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Zusammenfassung VI

ZUSAMMENFASSUNG

Zerebrale Malaria ist eine Form der schweren Malaria, deren Pathogenese bis
heute Gegenstand der Forschung ist. Fur zerebrale Malaria, andere Formen der
schweren Malaria und auch fur milde Malaria wurden in der Vergangenheit
menschliche genetische Varianten beschrieben, die einen Schutz vor der Erkrankung
vermitteln. Diese Arbeit nutzt einen hypothesenfreien Ansatz, um mit einer
genomweiten Assoziationsstudie in einer Studiengruppe von 568 Kindern mit
zerebraler Malaria und 2123 gesunden Kontroll-Kindern weitere genetische
Varianten zu suchen, die Schutz oder Empfanglichkeit hinsichtlich der Erkrankung
beeinflussen. Ziel ist es, durch Identifikation von funktionellen genetischen Varianten
Stoffwechselwege zu erkennen, die eine entscheidende Rolle in der Pathogenese

spielen.

Mit einer Assoziationsstudie, welche eine logistische Regression fur
Korrekturen auf ethnische Statifikation, Geschlecht und Alter beinhaltete, wurde in
der Fall-Kontroll-Studie ein Locus auf Chromosom 2p22.3 identifiziert. Der
Einzelnukleotidaustausch rs12479448 zeigte die starkste Assoziation mit zerebraler
Malaria (OR 1,6; 95 % Kl 1,2 — 1,9; p = 1,2 x 10°®). Zusétzlich wurde mit einem
familienbasierten genetischen Testverfahren, dem Transmissions-
Disequilibriumstest, das Assoziationssignal bestatigt. Der assoziierte Locus befindet
sich in einer intergenischen Region. In einem Assoziationsbereich, der durch
Einzelnukleotidaustausche mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 und mit einem
Kopplungsungleichgewicht von r* > 0,05 zur Variante rs12479448 definiert wurde,
fanden sich Sequenzinformationen von funf Transkripten. Mit einer In silico-Analyse
der cDNA-Sequenzen dieser Transkripte konnte keine Protein-kodierende Funktion
aufgezeigt werden. Expressionsanalysen in 21 untersuchen cDNAs aus
unterschiedlichen Geweben belegten eine sehr geringe und gewebespezifische
Expression der Transkripte. Weitere Untersuchungen an den Transkripten machten
das Vorkommen von alternativ gespleildten Isoformen fur vier der Transkripte

wahrscheinlich.

Die geringe Konzentration und die fehlende Protein-kodierende Funktion der
Transkripte deuten auf eine mogliche regulatorische Funktion dieser nicht
kodierenden RNAs hin. Sie kdnnen Uber diesen Mechanismus eine Rolle in der

Pathogenese der zerebralen Malaria spielen.
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SUMMARY

Cerebral malaria is a form of severe malaria whose pathogenesis as been
subject of research up to now. In the past, human genetic variants have been
described that mediate proctection against cerebral malaria and other forms of
severe malaria as well as for mild malaria. In its search for further genetic variants
which impact upon protection against the disease or susceptibility to it, this study
employs an hypothesis free approach via a genome wide association study of a
group consisting of 568 children with cerebral malaria and 2123 healthy children. The
objective is to detect metabolic pathways which play a decisive role in the

pathogenesis through funcional genetic variants.

With the aid of an association study comprising a logistic regression corrected
for population stratification, sex and age, a locus on chromosome 2p22.3 was
identified in the case-control study. The single nucleotide polymorphism rs12479448
showed the strongest association with cerebral malaria (OR 1,6; 95 % Kl 1,2-1,9; p
= 1,2 x 10'®). Additionally, the association signal was confirmed by a family based
genetic test procedure, the transmission disequilibrium test. The associated locus is
in an intergenic region. In an associated area, which was defined by SNPs with a
significance level of p < 0,05 and a linkage disequilibrium of r* > 0,05 to the variant
rs12479448, sequence information of five transcripts was found. Using in silico
analysis, no protein coding function could be shown in the cDNA sequences of the
transcripts. Moreover, expression analysis of 21 examined cDNAs of different tissues
proved a very low as well as a tissue specific expression of the transcripts. Further
research on the transcripts made the occurance of alternative spliced isoforms in four

of the transcripts likely.

