh|alal3] g g tors increase the risk for CAD and NVD50; on the other
Si2|g|3|3|S] s i hand, they reduce PCSKO.
Bl Our study suggests that a genetic reduction of
ol alolalola 5 8 PCSK9 levels by 50% is associated with a reduction of
S35 18|8|8|38 CAD risk by 50%. Interestingly, the effect on carotid
£ 5 artery atherosclerosis was just half as strong as on CAD.
3 olmlalels|e % ‘§ On treatment strategies to inhibit PCSK9, the results
E § 8 § f;' = § 5 of the MR study may not be overstated because the
s ' 3 detected effect is a lifelong effect. Later onset of treat-
g .13 g ment with PCSK9 inhibitors might result in a more
= slelx|g|als 2% moderate effect.
T s|s|g|g|2|8| e
2 °1 32 o
g 835 Study Limitations
-E =238 |2|s %—i The present study has the following limitations. The
3 R °1°1° % GWAS was performed in a population at risk or with
@ 22 present CAD, that is, not within a population-based
(S sl 2gl2 ;ﬁ)é study. On the other hand, the availability of coronary
i b e R = :;z ,%‘ angiography and vascular phenotyping allowed to ana-
£ £ lyze CAD severity in relation to PCSK9 and its genetic
3 I VO I N I == variants. The present study also included a high percent-
3 % e|& 2133 2 e age of patients on statin treatment, which is known to
:S 2|2 ;o*: g % % § ,§ increase PCSK9 levels. Therefore, all analyses were also
= R N B performed in the statin-free subset and were robust.
= B g . We have to acknowledge that MR as a method to
b e85 5= é show causality relies on assumptions that inherently
; 1k 31313188 ¢ cannot be proven. In the present case, we demonstrat-
£ “Tlelg sls £3 8 ed plausibility of the assumptions by our considerations
S é; . shown in Mendelian Randomization Analysis in the
b 258¢ Data Supplement.
™ 2 g g §§ Last, the ELISA assay used to determine plasma
% % g " 5 g 3 % g 2 5‘ PCSK9 levels does not differentiate between active and
s - 54 inactive PCSK9. It is known that PCSK9 circulates as
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mature and furin-cleaved protein and that a fraction of
PCSK9 is also lipoprotein bound."" Possible differences
in associations of these subfractions with genetics and
phenotypes could not be assessed.

Conclusions

In conclusion, by genome-wide association for circulat-
ing PCSK9 levels, we identified 4 independent genetic
variants at the PCSK9 locus at genome-wide signifi-
cance, explaining 4.4% of the total variance of PSCK9.
In addition, we describe 1 genome-wide significant
locus on chromosome 7p22 and 7 suggestive loci asso-
ciated with plasma PCSK9, which require independent
replication and identification of the causal genes.

We performed the first MR study to address causal
effects of PCSK9 on ASVD phenotypes. We detected sig-
nificant causal effects for atherosclerosis at the coronary
and carotid arteries. This increases confidence in PCSK9
as a valid target to reduce risk or severity of ASVD.
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2.3 Zusatzliche Ergebnisse

In diesem Kapitel werden drei weitere Analysen beschrieben, die bislang nicht publiziert sind.
Es handelt sich hierbei um folgende Aspekte bzw. Fragestellungen:

e Die Prdvalenz von Karotis-Plaques unterscheidet sich stark zwischen den beiden LIFE-
Studien. Es wird das genetische bzw. lebensstil-assoziierte Risiko fiir KHK (als Stellvertreter
fiir Atherosklerose) zwischen LIFE-Adult und LIFE-Heart verglichen mit der Fragestellung,
ob die unterschiedliche Pravalenz durch diese Risikoscores erklart werden kann.

e FEine kirzlich publizierte genetische Analyse des KHK-Schweregrads konnte bis auf den
bekannten 9p21 Lokus keinen weiteren detektieren [47]. Es stellt sich daher die Frage, ob
dies auch fiir die Schwere der Belastung mit Karotis-Plaques zutrifft. Dazu wird eine Meta-
GWAS analog zur ersten Publikation (Kapitel 2.1) durchgefiihrt, allerdings eingeschrankt
auf Patienten / Probanden mit Karotis-Plaques (PS>0, Case-Only Studie).

e In der zweiten Publikation (Kapitel 2.2) wurden vier unabhangige SNPs im PCSK9 Lokus
beschrieben, die allelische Heterogenitat suggerieren. Deshalb wird eine Haplotypen-
Analyse des PCSK9 Lokus durchgefiihrt mit dem Ziel, haufige Haplotypen zu detektieren
und Gruppen mit ungefahr gleichen PCSK9-Spiegeln zu definieren. AbschlieBend soll die
Frage geklart werden, ob die Haplotypgruppen mehr Varianz erklaren als die vier SNPs im
multivariaten Modell.

2.3.1 Vergleich LIFE-Heart — LIFE-Adult

LIFE-Adult ist eine Querschnittsstudie, zu der zufallig 10,000 Personen aus Leipzig eingeladen
wurden. LIFE-Heart ist zwar ebenfalls eine Querschnittsstudie, aber selektiert auf Patienten
des Herzzentrums Leipzig, die mit Verdacht auf KHK, einer manifesten Herzerkrankung oder
Myokardinfarkt rekrutiert wurden. Wie in der ersten Publikation [43] gezeigt werden konnte,
gab es signifikante Unterschiede zwischen den Studien bezliglich fast aller Risikofaktoren der
Atherosklerose (siehe Tabelle 1 der Publikation). Die einzige Ausnahme stellte das Alter der
Teilnehmer dar, welches nur einen geringen Unterschied aufwies. Neben den Risikofaktoren
unterscheidet sich auch die Verteilung des Plaquescores PS signifikant voneinander und die
Plaguepravalenz ist in LIFE-Heart signifikant hoher (OR [95%-KI] = 2.26 [2.03; 2.52]). Adjustiert
auf Alter und Geschlecht konnte ein signifikanter Studieneffekt auf PS detektiert werden
(B=0.359, p<2x10°%, s. Abb. 11).

Dies flihrt zur Frage, ob dieser Studieneffekt auf PS durch die Genetik erklart werden kann und
ob es zusatzlich ein unterschiedliches genetisches Risikoprofil fir Atherosklerose gibt.
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Methodik & Ergebnisse

Es wurde ein genetischer Risikoscore (GRS) anhand der 58 KHK-Loki von Nikpay et al. [3]
bestimmt. Alle Allele wurden so kodiert, dass der Effekt auf KHK positiv ist, d.h. ,8]- > 0. Je
hoher der GRS, desto hoher das Risiko fiir KHK.

Vergleich Plaque Score

O LIFE-Adult
- B |IFE-Heart Verdachtskollektiv

04

0.2
|

0.1

0 1 2 3 4
PS

Abbildung 11: Barplots des Plaque-Scores PS. Die relativen Héufigkeiten der jeweiligen Plaque-Anzahl ist fiir LIFE-
Adult (blau, n=4325) und das Verdachtskollektiv der LIFE-Heart (dunkelrot, n=3157) gezeigt. Man erkennt eine
deutlich héhere Plaquebelastung in LIFE-Heart (p<2x10-16).