The low concentration of the transcripts and the missing protein coding
function give a hint of a possible regulatory function of these noncoding RNAs. Via
this mechanism, the transcripts could play a role in the pathogenesis of cerebral

malaria.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist neben AIDS und Tuberkulose eine der bedeutendsten
Infektionskrankheiten. Etwa 40 % der Weltbevdlkerung sind dem Risiko einer Malaria
ausgesetzt (Abbildung 1). Fur das Jahr 2010 wurden von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) weltweit 216 Millionen Malariafalle geschatzt
(WHO, 2011), von denen etwa eine Million Erkrankte starben (Murray et al., 2012). In
den Endemiegebieten zahlen meist Kinder unter 5 Jahren und Schwangere zu den
Opfern. Aufgrund der hohen Anzahl an Krankheits- und Todesfallen verursacht
Malaria grof3e soziobkonomische Belastungen fur die betroffenen Lander (Sachs &
Malaney, 2002).

Verursacht wird Malaria durch Parasiten der Gattung Plasmodium, von denen bis
heute funf humanpathogene Spezies bekannt sind: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae und Plasmodium

knowlesi.

=N\
P4

q
(|
/{/

=)
M
Z

[ Lander oder Gebiete mit Malariatransmission
[ Léander oder Gebiete mit bedingter Malariatransmission
NN [ Lander oder Gebiete ohne Malariatransmission

Abbildung 1: Malaria-Risikogebiete von 2009
(verandert nach WHO, 2010)
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1.1.1 Malaria tropica

Der Parasit P. falciparum ist der Erreger der Malaria tropica. Das klinische Bild der
Infektion reicht von asymptomatischer Parasitamie bis zu schwerer Malaria mit
todlichem Verlauf. Meist sind die Symptome vielseitig und wenig spezifisch, ublich
sind Fieberschibe mit Schuttelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen sowie Durchfall
(WHO, 2000). Es kénnen aber lebensbedrohliche Komplikationen wie schwere
Anamie, zerebrale Malaria, Hypoglykamie, metabolische Azidose und ein
Atemnotsyndrom auftreten (Idro et al., 2010). In Endemiegebieten entwickeln von
den erkrankten Kindern etwa 0,5 % ein solches Krankheitsbild, das von der WHO
,Schwere Malaria“ genannt wurde (Roca-Feltrer et al., 2008). Schwere

Verlaufsformen werden ganz Uberwiegend durch P. falciparum verursacht.

1.1.2 Zerebrale Malaria

Zerebrale Malaria zahlt nach der schweren Anamie zu der zweithaufigsten
Komplikation einer Malaria tropica (Newton et al., 1998). Die Inzidenz liegt in
endemischen Regionen Afrikas bei 1120 Kindern/100000/Jahr (Idro et al., 2010).
Dort erkranken Kinder unter 5 Jahren am haufigsten an zerebraler Malaria (Idro et
al., 2010). Allein in Afrika entwickeln jahrlich mehr als 575000 Kinder diese

neurologische Komplikation der Erkrankung (Idro et al., 2010).

1.1.21 Klinik und Diagnose

Die WHO definiert zerebrale Malaria als lebensbedrohliche Krankheit, die durch
einen komatdsen Zustand charakterisiert ist und durch asexuelle Formen von P.
falciparum im Blut verursacht wird (WHO, 2000). Andere Ursachen fir eine
Bewusstlosigkeit wie Fieberkrampfe, Hypoglykamie oder Meningitis mussen
ausgeschlossen werden. Durch die fehlende Spezifitat der Diagnose konnten sonst
Patienten mit einem Koma anderer Genese und simultan auftretender Parasitamie
unrichtig als zerebrale Malaria diagnostiziert werden (Berkley et al., 1999; Idro et al.,
2007; Schubart et al., 2006; Taylor et al., 2004). Dies beruht auf der Tatsache, dass
Individuen in Endemiegebieten eine Teilimmunitat gegenuber P. falciparum
entwickeln und auch bei Parasitamie asymptomatisch bleiben kénnen (Snow et al.,

1997). Da hauptsachlich Kinder unter die Erkrankten fallen, wurde zur Klassifizierung
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der Schwere des Komas eigens fur sie der Blantyre Coma Scale entworfen
(Molyneux et al., 1989).

Bei Kindern setzt das Koma meist plotzlich ein und kann von Krampfen begleitet
werden (Idro et al., 2010). Einige Kinder fallen aus einem Zustand fortschreitender
Schwache und Erschopfung ins Koma. Zu weiteren haufig beobachteten Zeichen
zahlen Hirnédeme, intrakranielle Hypertension und Anzeichen auf Dysfunktionen im
Stammbhirn. Als zusatzliche Begleiterscheinungen konnen Anamie, metabolische
Azidose, Ungleichgewicht des Elektrolythaushalts, Hypoglykamie sowie ein
Schockzustand beobachtet werden (Idro et al., 2010). In vielen Fallen konnten
Schwellungen der Sehnerven, aber auch weil’e Netzhautveranderungen (retinal

whitening) oder Blutungen in der Netzhaut festgestellt werden (Beare et al., 2006).

In Uber 10 % der Falle einer zerebralen Malaria kommt es zu neurologischen
Residuen (Brewster et al., 1990). Zu den Risikofaktoren der neurologischen und
kognitiven Folgeerscheinungen werden eine Vielzahl an Krampfen, tiefes und lang
anhaltendes Koma, Hypoglykamie sowie intrakranielle Hypertension gezahlt (ldro et
al., 2006). Bereits 11 % der erkrankten Kinder weisen bei ihrer Entlassung
neurologische Defizite auf (Brewster et al., 1990). Komplikationen wie Erblindung,
Stoérungen in der Bewegungskoordination und zentrale Hypotonie bilden sich mit der
Zeit zuruck (van Hensbroek et al., 1997). Bei 25 % der erkrankten Kinder kommt es
jedoch zu langfristigen Beeintrachtigungen, insbesondere der kognitiven Fahigkeiten
(John et al., 2008). In 10 — 15 % der Falle sterben die Kinder an zerebraler Malaria

(Idro et al., 2010).

1.1.2.2 Pathogenese

In der Literatur finden sich unterschiedliche Hypothesen zur Pathogenese der
zerebralen Malaria, so dass diese trotz der bekannten involvierten Prozesse nach
wie vor als unverstanden gilt (Idro et al., 2010; van der Heyde et al., 2006). Es wird
vermutet, dass die Zytoadharenz von infizierten Erythrozyten an Rezeptoren des
humanen Wirtsendothels am Pathomechanismus vieler schwerer Verlaufe einer
Malaria tropica beteiligt ist. Diese so genannte Sequestrierung erfolgt Uber variable
Oberflachenproteine des Parasiten in der Blutphase von P. falciparum (Baruch et al.,

1996; Smith et al., 1995). Patienten mit zerebraler Malaria zeigen eine erhdhte
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Sequestrierung am zerebralen mikrovaskularen Endothel (Abbildung 2; Pongponratn
et al., 1991; Pongponratn et al., 2003; Ponsford et al., 2011).

¢ | Parasitierter Erythrozyt
- '1 =

Abbildung 2: Zytoadharenz parasitierter Erythrozyten im Lumen eines zerebralen BlutgefaBes
Schnitt durch Hirngewebe nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines an zerebraler Malaria erkrankten
Kindes, 1000-fache VergroRerung (O'Connell, 2007).

Mit der Bindung an das humane Endothel umgeht der Parasit die Passage durch die
Milz, in der infizierte Erythrozyten ausgesondert werden (Saul, 1999). Infizierte
Erythrozyten binden aulderdem an umliegende infizierte Erythrozyten
(Autoagglutination) und nicht-infizierte Erythrozyten (Rosetting; Miller et al., 2002). Im
peripheren Gefallsystem kann die Zytoadharenz der infizierten Erythrozyten zum
Verschluss von kleinen Blutgefal3en fuhren. Dieser wird als Ausloser von
vermindertem Blutfluss, Sauerstoffmangel und Blutungen diskutiert (Idro et al., 2005;
Schofield & Grau, 2005). In der Pathogenese der zerebralen Malaria wird daher der
Sequestrierung eine entscheidende Rolle in der Funktionsstorung des Endothels
zugesprochen. Gestutzt wird diese Hypothese von Beobachtungen, die eine
Korrelation zwischen dem Grad der intrazerebralen Sequestrierung mit dem
Schweregrad des Komas zeigten (Pongponratn et al., 2003). Als wichtigster
Rezeptor zur Bindung der infizierten Erythrozyten an das zerebrale Endothel wird

ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) angesehen (Ochola et al., 2011; Turner et
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al., 1994). Zusatzlich zur Sequestrierung von infizierten Erythrozyten konnte eine
Sequestrierung und Akkumulation von Thrombozyten und Leukozyten im Gehirn
beobachtet werden (Coltel et al., 2004; Grau et al., 2003). Daruber hinaus konnten
die Zytoadharenz und dadurch ausgeloste Prozesse die Barrierefunktion des
Endothels beeintrachtigen (Francischetti, 2008). So initiiert zum Beispiel die
Aktivierung des Hirnendothels eine Reihe von Prozessen, die moglicherweise in
einer Fehlfunktion der Bluthirn-Schranke resultieren (Adams et al., 2002; Medana &
Turner, 2006). Beteiligt sind inflammatorische Prozesse, Fehlfunktionen von
Nervenzellen, Freisetzung vaskularer und thrombozytarer Mikropartikel und
letztendlich die Apoptose von Endothel- und Nervenzellen in der betroffenen Region
(Combes et al., 2004; Medana et al., 2007; Moxon et al., 2011; Schofield & Grau,
2005; Turner et al., 1994).