Neben dem Vergleich des genetischen Risikos wurde auch das lebensstil-bedingte Risiko in
zwei Scores erfasst, dhnlich zu Khera et al. [9]. Der erste Lebensstilscore (LS1) wurde als
Summe folgender Parameter erstellt: Rauchen, Ubergewicht und sportliche Aktivitat. Es wird
je einen Punkt vergeben, wenn der Proband/Patient aktueller Raucher ist bzw. einen BMI > 30
kg/m? hat. Die sportliche Aktivitdit wurde in beiden Studien unterschiedlich erfasst. Die
Teilnehmer von LIFE-Adult fiillten im Selbstbericht den IPAQ (International Physical Activity
Questionnaire) aus, dessen Auswertung drei Kategorien ergibt: hohe, mittlere und geringe
Aktivitat [48]. Hier wurde einen Punkt vergeben, wenn der Teilnehmer in der Kategorie mit
geringer Aktivitat ist. In LIFE-Heart wurde lediglich mittels Fragebogen abgefragt, ob man
regelmalig Sport treibt. Einen Punkt fiir fehlende sportliche Aktivitat wurde hier vergeben,
falls nicht regelmaRig mindestens einmal die Woche sportliche Betatigung von mehr als 15
Minuten angegeben wurde. Da sich die Assessments zur sportlichen Aktivitat unterscheiden,
ist die Aussagekraft dieses Scores eingeschriankt. Daher wurde ein zweiter Score (LS2)
definiert, der nur das aktuelle Rauchverhalten und den BMI beriicksichtigt. Eine Ubersicht aller
Parameter ist in Tabelle 4 gegeben.

Um das genetische Risiko der gesunden Probanden von LIFE-Adult (n=4325) zu vergleichen,
wurden zwei Analysen durchgefiihrt: zum einen ein Vergleich mit Patienten des
Verdachtskollektiv der LIFE-Heart (n=3157 mit Genetik), zum anderen einer mit den Patienten
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mit manifester KHK- bzw. akuten Myokardinfarkten von LIFE-Heart (n=2543 mit Genetik). Die
Verteilungen des GRS sind in Abbildung 12 gezeigt. Wahrend sich im ersten Vergleich mit dem
Verdachtskollektiv nur ein Trend zu hoheren GRS-Werten zeigte (U-Test, p=0.068), konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen gesunden LIFE-Adult Probanden und KHK- bzw. MI-
Patienten detektiert werden (U-Test, p=0.002).

48.44 64.75 <2.2x10%®

62.14 £11.15 61.72 £+10.71 0.104
25.71 42.07 <2.2x10%®

17.43 20.62 5.5x10*

8.95 62.97 <2.2x10%®

46.87; 38.80; 13.27; 1.06 12.26; 42.03; 39.69; 6.02 <2.2x10%®
60.30; 36.25; 3.45 44.25; 48.81; 6.94 <2.2x10%®
2.59+0.23 2.60+0.23 0.068

55.05 63.45 4.0x10™

Tabelle 4: Studien-Charakteristika beziiglich der verwendeten Parameter in der Risikoscoreanalyse. Die p-Werte
von Geschlecht, Rauchen, sportlicher Aktivitdt und PS wurden mittels x>-Test bestimmt, die von Alter und GRS
mittels U-Test und die der Lebensstil-Scores (LS1 und LS2) mittels Armitage Trend-Test. Die Daten wurden
eingeschrdnkt auf vollstdndige Assessments.

LIFE-Adult LIFE-Heart Verdachtskollektiv LIFE-Heart - KHK / Ml Falle
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Abbildung 12: Histogramme des genetischen Risiko-Scores (GRS) in LIFE-Adult (links, n=4325), im
Verdachtskollektiv der LIFE-Heart (mittig, n=3157), und in KHK bzw. MI-Patienten (rechts, n=2543), . Fiir den GRS
wurden 58 KHK-SNPs mit ihren jeweiligen Effekten aus der Publikation von Nikpay et al. [3] verwendet, wobei alle
SNPs auf einen positiven Effekt kodiert wurden. Je h6her der GRS, desto héher ist das Risiko fiir KHK. Es gab einen
signifikanten Unterschied zwischen LIFE-Adult und den KHK / Mi-Patienten von LIFE-Heart (p=0.002) und einen
Trend zwischen LIFE-Adult und dem Verdachtskollektiv (p=0.068). Es konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Verdachtskollektiv und den KHK/MI-Patienten festgestellt werden.
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Die Lebensstil-Scores wurden nur fur das Verdachtskollektiv der LIFE-Heart erstellt. Hier ist fiir
beide Scores ein deutlicher Trend zu erkennen: Patienten der LIFE-Heart Studie tendieren zu
einem schlechteren Lebensstil (Armitage Trend-Test, p<2x107'¢, s. Abb. 13).

Um die Effekte der Genetik und des Lebensstils auf den Plaque-Score PS zu vergleichen,
wurden zwei multivariate Modelle gerechnet, je eines fir die beiden Lebensstil-Scores
(zusatzlich adjustiert auf Alter und Geschlecht). Der Effekt des GRS ist Uber die Modelle und
Studien hinweg sehr dhnlich (s. Tab. 5) und erklart zwischen 0.3% und 0.4% der Varianz von
PS. Der Effekt der Lebensstil-Scores ist starker als der der Genetik, wobei der LS2 weniger
Varianz erklart als LS1. Dies war zu erwarten, da LS1 zusatzliche Information Uber die
sportliche Aktivitat enthalt. Im Vergleich zwischen den Studien ist der Effekt des Lebensstils in
LIFE-Heart groBer. Unter Berlicksichtigung der Genetik und Lebensstil wird der Studien-Effekt
kleiner, bleibt aber signifikant (8=0.210, p=8.8x1013).

Vergleich Lifestyle-Risiko Vergleich Lifestyle-Risiko
O LUFE-Adult O LUFE-Adutt
B | IFE-Heart B | IFE-Heart
< —_

0 1 2 3 0 1 2

Lifestyle-Score 1 Lifestyle-Score 2

Abbildung 13: Barplots der beiden Lebensstil-Scores mit Beriicksichtigung von sportlicher Aktivitdt (links) und
ohne (rechts). Rauchen und Ubergewicht wurde immer verwendet. Je héher der Score, desto héher das Risiko fiir
Atherosklerose. In beiden Fdllen sind die Lebensstilscores in LIFE-Heart deutlich hin zu ungiinstigeren Werten
verschoben (p<2x10-16).

Erklarte Erklarte

Stand. B p-Wert Varianz Stand. B p-Wert Varianz

0.086 6.19x10° 0.55% 0.058 2.92x10° 0.31%
0.115 5.06x10%° 0.26% 0.059 2.52x10° 0.31%
0.175 <2x10"®  1.84% 0.063 1.7x10*  0.38%

0.197 <2x10"*  1.03% 0.062 2.0x10*  0.38%

Tabelle 5: Einfluss von Genetik und Lebensstil auf Plaque-Score PS. Ergebnisse der multivariaten linearen
Regression von LS, GRS, Alter und Geschlecht.
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Zusammenfassung

Es gibt einen Trend zu hoheren GRS-Werten in der LIFE-Heart Studie gegeniliber LIFE-Adult.
Dieser Trend wird signifikant, wenn man statt des Verdachtskollektivs die KHK- und Mi-Falle
mit LIFE-Adult vergleicht. Das Ergebnis ist plausibel, da in einem Kollektiv von KHK-Patienten
die Chance hoher ist, KHK-fordernde Allele zu beobachten.

Der Effekt des GRS auf PS ist gering und in beiden Studien ahnlich. Ein moéglicher Grund fir
den relativ schwachen Effekt auf Karotis-Plaques kann dadurch erklart werden, dass die fur
den GRS verwendeten SNPs KHK-SNPs sind und dadurch das genetische Risiko fiir Karotis-
Plagues nicht exakt darstellen.

Beide LSs haben einen signifikanten Effekt auf PS, wobei der Effekt in LIFE-Heart starker ist.
Parallel dazu zeigt sich, dass LIFE-Heart Patienten eine Tendenz zu schlechterem Lebensstil
aufweisen.

Der Studien-Effekt wird durch Adjustierung auf Genetik und Lebensstil verringert, wahrend
sowohl LS1 bzw. LS2 und GRS signifikant assoziiert sind (alle p-Werte <5x108). Dies ist ein
Hinweis darauf, dass sowohl Genetik als auch Lebensstil einen Teil des Studien-Effekts
erklaren, jedoch ist diese Erklarung nicht vollstandig.
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2.3.2 Genetische Analyse des Plague-Score eingeschrankt auf Falle

In der ersten Publikation [43] wurden genetische Einflisse auf Karotis-Plaques untersucht.
Insgesamt sind 36.6% der Patienten in LIFE-Heart, bzw. 45.1% in LIFE-Adult Kontrollen, d.h. sie
haben einen Plaque-Score PS=0. Dadurch wird neben dem Schweregrad auch die Pravalenz
eines Plaques abgebildet. Um zu analysieren, ob dhnlich wie bei der KHK genetische
Unterschiede zwischen Pravalenz und Schweregrad erkennbar sind, bietet es sich an, nur an
Karotis-Plagues erkrankte Teilnehmer und deren Schweregrad zu analysieren (PS=1, ..., 4).

Daher wurde analog zur ersten Publikation fir beide Studien je eine GWAS zu PS durchgefiihrt,
eingeschrankt auf Fille, die mindestens einen Plague aufweisen (n=2004 in LIFE-Adult und
n=2585 in LIFE-Adult) und adjustiert auf Alter und Geschlecht. Der genetische Effekt wurde als
additiv angenommen und wie in der Publikation wurde PS als quasi kontinuierliche ZielgroRe
betrachtet. Zusatzlich wurde hier der umfangreichere Score PS8 analysiert (n=1593 in LIFE-
Adult und n=2505 in LIFE-Adult), um zu testen, ob die Zusatz-Information aus ICA und ECA
andere Ergebnisse liefert (gleiche Adjustierung und Modellannahmen wie fir PS).
AnschlieBend wurden die SNPs gefiltert auf MAF>1% in beiden Studien, info-Score>0.5 in
beiden Studien und mindestens einer der p-Wert<0.1. Insgesamt wurden fiir PS 1,906,215
SNPs und fir PS8 1,910,620 SNPs meta-analysiert. Ein LD-Pruning wurde mit der r2-Grenze 0.5
durchgefiihrt. Die Manhattan-Plots und die Summary-Statistiken beider Phanotypen sind im
Anhang gezeigt (Tab. 12, Abb. 15 und Abb. 16).

Die Ergebnisse sind in vier Abschnitte gegliedert: zum einen ein Vergleich mit Hits aus der
Publikation, getrennt danach, ob die Assoziation in der Subgruppe starker oder schwacher
wurde, bezogen sowohl auf die Effektstarke als auch Signifikanz. Zum anderen eine kurze
Analyse neuer Hits mit suggestiver Signifikanz (p<1x10°®), sowohl fiir PS als auch fir PS8.

Verschlechterung im Case-Only Setting

Interessanterweise konnte fir PS der genomweit signifikante Hit auf 9p21 nur mit nomineller
Signifikanz repliziert werden (rs9644862: f=0.044, p-Wert=0.020, s. Tab. 6). Auch der Hit auf
Chromosom 10, rs2902548, war signifikant assoziiert, aber nicht auf einem genomweiten
Niveau (B=-0.092, p-Wert=5.3x10*). Die beiden Suggestiv-Hits waren ebenfalls nur nominal
signifikant assoziiert (rs141249844: p-Wert=3.6x10%; rs1349287: p-Wert=3.8x1073).

Verbesserung im Case-Only Setting

Dem gegentiber stehen drei Hits, deren Assoziation im kontrollfreien Modell starker wurden
und damit zu Suggestiv-Hits zdhlen (p<1x10°®, s. Tab. 6):

o 1s9398699: dieser SNP liegt in der Ndahe des Genes FABP7 auf Chromosom 6, das fiir das
»fatty acid-binding protein typ 7 codiert, welches vor allem im Gehirn exprimiert wird. Er
ist starker assoziiert, aber wie schon in der vorherigen Analyse nicht durch andere SNPs in
der Region unterstiitzt. Zusatzlich ist er eine seltene Variante (MAF etwa 1%).
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e 1s12064043: dieser SNP liegt in der Ndhe von SERBP1 auf Chromosom 1 und ist in LD mit
einem Hit aus dem ersten Paper (r?=0.50, rs12089923). Allerdings ist dieser SNP nicht
durch andere Varianten unterstitzt.

e 1s11976578: dieser SNP liegt auf Chromosom 7 in einem Intron von PTPRNZ2. In der ersten
Publikation war nicht dieser SNP assoziiert, aber einer im gleichen Gen (rs185796593). In
Gegensatz dazu sind sieben weitere SNPs in hohem LD (r?>0.5) ebenfalls assoziiert
(p<1x107>, siehe Abbildung 17 im Anhang). Das Genprodukt PTPRN2 ist ein Autoantigen,
das mit Diabetes mellitus Typ 1 assoziiert ist [49]. Zuséatzlich wurde das Gen in einer
anderen GWAS mit Endpunkt Karotis-Kalzifikation in Diabetespatienten beschrieben [50].

Publikation 1 Case-only Analyse
Lokus | Gen SNP | MAF |beta | p-wert |snp | MAF |beta | p-wert
9p21  CDKN2B-AS1 |rs9644862  0.43 0.131 8.7E-12|rs9644862  0.48 0.044 2.0E-02
10024  SFXN2 rs2902548  0.18 -0.141 2.0E-08|rs2902548  0.17 -0.092 5.3E-04
6q13  KCNQS rs141249844 0.02 0.475 5.8E-07|rs141249844 0.02 0.341 3.6E-04
3p24  KCNHS rs1349287  0.06 0.208 9.5E-07|rs1349287  0.06 0.125 3.8E-03
6022.31 FABP7 rs9398699  0.01 -0.425 2.1E-06|rs9398699  0.01 -0.452 3.0E-07
1p31.3  SERBP1 rs12089923 036 0.094 2.0E-06|rs12064043 038 0.106 5.2E-07
79363 PTPRN2 rs185796593 0.06 0.240 1.8E-06|rs11976578 0.1 0.136 3.3E-07

Tabelle 6: Vergleich der Top-Loki aus der ersten Publikation und der Case-Only Analyse zum Phénotyp PS. Griin
markiert sind p-Wert kleiner als 1x10°, rot markiert sind p-Werte zwischen 0.05 und 1x10°®. Die beiden
genomweit-signifikanten Hits aus der ersten Publikation erreichen nicht die suggestive Signifikanz von p<1x10°7°.
Flir die Loki 1p31.3 und 7936.3 sind die SNPs aufgrund des priority prunings unterschiedlich. Sie sind paarweise in
LD (r?0.5).