1.2  Humangenetik der Malaria

Haldane beschrieb eine geografische Ubereinstimmung in der Verbreitung des
vererbbaren Hamoglobindefekts -Thalassamie und Malaria im Mittelmeerraum
(Haldane, 1949). Er postulierte, dass der Nachteil einer homozygoten Auspragung
des p-Thalasamie-Allels durch den Vorteil einer heterozygoten Auspragung Uber
einen partiellen Schutz vor Malaria ausgeglichen werden wurde. Infolge dessen stellt
sich ein Gleichgewicht der Allele im Genpool der Population ein (balancierter
Genpolymorphismus). Dieses Prinzip der balancierten Selektion soll in Malaria-
endemischen Gebieten zu einer relativ hohen Frequenz von den Hamoglobinallelen
Hamoglobin S (HbS) und Hamoglobin C (HbC) gefuhrt haben (Flint et al., 1998).

Schatzungen zufolge beeinflussen humane genetische Faktoren zu 25 % das Risiko,
an einer Malaria zu erkranken (Mackinnon et al., 2005). Bis heute sind eine Reihe
von Genvarianten publiziert, die Resistenz bzw. Empfanglichkeit gegenuber Malaria
beeinflussen (Tabelle 1). Die schutzenden Mechanismen der aufgefuhrten

genetischen Varianten sind bislang Gegenstand der Forschung.

In einigen der in Tabelle 1 aufgelisteten Gene wurden Assoziationen von Varianten
mit zerebraler Malaria nachgewiesen. So konnte ein Schutz-vermittelnder

Mechanismus durch eine Deletion im CD36-Gen gezeigt werden, dessen Protein bei
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der Sequestrierung infizierter Erythrozyten eine entscheidene Rolle spielt (Omi et al.,

2003).

Tabelle 1: Ubersicht iiber relevante Gene, fiir deren Varianten eine Assoziation mit Malaria
tropica nachgewiesen werden konnte

Gen Protein Publikation
HBA1, HBA2 a-Globin Flint et al., 1986
HBB B-Globin Willcox et al., 1983
SCL4A1 Bande 3 Protein Allen et al., 1999
CD36 Thrombospondin Rezeptor Aitman et al., 2000
ICAM-1 Interzellulares Adhasionsmolekil-1 Fernandez-Reys et al., 1997
ABO Glycosyl-Transferase Fischer et al., 1998
GYPC Glycophorin C Patel et al., 2001
TNFA Tumornekrosefaktor o McGuire et al., 1994
; t_;g 'I:E:ZEE: 1 g Walley et al., 2004
IL-10 Interleukin 10 Wilson et al., 2005
IL-12b Interleukin 12 Morahan et al., 2002
IFNGR1 Interferon y Rezeptor 1 Koch et al., 2002
IRF1 Interferon regulatorischer Faktor 1 Mangano et al., 2008
CR1 Komplementrezeptor 1 Teeranaipong et al., 2008
NOS2A Induzierte Stickstoffsynthetase Kun et al., 1999
G6PD Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Ruwende et al., 1995

Daruber hinaus wurden mehrere Promotorvarianten in immunrelevanten Genen mit
zerebraler Malaria assoziiert. Darunter fallen die Gene von IL-12b (Marquet et al.,
2008; Morahan et al., 2002; Naka et al., 2009), TNF-a (Knight et al., 1999; McGuire
et al., 1994) und Komplementrezeptor 1 (Teeranaipong et al., 2008). Kontroverse
Ergebnisse finden sich in der Literatur zu Assoziationen mit zerebraler Malaria von
Polymorphismen im Gen der induzierten Stickstoffsynthetase, NOS2A (Burgner et
al., 2003; Burgner et al., 1998; Hobbs et al., 2002; Kun et al., 1998; Levesque et al.,
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1999) und einer Variante im ICAM-1-Gen (Fernandez-Reyes et al., 1997; Fry et al.,
2008; Kun et al., 1999). In Bezug auf eine fur zerebrale Malaria spezifische
Assoziation wurde eine zum Krankheitsbild der Ovalozytose fuhrende Deletion von

27 bp im Gen des Bande 3 Proteins, eine Promotorvariante des Interferon-y-
Rezeptors und die Hamoglobin C Variante mit einem Schutz beschrieben (Allen et
al., 1999; Koch et al., 2002; May et al., 2007).

1.3  Auswahl des Studiendesigns

Wie oben beschrieben liegen fur Malaria hauptsachlich Untersuchungen an
Kandidatengenen vor. Kandidatengenansatze sind dann moglich, wenn biologische
Prozesse bei der Entstehung einer Erkrankung bereits bekannt sind. Gene, deren
Produkte in diesen Prozessen eine Rolle spielen, konnen so als mogliche
krankheitsassoziierte Gene identifiziert werden. In der vorliegenden Studie sollten
hingegen in einem hypothesenfreien, genomweiten Ansatz unerwartete Wirtsfaktoren

gefunden werden, die die Entwicklung einer zerebralen Malaria beeinflussen.