Neue Hits fiir PS

Es konnten keine neuen genomweit signifikanten SNPs detektiert werden. Allerdings gab es
zwei neue Loki auf Chromosom 1, die mit suggestiver Signifikanz mit PS assoziiert waren (s.
Tab 7). Der eine liegt in der Nahe von NEGRI, ist allerdings nur schwach durch andere
Varianten unterstiitzt. NEGR1 wurde bereits als Lokus fiir BMI und Ubergewicht beschrieben
[51]. Der zweite Hit liegt vor dem APOA2 Gen. Die Assoziation wiirde biologisch Sinn ergeben,
da die Plagueentwicklung stark durch den Lipidmetabolismus beeinflusst wird. Aber auch
dieser Hit ist nur schwach unterstiitzt und hat eine kleine MAF (2%).

Neue Hits fiir PS8

Auch fur den Phanotyp PS8 konnten keine genomweit signifikanten SNPs gefunden werden.
Hier wurden allerdings drei Varianten mit suggestiver Signifikanz detektiert, unter anderem
ein Hit auf Chromosom 1 im Gen PTPN22 (rs35025140: B=-0.212, p-Wert=6.46x107, s. Tab. 7).
Neben dem Lokus-Tophit gab es 5 Varianten in niedrigem LD (r?<0.5, siehe Abbildung 18 im
Anhang), die den Lokus unterstiitzen und teilweise im Nachbar-Gen MAGI3 liegen. Neben dem
Support durch andere SNPs hat rs35025140 auch eine hohe MAF (23.4%). Zusétzlich ist der
Top-Hit in LD mit der Variante rs12144309 (LD r?=0.54), die kirzlich in Assoziation mit KHK
berichtet wurde [52].
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Ein zweiter interessanter Hit wurde auf Chromosom 6 detektiert (rs79398870: =0.327, p-
Wert=8.45x10"7, MAF=7.9%). Der SNP liegt in der Ndhe des GJA1 Gens, das fiir ein Gap Junction
Protein kodiert (siehe Abbildung 19 im Anhang). Es gibt Hinweise, dass dieses Protein mit dazu
beitragt, atheromatdse Plaques in der ICA zu stabilisieren [53].

Ein weiterer Lokus mit suggestiver Signifikanz lag auf Chromosom 16 (rs72807538: $=0.537,
p-Wert=8.42x107, MAF=3.2%). Der Lokus ist unterstiitzt durch zwei Varianten, allerdings
erstreckt er sich Uber 1.25 Mb und enthalt (iber 30 Gene (siehe Abbildung 20 im Anhang).
Zusatzlich ist die MAF der SNPs niedrig (zwischen 2% und 5%).

Lokus ‘ Gen (Distanz) ‘SNP ‘ EAF ‘ Phdnotyp ‘ beta ‘ p-Wert

1p31.1 NEGR1 (52 kb) rs186841677 0.013 PS -0.444 1.53E-07
1923.3 APOA2 (0.98 kb)  rs149905240 0.023 PS 0.328 6.83E-07
1p13.2 PTPN22 (0 kb) rs35025140 0.234 PS8 -0.212 6.46E-07
6g22.31 GJA1 (45 kb) rs79398870 0.079 PS8 0.327 8.45E-07
16qg24.3 ZNF276 (0 kb) rs72807538 0.032 PS8 0.537 8.42E-07

Tabelle 7: Neu detektierte Loki in der GWAS zu PS und PS8 in Case-Only Setting mit p-Wert<1x10°®. Fiir weitere
SNPs und ausfiihrlichere Annotation siehe Tab. 12 im Anhang.

Zusammenfassung

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass in der neuen Analyse bei keinem der beiden untersuchten
Phanotypen ein genomweit signifikanter Hit detektiert werden konnte. Der Top-Lokus der
vorherigen Analyse, 9p21, war hier nur schwach mit PS assoziiert und der Effektschatzer
deutlich kleiner. Dies ist ein klarer Hinweis darauf, dass nicht nur ein Powerverlust aufgrund
der kleineren Fallzahl vorliegt, sondern dass dieser Lokus zwar einen Einfluss auf die Pravalenz
von Karotis-Plaques hat, aber nicht fir den Schweregrad der Atherosklerose in der Karotis
relevant ist. Dies steht im Einklang mit Zeller et al. [47], die zeigen konnten, dass der Effekt
des 9p21 Lokus fiir den Schweregrad schwacher ist als fiir die Pravalenz.

Im Gegensatz zu 9p21 gab es drei Loki, deren Assoziation mit PS sich in der neuen Analyse
verstarkte, und zwei neue Loki, die in der vorherigen Analyse mit Kontrollen nicht gefunden
wurden. Einige davon sind biologisch plausibel, wie 1923.3 im APOA2 Gen oder 7g36.3, der
schon in Assoziation mit Karotis-Kalzifikation in Diabetespatienten beschrieben wurde. Dies
ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass sich der genetische Einfluss auf Prdvalenz und
Schweregrad unterscheidet. Die Wahl einer Fall-Studie ist daher lohnenswert, allerdings wird
eine héhere Fallzahl als in der vorliegenden Analyse bendtigt, um genomweit signifikante bzw.
valide Hits zu finden.

Die zusatzliche Analyse mit dem Phadnotyp PS8 legt nahe, dass es unterschiedliche genetische
EinflussgroRRen gibt, je nach Lokalisation der Plagues. Auch hier ist allerdings eine Validierung
bzw. Fallzahlsteigerung notwendig, um genomweit signifikante Varianten zu detektieren.
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2.3.3 Haplotypen-Analyse des PCSK9 Lokus

In der zweiten Publikation wurden vier unabhéngige SNPs (paarweises r’<0.1) im PCSK9 Lokus
detektiert, die mit dem PCSK9-Plasmaspiegel mit genomweiter Signifikanz assoziiert sind. In
einer multivariaten Analyse waren drei davon immer noch genomweit signifikant assoziiert,
sowohl in einem rein genetischen Modell (erklarte Varianz 4.3%) als auch in einem auf Alter,
Geschlecht, Rauchen und Statin-Therapie adjustierten Modell (erklarte Varianz 19.4%). Da
dieses Ergebnis eine allelische Heterogenitat suggeriert, wurden die Haplotypen dieser drei
SNPs noch einmal genauer betrachtet, um zu testen, ob es einen nicht-additiven Effekt, bzw.
eine SNP-Interaktion gibt und ob die Verwendung der Haplotypen dadurch mehr Varianz des
PCSK9-Spiegels erklaren als die einzelnen SNPs im multivariaten Modell. Dazu wurden zuerst
die haufigen Haplotypen detektiert und in einer Varianzanalyse verglichen.

Die Haplotypen der SNPs rs45448095, rs11591147 und 1:55520994 wurden mittels SHAPEIT
geschatzt (SHAPEIT Version v2.r837, Genotyp-Wahrscheinlichkeitsschwelle 0.9) und auf
Patienten mit PCSK9-Messung und vollstdndigen Kovariablen eingeschrankt (n=3290
Patienten, Kovariablen: Alter, Geschlecht, Rauchen und Statin-Therapie). Als Effekt-Allel
wurde jeweils das Allel definiert, das zu niedrigeren PCSK9-Spiegeln beitrigt. Eine Ubersicht
der verwendeten SNPs und deren wichtigsten KenngroRen ist in Tabelle 8 gegeben (Werte aus
Publikation).

- Referenz- | Effekt- erklarte | Info-

SNP_ID Position Allel Allel B lg(p) EAF Varianz | Score
rs45448095 55505447 C T -0.085 11.36 0.133 0.012 0.683
rs11591147 55505647 G T -0.315 16.71 0.012 0.018 0.581
1:55520994 55520994 GCG G -0.060 13.52 0.437 0.015 0.761

Tabelle 8: SNPs der PCSK9-GWAS, fiir die eine Haplotyp-Analyse durchgefiihrt wurde. Referenz- und Effekt-Allel
wurden so angepasst, dass der B-Schdtzer < 0 ist. Die Werte von B, Ig(p), Frequenz des Effekt-Allels(EAF) und
erkldrter Varianz stammen aus der GWAS von Kapitel 2.2 mit allen Patienten (n=3290, adjustiert auf Alter,
Geschlecht, Rauchen und Statin-Therapie).

Insgesamt wurden sechs von acht moéglichen Haplotypen detektiert, wobei der haufigste Typ
die Kombination ,000“ (& Wildtyp) ist, also der Haplotyp ohne jegliches Effekt-Allel. Die
Kombination der beiden Effekt-Allele von rs45448095 und rs11591147 wurde nicht gefunden
(Haplotypen ,,110“ und ,111“). Grund hierfir ist sowohl die geringe EAF der beiden SNPs,
wodurch die erwartete Haufigkeit gering ist (7=10.7 bei 6716 Haplotypen), als auch der
verhaltnismaRig schlechte Info-Score (Info-Score=0.581 fiir rs11591147, Info-Score=0.683 fur
rs45448095). Die Schwelle fiir die Haplotypen-Schatzung lag bei 0.9, das heilt, Genotypen mit
einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit wurden auf fehlend gesetzt. Dies ist bei SNPs mit
niedrigem Info-Score haufiger der Fall. Die anderen beiden Haplotypen mit Effekt-Allel des
Top-Hits rs11591147 sind selten (Haplotypen ,010“ und ,011“ Haufigkeit<1%). Zur
Vereinfachung wurden daher diese beiden Haplotypen als ,rare types” (X1X)
zusammengefasst (s. Tab. 9). Die anderen vier moglichen Haplotypen ohne rs11591147-T
waren haufig.
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2.3 Zusatzliche Ergebnisse

Haplotyp Haufigkeit | In(PCSK9)

rare = X1X 53 5.17
101 384 5.34
100 275 5.39
001 2123 5.43
000 3745 5.47

Tabelle 9: Tabelle der detektierten Haplotypen und zugehérigen mittleren PCSK9-Werten. SNPs nach Position
geordnet (rs45448095, rs11591147, 1:55520994). Alle SNPs wurden so codiert, dass ,1“ jeweils das Allel mit
PCSK9 reduzierendem Effekt ist (griin markiert), das andere Allel ,,0“. Die PCSK9-Werte wurden zuerst mit dem
natirlichen Logarithmus transformiert. AnschlieBend wurde das arithmetische Mittel pro Haplotyp berechnet.

Jedem Haplotyp wurde ein PCSK9-Wert zugeordnet (Allel-Counting Technik). Um die
Haplotypen zu sortieren, wurde der Mittelwert pro Typ bestimmt und diese anschlieRend
aufsteigend geordnet. Wie erwartet haben die seltenen Varianten ,X1X“ den niedrigsten
Mittelwert, da sich hier der Effekt des Top-Hits durchsetzt. Die (ibrigen vier sortieren sich nach
der Anzahl der Effekt-Allele, wobei der Effekt von rs45448095-T starker ist als der von
1:55520994-G (s. Tab. 9).

Um die Gruppenunterschiede zu testen, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANVOA)
durchgefiihrt, adjustiert auf Alter, Geschlecht, Statin-Medikation und Raucherstatus (n=3290
Patienten, bzw. 6580 Haplotypen). Mit einem Post-hoc Test (Tukey-HSD) wurde geprift,
zwischen welchen Gruppen es zu signifikanten Mittelwertunterschieden kam. Das Ergebnis
der Post-hoc Analyse ist in Tabelle 10 und Abbildung 14 zusammengefasst. Sowohl die
seltenen Typen ,X1X“ als auch der Wildtyp ,,000“ unterscheiden sich signifikant von allen
anderen Gruppen (p-Werte zwischen 3.09x10* und 7.95x107'%). Von den drei mittleren
Gruppen unterscheiden sich nur ,101“ und ,001“ signifikant voneinander (p=5.68x107),
wahrend die Differenz von ,101“ zu ,, 100, bzw. ,,100“ zu ,,001“ nicht signifikant ist. Auch die
p-Wert Adjustierung nach Holm erzeugte das gleiche Ergebnis beziiglich der signifikanten
Unterschiede.

rare 101 100 001 000
rare - 0.194 0.231 0.264 0.303
101 1.98E-05 - 0.036 0.070 0.109
100 3.62E-07 0.467 - 0.034 0.072
001 9.86E-11 5.68E-05 0.320 - 0.039
000 7.95E-13 4.41E-12 3.09E-04 3.47E-06 -

Tabelle 10: Ergebnisse der Tukey-HSD Analyse. Die Differenz der Gruppen-Mittelwerte sind im oberen Dreieck
eingetragen, die zugehérigen p-Werte sind im unteren Dreieck notiert. Signifikante p-Werte und die
zugehdrigen Differenzen sind rot unterlegt.
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Boxplots per Haplotyp
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Abbildung 14: Verteilung der log-transformierten PCSK9-Werte, aufgeteilt nach den fiinf Haplotypen.

Zusammenfassung

Die allelische Heterogenitat im PCSK9 Lokus konnte bestatigt werden. Es wurden jedoch
weder SNP-Interaktionen noch nicht-additive Effekte detektiert. In einem einfachen linearen
Modell erklarten die Haplotypen 2.7% der Varianz von PCSK9 und damit weniger als die
einzelnen drei SNPs in einem multivariaten Modell (4.3%).

Das Effekt-Allel von rs11591147 hat einen starken alleinstehenden Effekt, der die Effekte der
anderen SNPs Uiberlagert. Dies spiegelten auch die Effektschatzer der GWAS wider: das B von
rs11591147 ist etwa viermal so grof} wie das der beiden anderen SNPs. Es ist daher plausibel,
die Haplotypen mit rs11591147-T in der Gruppe , X1X“ zusammenzufassen.

Die anderen beiden Varianten hatten dahnliche Beta-Schatzer. Jede einzelne Variante fuhrt zu
einer PCSK9-Reduktion, wobei es keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Haplotyp
,100“ und ,,001“ gibt, wohl aber zwischen den jeweiligen Gruppen und dem Wildtyp ,,000“.
Die Kombination der beiden Varianten im Typ ,,101“ flihrt zu einer weiteren PCSK9-Reduktion,
wobei der Unterschied hier zwischen ,,101“ und ,,100“ nicht signifikant ist. Grund dafiir kann
die verhaltnismaRig geringe Fallzahl sein.
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3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Obwohl Karotis-Plaques wichtige Risikofaktoren der KHK und des Schlaganfalls sind [4, 54], ist
die Anzahl bekannter genetischer Assoziationen gering. Ursache dafir ist unter anderem die
Heterogenitat der Messmethoden bzw. der Definitionen sowie die bisher geringe Fallzahl
entsprechender genomweiter Studien. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Studien
verwendet, fur die die Karotis standardisiert vermessen und ein Plaques-Score PS definiert
wurde. Dieser Score hat drei Vorteile: Er kann nicht-invasiv bestimmt und je nach
Fragestellung auf die Plaquepravalenz reduziert oder auf den feinstufigeren Score PS8
erweitert werden. Zusatzlich kann er durch Ausschluss von gesunden Probanden den
Schweregrad der Belastung mit Karotis-Plaques darstellen. Mit diesem Score wurden
verschiedene Analysen zur Suszeptibilitdt fir Karotis-Plaques bzw. Schwere der Belastung
durchgefiihrt.