Man unterscheidet in der genetischen Epidemiologie zwischen Fall-Kontroll-,
Querschnitts- und Kohortenstudien. Eine haufige Anwendung finden Fall-Kontroll-
Studien, da sie sich besonders fur seltene Erkrankungen eignen und keine lange
Beobachtungszeit voraussetzen (Bickemdller & Fischer, 2007). Da schwere Malaria
nur von etwa 0,5 % der an Malaria erkrankten Personen entwickelt wird, wurde fur
die Untersuchung ein Fall-Kontroll-Studiendesign gewahlt. Man unterscheidet

zwischen Kopplungs- und Assoziationsstudien.

Von Kopplung spricht man, wenn in einer Familie Allele Uberzufallig haufig an
erkrankte Nachkommen vererbt werden. Man unterscheidet Untersuchungen an
Eltern/Kind- und Geschwisterpaaren. Kopplungsanalysen kdnnen genomweit oder
anhand von Kandidatengenen bzw. mutmallich assoziierten Loci durchgeflhrt
werden. In genomweiten Analysen wird oftmals Kopplung mit Erkrankungen in
genomweiten Regionen gefunden, die mehrere Megabasen grol3e chromosomale
Bereiche umfassen. In diesen Regionen kdnnen jedoch einige 100 bis 1000 Gene
lokalisiert sein (Cardon & Bell, 2001). Genomweite Kopplungsanalysen konnen daher

nur als Grobkartierung von assoziierten Loci dienen.
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In einer genomweiten Kopplungsanalyse zu schwerer Malaria konnte ein schwaches
Signal in einer Region auf Chromosom 5q31-33 gezeigt werden (Garcia et al.,
1998b). Dieser Locus zeigte auch in genomweiten Kopplungsstudien zur milden bzw.
asymptomatischen Malaria eine Assoziation (Milet et al., 2010; Sakuntabhai et al.,
2008; Timmann et al., 2007). Die Kopplung dieses Locus konnte inzwischen durch
eine populations- und familienbasierte Analyse auf einen Polymorphismus im /L3-
Gen zuruckgefuhrt werden (Meyer et al., 2011). Kopplungsanalysen eignen sich
besonders fur Analysen von monogenen Erkrankungen mit seltenen Mutationen
(Lander & Schork, 1994). Da Malaria jedoch zu den komplexen Erkrankungen
gezahlt wird (Garcia et al., 1998a; Rihet et al., 1998), wurde die vorliegende Arbeit
als Assoziationsanalyse konzipiert. Um dabei eine hypothesenfreie und
systematische Suche nach Assoziationen von genetischen Markern mit zerebraler
Malaria zu gewahrleisten, wurde eine genomweite Assoziationsstudie (GWA-Studie)
durchgefuhrt.

GWA-Studien ermoglichen die Suche von Assoziationen zwischen Erkrankungen
und Varianten in Genen, die vorher nicht mit der Erkrankung in Verbindung gebracht
wurden. Assoziationsstudien vergleichen die Frequenzen von genetischen Varianten
in einer Fall- und einer Kontrollgruppe. Im Gegensatz zur Kopplungsanalyse werden
in Assoziationsstudien keine familienbasierten Ahnlichkeiten von
Vererbungsmustern, sondern populationsbasierte Frequenzen betrachtet. Ein
Nachteil, der sich daraus fur Assoziationsstudien ergibt, ist seine erhohte Anfalligkeit

gegenuber Populationsstratifikationen (Lander & Schork, 1994).

Um Assoziationen, die mithilfe von GWA-Studien nachgewiesen werden, zu
bestatigen, ist es mdglich, einen Transmissions-Disequilibriumstest (TDT)
durchzufihren. Beim TDT handelt es sich um einen familienbasierten Test zur
Prufung von Assoziation bei gleichzeitig vorliegender Kopplung zwischen einem
genetischen Locus und einer Erkrankung (Spielman et al., 1993). In so genannten
Trios (Kernfamilien) wird die Vererbungsfrequenz von Allelen untersucht. Dem Test
liegt das Prinzip zugrunde, dass ein elterliches Allel, wenn es mit einer Erkrankung
gekoppelt und assoziiert ist, haufiger an ein erkranktes Kind vererbt wird als ein
nicht-assoziiertes/nicht-gekoppeltes Allel. AusschlieRlich heterozygote Eltern sind
hierbei informativ. Der Vorteil des TDTs ist die automatische interne Kontrolle durch

die nicht weitervererbten Allele, welche ein Auftreten von falsch-positiven
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Ergebnissen durch Populationsstratifikation (ethnische, soziale und geographische
Stratifizierungen) ausschliel3t. Da lediglich innerhalb von Familien getestet wird,

leidet der Test jedoch unter einer relativ geringen statistischen Power.