Die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit erfolgte bereits ausfiihrlich in den jeweiligen
Publikationen. Hier werden kurz die eingangs gestellten Fragen aufgegriffen und beantwortet.
AbschlieBend wird ein Ausblick fir kiinftig geplante Projekte gegeben.

Assoziation genetischer Varianten mit Karotis-Plagues

Zur Detektion genetischer Varianten wurde die erste groBe Meta-GWAS zu Karotis-Plaque
Belastung mit dem Phanotyp PS ausgefiihrt, die statt der reinen Prdvalenz die Anzahl der
Plaques betrachtet. Hier konnten zwei genomweite Hits beschrieben werden. Zusatzlich gab
es einige genetische Varianten, die mit Karotis-Plaques zumindest suggestiv signifikant
assoziiert sind. Dazu gehorten auch bekannte KHK-Loki. Im Vergleich der Studiendesigns
konnte man sehen, dass es unterschiedliche Marker fir die Plague-Pravalenz und den
Schweregrad gibt und dass der Effekt von der Lokalisation der Plaques abhangt.

Hier kann eine erste Parallele zur KHK gezogen werden: die Heterogenitat der SNPs weist auf
viele unabhangige Loki mit jeweils kleinen Effekten hin, die in Summe das Risiko fir Karotis-
Plagues darstellen. Mit steigender Fallzahl werden hier sicherlich noch weitere Loki
hinzukommen.

Effekt der KHK-Loki auf Karotis-Plagues

In den Enrichment-Analysen wurde gezeigt, dass ein nicht-zufalliger Anteil der KHK-Loki mit
PS signifikant assoziiert ist. Die Effekte der Loki auf PS waren schwacher als die auf KHK, aber
es konnte eine signifikante Korrelation der Effekte nachgewiesen werden. Dieser Uberlapp an
dhnlichen Effekten gleicher Loki deutet auf einen gemeinsamen genetischen
Pathomechanismus von KHK und Karotis-Plaques hin. Die KHK-Loki kénnen daher als
potentielle Karotis-Loki betrachtet werden, die bislang aufgrund mangelnder Power noch

nicht detektiert werden konnten.
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Kausale Wirkung von PCSK9 auf Atherosklerose

Es wurde eine GWAS zum PCSK9-Plasmaspiegel durchgefiihrt, wobei erstmals genomweit
signifikante Hits detektiert werden konnten. Zusatzlich fungierten die vier neu beschriebenen,
unabhangigen Varianten im PCSK9 Lokus als Instrumente in einer Mendelschen
Randomisierung, womit erstmalig der PCSK9-Plasmaspiegel als Risikofaktor mit kausaler
Wirkung auf Karotis-und Koronargefal3e identifiziert wurde.

Es zeigt sich, dass PCSK9 als Genprodukt des KHK-Lokus PCSK9 einen kausalen Effekt auf
Atherosklerose in der Karotis hat, obwohl dieser Lokus noch nicht als Karotis-Lokus
beschrieben wurde und auch in der Enrichment-Analyse nicht signifikant mit PS assoziiert war.
Ein plausibler Grund dafiir ist die relativ geringe Fallzahl. Dies steht im Einklang mit der
Enrichment-Analyse, dass KHK-Loki potentielle Karotis-Loki darstellen. Basierend auf diesen
Ergebnissen kann man vermuten, dass es neben dem Uberlapp genetischer Loki auch einen
Uberlapp kausaler Zusammenhinge gibt. Diese Annahme muss noch in unabhingigen Studien
mit weiteren Loki und Kausalketten geprift werden.

Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass es unterschiedliche genetische
Faktoren gibt, die die Suszeptibilitat fir Karotis-Plaques beeinflussen, und dass die Starke der
detektierten SNPs davon abhéngt, welchen Phdnotypen man analysiert. Die Analysen waren
deshalb so aussagekréftig, da in beiden verwendeten Studien die gleiche Messmethode
gemald einem einheitlichen standardisierten Vorgehen angewandt wurde.

Zusatzlich konnte eine Anreicherung von KHK-Loki festgestellt werden, die auch mit PS
assoziiert sind. Dies weist auf gemeinsame Pathomechanismen hin. Mehrere biologisch
interessante neue Varianten erreichten in den dargestellten Analysen suggestive Signifikanz.
Diese mussen in weiteren, unabhangigen Studien validiert bzw. in gréBeren Meta-Analysen
bestatigt werden.

Um die kausalen Beziehungen weiter zu analysieren, ist eine Meta-Analysen zu PCSK9-
Spiegeln mit der LURIC-Studie [55] aktuell in Planung. Des Weiteren ist ein Meta-GWAS zu
mehreren Sexual-Hormonen und Steroiden geplant, die Aufschluss tiber den kausalen Einfluss
von Hormonen bringen soll.

Neben der Validierung der gefundenen Varianten ist ein weiterer offener Themenkomplex der
genetische Einfluss auf die Plaqueflaiche bzw. den Verschlussgrad der Karotis und die
Plagueentwicklung. In der LIFE-Adult Studie werden aktuell die Plaqueflachen in der Karotis in
etwa 1200 Probanden erfasst. Zusatzlich soll im Follow-up die Karotissonographie wiederholt
werden. Die dadurch gewonnenen Langsschnitt-Daten erlauben Aussagen (ber das
Plaguewachstum in einem Zeitraum von etwa 10 Jahren.
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Nachwort

,Fiir die genetisch Uberlegenen ist der Erfolg leichter zu erreichen,
aber keinesfalls garantiert,
schlieflich gibt es kein Gen fiir das Schicksal.”
Gattaca. Andrew Niccol. US 1997. TC 00:23:06 [56]

Im Science-Fiction Film , Gattaca” [56] kdnnen Embryos mittels In-Vitro-Befruchtung und
Gentechnik so modifiziert werden, dass sie keinerlei Veranlagungen fiir alle erdenklichen
Krankheiten in ihrem Genom tragen. Durch diese Optimierung haben sie spater hdhere
Erfolgschancen, sowohl privat als auch im Beruf. Trotzdem ist ihnen der Erfolg nicht garantiert,
was im Film anhand der natiirlich gezeugten Protagonisten dargestellt wird.

Mit der Genschere CRISPR-Cas9 [57] ist die Wissenschaft der im Film beschrieben Gentechnik
einen Schritt ndher gekommen, aber wie hier gezeigt wurde, ist die alleinige Optimierung der
KHK-Loki keine Garantie fir ein gesundes, atherosklerosefreies Leben, da das nichtgenetische
Risiko einen groRen Anteil am Krankheitsausbruch und —verlauf hat. Es lassen sich lediglich die
Chancen auf ein gesundes Leben verbessern.
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Biologischer Hintergrund

Subklinische atherosklerotische Veranderungen der Karotis wie Karotis-Plaques stellen einen
unabhangigen Risikofaktor der koronaren Herzerkrankung (KHK) und des Schlaganfalls dar.
Sowohl KHK als auch Karotis-Plaques sind Formen der Atherosklerose und ein gemeinsamer
genetischer Pathomechanismus wird vermutet. Ein Vorteil der Ermittlung des Karotisstatus ist
die Moglichkeit der nicht-invasiven Untersuchung mittels Ultraschall. Ein Nachteil ist ein
fehlender Goldstandard zur Karotis-Messung. Als Konsequenz ist die Phdnotyp-Definition
zwischen Studien sehr heterogen. Dies ist ein Grund fiir die bislang geringe Zahl von
identifizierten genetischen Markern, die Plagueentstehung in der Karotis beeinflussen.