Als genetische Marker werden in GWA-Studien Einzelnukleotidaustausche (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) verwendet. Sie stellen mit schatzungsweise 15
Mio. SNPs bei einer Allelfrequenz groflder 1 % die haufigste Variante des humanen
Genoms dar (1000 Genomes Project Consortium, 2010). Im Vergleich zu anderen
genetischen Varianten weisen sie eine geringe Mutationsrate auf und gelten daher
als stabile Marker, auch in der humanen Evolution (Sachidanandam et al., 2001).
Ihre meist biallelische Eigenschaft erlaubt es, SNPs in einem weitgehend
automatisierten Hochdurchsatzverfahren zu genotypisieren und mathematisch
auszuwerten (Sachidanandam et al., 2001). Ob SNPs funktionelle Auswirkungen
besitzen, hangt von ihrer genomischen Position ab. In kodierenden Regionen fihren
so genannte nicht-synonyme SNPs zum Austausch einer Aminosaure oder zum
Kettenabbruch eines Proteins. Auch konnen an Spleil3stellen gelegene SNPs zu
Veranderungen in der RNA-Prozessierung fuhren. Synonyme SNPs hingegen
bleiben ohne Folgen fur das Protein, da durch sie kein Aminosaureaustausch
hervorgerufen wird. Die meisten SNPs liegen in nicht-kodierenden Regionen des
Genoms (Risch, 2000). Sind sie jedoch in regulatorischen Elementen wie
Promotoren, Enhancern oder Silencern lokalisiert, kbnnen sie ebenfalls funktionelle

Auswirkungen besitzen.

Mit den verfugbaren Genotypisierungsplattformen kann jeweils nur eine definierte
Anzahl an SNPs typisiert werden. Die Vererbung benachbarter SNP-Allele erfolgt
jedoch nicht zufallsgemaR sondern gekoppelt in definierten Haploblocken. Man
spricht dabei von einem so genannten Kopplungsungleichgewicht (linkage
disequilibrium, LD). Besteht zwischen zwei SNPs ein hohes LD, kann aufgrund des
Genotyps eines SNPs mit hoher Wahrscheinlichkeit der Genotyp des anderen SNPs
vorausgesagt werden (Abbildung 3). SNPs, die ein hohes LD zu weiteren SNPs
aufweisen, werden als Tagging SNPs bezeichnet. Durch die Genotypisierung von
Tagging SNPs kann so in GWA-Studien eine moglichst hohe genomische
Abdeckung erreicht werden. Diese Herangehensweise wird als LD-Mapping

bezeichnet.
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Im Gegensatz zu anderen verbreiteten Erkrankungen ist die Suche nach Resistenz-
bzw. Empfanglichkeitsallelen bei Infektionskrankheiten langsamer vorangeschritten
(de Bakker & Telenti, 2010). Bis heute wurde nur eine GWA-Studie zu Malaria
tropica in einer Studienpopulation aus Gambia verodffentlicht (Jallow et al., 2009). In
dieser Studie wurde jedoch keine neue genetische Variante mit einem Effekt auf

schwere Malaria gefunden.
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Haplotyp 1 CAGATEGCTGAATGAATCGCATCIGT
Haplotyp 2 CAGATEGCTGAATGGATCCCATCAGT
Haplotyp 3 CGGATEGCTGECATGGATCCCATCAGT
Haplotyp 4 CGGATIGCTGCATGAATCGCATCIGT

Abbildung 3: Schematische Ubersicht iiber Haploblécke

Einzelnukleotidaustausche (SNPs) sind mit farblichen Balken hervorgehoben. SNP 1, 2 und 3 sowie
SNP 4, 5 und 6 weisen eine hohe Kopplung auf. Jeder SNP dieser gekoppelten SNPs kann als
Tagging SNP der anderen zwei SNPs dienen (nach Manolio et al., 2008).

1.4  Zielsetzung

In der vorliegenden Studie sollten in einem hypothesenfreien Ansatz neue Gene oder
Stoffwechselwege identifiziert werden, die Hinweise auf die Pathogenese der
zerebralen Malaria geben. Fir dieses Vorgehen wurde eine GWA-Studie nach dem

Fall-Kontroll-Studiendesign gewahlt.

In der GWA-Studie sollten mithilfe des Affymetrix® Genome Wide SNP Array 6.0 die
Genotypen von mehr als 906600 SNPs in einer ghanaischen Studienpopulation,
bestehend aus 409 Fallen mit zerebraler Malaria und 828 gesunden Kontrollen,
bestimmt werden. Auf Basis der Genotypen der Falle und Kontrollen sollten
Assoziationsberechnungen durchgefihrt werden. Assoziierte Loci sollten anhand
einer weiteren Studiengruppe aus derselben Studienregion, bestehend aus 159
Fallen zerebraler Malaria und 2123 gesunden Kontrollen, bestatigt oder verworfen
werden. Bei bestatigter Assoziation sollte ein Fine Mapping in der chromosomalen

Region durchgefuhrt werden, durch das die kausale Variante eingegrenzt oder
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gefunden werden konnte. Darlber hinaus sollten Transkripte, die in der Nahe des
assoziierten Locus liegen, charakterisiert und hinsichtlich ihres

Expressionsverhaltens untersucht werden.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1  Studiendesign und Studienpopulation

2.1.1 Studiendesign

Das Ziel dieser genomweiten Assoziationsstudie (GWA-Studie) war es, genetische
Varianten zu finden, die eine Resistenz gegenuber zerebraler Malaria vermitteln. Da
es sich bei zerebraler Malaria um eine seltene Erkrankung handelt, wurde ein Fall-
Kontroll-Studiendesign gewahlt. Die berucksichtigten Falle wurden aus dem Komfo
Anokye Teaching Hospital in Kumasi (Ghana) rekrutiert. Bei den Kontrollen handelt

es sich um Stichproben aus der Bevolkerung im Einzugsgebiet des Krankenhauses.

2.1.2 Studienpopulation

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte im Zeitraum von 2001 bis 2005 in
der Ashanti Region, einem meso- bis hyperendemischem Gebiet der Malaria mit
ganzjahrigen hohen Infektionsraten von P. falciparum sowie mafigen Infektionsraten
von P. ovale und P. malariae (Binka et al., 1994; Kobbe et al., 2006).

In die GWA-Studie zur zerebralen Malaria wurden im Zeitraum von 2001 bis 2005
568 Kinder im Alter von 2 Monaten bis 12 Jahren mit einer zerebralen Malaria nach
den Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Komfo Anokye
Teaching Hospital aufgenommen (WHO, 2000). Die Aufnahmekriterien der Studie
waren ein Nachweis asexueller P. falciparum-Parasiten im Blut sowie ein Blantyre
Coma Score von < 3 bei zwei Untersuchungen in 30 minutigem Abstand. Zusatzlich
zu den Zeichen der zerebralen Malaria traten Uberwiegend folgende weitere
Symptome von schwerer Malaria auf: Hyperparasitamie (> 200.000 Parasiten/ul),
metabolische Azidose (Laktatwert > 5 mmol/L und/oder Blutbasenwerte < -5 mEq/L),
Hypoglykamie (Blutzuckerwert < 2.2 mmol/L), respiratorische Insuffizienz sowie
Erschopfung (diagnostiziert nach altersbedingtem Unvermogen von korperlichen
Fahigkeiten wie Sitzen, Essen, Stehen). Die Wahl der Kontroll-Individuen erfolgte
unter Berucksichtigung einer Anpassung an den Altersaufbau, die Verteilung der

Ethnien und das Geschlechterverhaltnis der Individuen in der Fallgruppe. Die
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insgesamt 3519 Studienteilnehmer, die nach Qualitatskontrollen (siehe 2.3.1.1) in der
Studie verblieben, wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die GWA-Studiengruppe zur
initialen Suche nach Assoziation von SNPs mit zerebraler Malaria bestand aus 409
Fallen mit zerebraler Malaria und 828 Kontrollen (Tabelle 2). Die Falle wurden so
ausgewabhlt, dass sie neben den Symptomen einer zerebralen Malaria zusatzlich
Zeichen einer Azidose wie Hyperlaktatamie, einer Atemnot oder einem Basendefizit
aufwiesen. Die Replikationsgruppe zur Bestatigung der Assoziation der SNPs nach
Analyse der GWA-Studiengruppe setzte sich aus 159 Fallen mit zerebraler Malaria
und 2123 Kontrollen zusammen. Unter den Kontrollen der Replikationsgruppe
befanden sich 1042 Individuen, die in die GWA-Studie aufgenommen wurden und
1081 Individuen aus weiteren Studien zur Malaria tropica aus der umliegenden
Region (Kobbe et al., 2007; Timmann et al., 2007).

Tabelle 2: Demographische Charakteristika der Studiengruppen

e o
Alter Geschlecht Ethnizitat (%) A
. Ga- nzahl
(Monate)  (mannl:weibl)  aAxan Northerners Ewe
Adangbe

GWA-Studiengruppe

Falle 24 (2-120) 56:44 62 1 34 1 409

Kontrollen 20 (2-120) 54:45 68 1 28 2 828

Replikationsgruppe

Falle 28 (4-147) 54:46 66 - 30 3 159

Kontrollen 40 (3-161) 51:49 66 <1 33 1 2123

Abgebildet ist der Median des Alters mit der Spannweite in Klammern.