Ein Risikofaktor der Atherosklerose ist die Storung des Lipidstoffwechsels. Das Proprotein
Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) spielt hier eine wichtige regulatorische Rolle, indem
es die Anzahl von LDL-Rezeptoren verringert. Dadurch steigt mit einem hohen PCSK9-Spiegel
das Risiko fiir kardiovaskulare Ereignisse. Trotz seiner klinischen Relevanz wurden noch keine
genomweit signifikanten Varianten beschrieben, die einen Einfluss auf den PCSK9-
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Plasmaspiegel haben. Zudem gibt es keine Studien zu kausalen Effekten von PCSK9 auf
Atherosklerose in der Karotis.

Fragestellungen

Das Hauptziel dieser kumulativen Dissertation ist die Klarung der Frage, in wieweit Genetik
einen Einfluss auf die Anfélligkeit fir Karotis-Plaques hat. Folgende drei Fragestellungen
wurden dazu bearbeitet:

1) Welche genetischen Marker sind mit Karotis-Plaques assoziiert?

2) Inwiefern gibt es Uberschneidungen zwischen Loki, die mit KHK bzw. Karotis-Plaques
assoziieren?

3) Gibt es eine kausale Wirkung von PCSK9 auf Karotis-Plaques?

Methoden

In der Studie LIFE-Adult und im KHK-Verdachtskollektiv der LIFE-Heart Studie wurden Karotis-
Sonographien nach gleichem Protokoll durchgefiihrt. Darauf aufbauend wurde ein Karotis-
Plague-Score PS definiert, der die Summe der Plaques in Arteria carotis communis (CCA) und
Sinus caroticus (Bulbus) darstellt. Zusatzlich wurde die Intima-Media-Dicke der Karotis (cIMT)
bestimmt und ein weiterer Score (PS8), der zusétzlich auch die A. carotis interna (ICA) und A.
carotis externa (ECA) umfasst.

Der Score PS wurde in je zwei genomweite Assoziationsstudien (GWAS) in beiden Kohorten
als Phanotyp analysiert, einmal in einem Fall-Kontroll-Ansatz (PS von 0 bis 4, n=4037 bzw.
n=3152 in LIFE-Adult bzw. LIFE-Heart) und einmal in einem Fallansatz (PS von 1 bis 4, n=2004
bzw. n=2585 in LIFE-Adult bzw. LIFE-Heart), um nur die Schwere der Atherosklerose zu
analysieren. Fir beide Ansdtze wurden die Ergebnisse in einer Meta-Analyse
zusammengefasst. Das Fall-Setting wurde fiir PS8 wiederholt.

Um eine Anreicherung von KHK-SNPs festzustellen, die auch mit PS assoziiert sind, wurden
Enrichment-Analysen mit 58 bekannten KHK-Loki durchgefiihrt. Neben der Einzel-Analyse der
SNPs wurde zusatzlich ein genetischer Risiko-Score (GRS) aufgestellt. Auch die Assoziation von
Varianten in hohem LD mit den KHK-Loki wurden beriicksichtigt und mittels Permutationstest
auf Uberzufilligkeit signifikanter Assoziationen mit PS getestet.

Die Kausalitdt von PCSK9 auf Karotis-Plaques wurde durch Mendelsche Randomisierung
Uberpruft. Daflir wurden zunachst mittels einer GWAS zu den PCSK9-Plasmaspiegeln in der
LIFE-Heart Studie geeignete Instrumente gesucht (n=3290). Die vier detektierten genomweit
signifikanten und unabhangigen Varianten wurden auf allelische Heterogenitat getestet und
anschlieflend als Instrumente in der Mendelschen Randomisierung verwendet.
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Ergebnisse

Die Ergebnisse der beiden Meta-GWAS unterschieden sich deutlich. Im Fall-Kontroll-Setting
wurde die Pravalenz mitbetrachtet, und es konnten zwei genomweit signifikante Hits
beschrieben werden (p<5x10%). Der Top-Hit liegt im Lokus 9p21 (rs9644862, B=0.131,
p=8.7x1071?), der bekannt ist fir seine Assoziation mit KHK. In der zweiten GWAS ohne
Kontrollen war diese Variante nur schwach assoziiert und hatte einen deutlich schwacheren
Effekt (B=0.044, p=0.020).

In der Fall-Meta-GWAS, die nur den Schweregrad der Belastung mit Karotis-Plaques darstellt,
konnten keine genomweit signifikanten Varianten detektiert werden, dafiir aber finf mit
suggestiver Signifikanz (p<1x10®), die in der Fall-Kontroll-Analyse nicht oder nur schwach
assoziiert waren. In einer zusatzlichen GWAS zum Phanotyp PS8 wurden weitere Varianten
mit suggestiver Signifikanz detektiert.

Die Enrichment-Analyse von KHK-Loki ergab (berzufillig viele nominal signifikante
Assoziationen mit PS und konkordanter Effektrichtung (OR=4.6, p=3.2x1073). Dies konnte im
Permutationstest und durch die Analyse des GRS bestdtigt werden (Permutationstest:
p=1.0x108, lineare Regression von GRS auf PS: p=2.0x10®). In einem Vergleich zwischen LIFE-
Adult und LIFE-Heart konnte zudem gezeigt werden, dass der GRS in LIFE-Heart tendenziell
grofer ist (p=0.068). Zusatzlich wurde hier ein signifikanter Trend hin zu schlechteren
Lebensstilen in der LIFE-Heart festgestellt (Armitage Trend-Test, p<2x10°16).

In der GWAS zum PCSK9-Plasma-Spiegel wurden zwei genomweit signifikante Loki detektiert.
Einer davon war der PCSK9-Genlokus, in dem vier unabhdngige SNPs (LD r?<0.1) mit
genomweiter Signifikanz detektiert wurden. Der Top-Hit rs11591147 kodiert die Missense-
Mutation R46L (B=-0.315, p=1.9x10"’). In einem multivarianten Modell unter
Beriicksichtigung nichtgenetischer Risikofaktoren erklarten die vier PCSK9-SNPs zusammen
4.4% der Varianz. In einer Haplotypen-Analyse konnte eine allelische Heterogenitat bestatigt
werden. Jedoch erklaren die Haplotypen weniger Varianz als das multivariate Modell (2.7%).

Mittels Mendelscher Randomisierung konnte festgestellt werden, dass PCSK9 nicht nur einen
kausalen Effekt auf KHK-Pravalenz (=0.960, p=0.048) bzw. -Schweregrad (f=1.223, p=0.005)
hat, sondern auch auf Karotis-Plaque (B=0.605, p=0.023). Ein signifikanter Effekt auf cIMT
konnte nicht gezeigt werden (B=0.041, p=0.061). In einem Kontroll-Setting ohne Patienten mit
Statin-Medikation verstarkte sich der Effekt auf die beiden Karotis-Phanotypen (PS: f=0.769,
p=0.008; cIMT: p=0.045, p=0.054).

Schlussfolgerung

Der Plaque-Score PS ist ein Phanotyp, der nicht-invasiv bestimmt werden kann und je nach
Fragestellung modifiziert werden kann: Er kann um die A. carotis interna (ICA) und A. carotis
externa (ECA) erweitert werden, wodurch er feinstufiger wird und das Risiko fiir Schlaganfall
besser abbildet, oder auf die reine Plaque-Pravalenz (PS>0) reduziert werden. Durch
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Ausschluss von Kontrollen kann damit zusatzlich auch der Schweregrad der Karotis-Plaque-
Belastung untersucht werden.

Anhand dieser Scores konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von Karotis-Plagques
genetischen Einfliissen unterliegt, die je nach untersuchtem Phanotyp und Studiendesign
unterschiedlich stark ausgepragt sind. Da viele der Loki jedoch noch keine genomweite
Signifikanz erreichten, ist eine Validierung mit héherer Fallzahl und in unabhdngigen Studien
notwendig.

Des Weiteren konnte eine Uberzufillige Anreicherung von KHK-Loki festgestellt werden, die
ebenfalls einen Einfluss auf die Suszeptibilitat auf Karotis-Plaques haben. Dies lasst
gemeinsame genetische Pathomechanismen vermuten. Die KHK-Loki kénnen daher als
potentielle Karotis-Loki betrachtet werden, die bislang aufgrund mangelnder Power noch
nicht detektiert werden konnten.

Neben den oben beschriebenen Assoziationen konnte gezeigt werden, dass PCSK9 als
Genprodukt eines KHK-Risiko-Lokus einen kausalen Effekt auf Karotis-Plaques hat. Es ist daher
plausibel, PCSK9 auch als Risiko-Lokus fir Karotis-Plagues zu betrachten, der aufgrund
niedriger Fallzahlen noch nicht mit genomweiter Signifikanz detektiert werden konnte.
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6 Anlagen

In diesem Kapitel sind die Manhattan-Plots, die ausfiihrliche Tabelle zur Meta-Analyse und die RA-
Plots aus Kapitel 2.3.2 aufgefiihrt.

Meta_PS4

—logio(p)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 15 17 19 21 23
Chromosome

Abbildung 15: Manhattan-Plot der Meta-Analyse zum Phénotyp PS (s. Kapitel 2.3.2). Die durchgezogene Linie
markiert die genomweite Signifikanz (p<5x10%), die gestrichelte Linie entspricht p<1x10°. Es gibt keine
genomweit signifikanten Hits, aber einige SNPs mit suggestiver Signifikanz (p<1x10°).

Meta_PS8
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Abbildung 16: Manhattan-Plot der Meta-Analyse zum Phdnotyp PS8 (s. Kapitel 2.3.2). Die durchgezogene Linie

markiert die genomweite Signifikanz (p<5x107%), die gestrichelte Linie entspricht p<ix10°. Es gibt keine
genomweit signifikanten Hits, aber einige SNPs mit suggestiver Signifikanz (p<1x10°).
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Anlagen

RAETIM

SNP Chr:Pos 2lss EAF | benachbarte Gene EliCs N info B SE p-Wert |tau Q
Allel typ
rs186841677:72800505:A:G | 1:72800505 |G 0.013 | NEGR1; GDI2P2 PS 4589|0.869 |-0.444 (0.085 |1.53E-07 [0.13 |2.09
rs190069629:37967657:A:G | 3:37967657 |G 0.013 EZCD_;';L"MIR%AI’. VILL; PS8 4098 |0.965 [0.780 |0.152 |2.82E-07 [0.00 |0.73
rs9398699:123076113:C:A 6:123076113 | A 0.989 ;A#Z;gK/B;SMPDLS’A; PS 4589 |1 -0.452 | 0.088 |3.02E-07 |0.00 |0.75
rs11976578:158070432:G:A | 7:158070432 | A 0.785 | PTPRN2 PS 4589|0.685 [0.136 |0.027 [3.28E-07 [0.00 |0.28
rs34821062:42780832:A:AT | 8:42780832 |AT 0.144 ?g}fFl,(f’RNFlm’. MIR4469; PS8 4098|0.785 [0.276 |0.055 |4.24E-07 [0.00 |0.96
RP4-763G1.2; SERBP1;
rs12064043:67992621:C:T 1:67992621 |T 0.382 IL12RB2; GADDA5A PS 4589|0.843 [0.106 |0.021 |5.18E-07 [0.00 |[0.20
rs7464710:120624386:C:G 8:120624386 | G 0.250 | ENPP2; TAF2; NOV; DSCC1 | PS8 4098|0.963 [0.206 |0.041 |6.42E-07 |[0.10 |3.25
PTPN22; AP4B1-AS1;
rs35025140:114382521:G:GA | 1:114382521 | GA 0.234 RSBNI; BCL2L15 PS8 4098 |0.965 |-0.212 (0.043 |6.46E-07 |0.00 |0.39
APOA2; TOMMA40L;
AL590714.1; MIR5187;
rs149905240:161194396:G:C | 1:161194396 | C 0.023 | FCER1G; NR1I3; NDUFS2; |PS 4589|0.928 [0.328 [0.066 |6.83E-07 [0.00 |0.82
ADAMTS4; PCP4L1; PPOX;
B4GALT3
ZNF276; VPS9D1; FANCA;
rs72807538:89791343:T:A 16:89791343 | A 0.032 SPATA2L: CDK10 PS8 4098|0.837 [0.537 |0.109 |8.42E-07 |[0.11 |[1.36
rs79398870:121712292:T:C |6:121712292 |C 0.079 | GJA1; C6orf170 PS8 4098 |0.994 [0.327 |0.066 |8.45E-07 [0.00 |0.03
DNAJC15; LINC00400;
rs2657109:43701037:G:A 13:43701037 | A 0.980 ENOX1; EPSTI1 PS8 4098 |0.754 |-0.687 |0.139 |8.57E-07 |[0.21 |[1.78
rs368336153:150441282:G:A | 6:150441282 | A 0.011 PPPIR14C; ULBP3; PHBPI, PS8 4098|0.924 [0.858 [0.174 |8.64E-07 [0.00 |0.05

Tabelle 11: Summary-Statistiken der Meta-Analyse von PS und PS8 im Case-Only Setting, die einen p-Wert<1x10° hatten. EAF steht fiir Effekt-Allel-Frequenz. Die benachbarten

Gene innerhalb + 250kb sind angegeben. Der gegebene info-Score ist der minimale Score aus beiden Studien. Tau entspricht der Wurzel der Varianz zwischen den beiden

Studien, Q steht fiir Cochrans Q und ist ebenfalls ein Maf fiir die Heterogenitiit.
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Abbildung 17: RA-Plot von rs11976578. Die SNPs wurden gemdf ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Férbung gibt das LD beziiglich der Top-Variante (blau) an. Der Top-SNP liegt im Gen PTPRN2,
welches in einer anderen GWAS mit Endpunkt Karotis-Kalzifikation in Diabetes Patienten beschrieben wurde [50].
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Abbildung 18: RA-Plot von rs35035140. Die SNPs wurden gemdfs ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Firbung gibt das LD beziiglich der Top-Variante (blau) an. Der Top-SNP liegt im Gen PTPN22
und weitere stark assoziierte Varianten im Gen MAGI3. Das Gen RSBN1 wurde kiirzlich als Lokus fiir KHK
beschrieben [52].
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Abbildung 19: RA-Plot von rs79398870. Die SNPs wurden gemdpf ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Férbung gibt das LD beziiglich der Top-Variante (blau) an. Der Top-SNP liegt im Gen GJA1. Es
gibt Hinweise, dass dieses Protein mit dazu beitrdgt atheromatdse Plaques in der ICA zu stabilisieren [53].
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Abbildung 20: RA-Plot von rs72807538. Die SNPs wurden gemdpfs ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Fidrbung gibt das LD beziiglich der Top-Variante (blau) an. Diese Region ist sehr genreich.
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