In beiden Studiengruppen war die Ethnie Akan mit 62 — 68 % am starksten vertreten
(Tabelle 2). Die unter Northerners zusammengefasste Gruppe setzte sich aus
Individuen verschiedener Ethnien zusammen, die nicht naher eingegrenzt werden
konnten. Diese Gruppe von Ethnien war mit 28 — 34 % in den beiden Studiengruppen
vertreten. Zwischen 1 und 3 % der Individuen gehdrten der Ethnie Ewe an. Die

Ethnie Ga-Adangbe war mit bis zu 1 % in den Studiengruppen vertreten.
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Als Untersuchungsmaterial dienten mit EDTA versetzte Blutproben aus
Routineuntersuchungen der Patienten. Den Kindern der Kontrollgruppen wurde

entsprechend Blut entnommen.

Die Charakteristika der klinischen Untergruppen finden sich in Tabelle 3.
Einverstandniserklarungen der Eltern oder deren Betreuer lagen fur alle
teilnehmenden Kinder vor. Eine Genehmigung zur Durchfuhrung der Studie wurde
erteilt durch die Ethik-Kommission der School of Medical Sciences, Kwame Nkrumah

University of Sciences and Technology, Kumasi, Ghana.

Tabelle 3: Angabe der klinischen Symptome der zerebralen Malaria-Fille

Symptom
© k) * .*“_3
® I Q S %
T 5 £ . S o
s < 5 & & g
I o © 3 i g >
8 o = c c = [@)]
o) = [ Q = [ Q
et c (o} (%) ) o o
() [&) > © -— > >
N n T m < T T
GWA-Studiengruppe
Falle 409 129 262 203 183 179 66
Replikationsgruppe
Falle 159 22 53 23 38 45 13

*Zusatzlich zum klinischen Phanotyp einer zerebralen Malaria konnten sechs weitere klinische
Phanotypen der schweren Malaria beobachtet werden. Die weiteren Phanotypen Uberschnitten sich
mit zerebraler Malaria und teilweise auch untereinander.
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2.2 Material

2.2.1 Gerate

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser
Agagel Mini Elektrophoresekammer
T3 Thermocycler

Transilluminator

CERTOMAT®MO SchuttlerBraun
5415R Zentrifuge

Biophotometer 6131

Thermomixer 5436
Sicherheitswerkbank HERAsafe HS15
JK Ultra-Turrax T8-Homogenisierer

Wasserbad Julabo 5B

Inkubator

BIO PAD Elektrophoresekammer
Innova™ 4400 Incubator Shaker
Thermocycler Primus 96 advanced

Pipetten-Set

Light Cycler® 480

3E Platten-Zentrifuge
4K10 Platten-Zentrifuge

Applied Biosystems, Darmstadt
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Biorad, Hercules, USA

BioTech International, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Stau-
fen

Julabu, Seelbach

Memmert, Schwalbach
MWG-Biotech, Ebersberg

New Brunswick Scientific, USA
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Er-
langen

Rainin, Giessen

Roche, Mannheim

Sigma, Osterode am Harz

Sigma, Osterode am Harz

Pipettierroboter Genesis Workstation 200 Tecan, Crailsheim

2.2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Allgemein verwendete Chemikalien stammen von Merck (E. Merck, Darmstadt), Roth
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) sowie Sigma (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim).
Verbrauchsmaterialien wurden von BD (Becton, Dickinson and Company, USA),
Biozym (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf), Eppendorf (Eppendorf AG,
Hamburg), Nunc (Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden) und Sarstedt (Sarstedt AG &
Co, Numbrecht), Applied Biosystems™ (Darmstadt) bezogen. PCR Reagenzien,
sofern sie nicht als Reagenziensystem aufgefihrt werden, stammen von Solis
BioDyne (Estland). Aqua ad injectablilia wurde von Delta Select (Dreieich) bezogen.
Sofern erforderlich erfolgte eine Sterilfiltration von Losungen mithilfe von Filtern einer

PorengrofRRe von 0,22 ym von Schleicher&Schuell (Dassel).
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2.2.3 Puffer und Lésungen

Agarose-Gel-Auftragspuffer (10x) 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol

50% (v/v) Glycerin
Ethidiumbromid-Stammldsung 5 mg/ml Ethidiumbromid in ddH,O

TBE (10x) 0,45 M Tris-Base
0,45 M Borsaure
10 mM EDTA, pH 8,0
autoklaviert

RNase away Molecular BioProducts, USA

2.2.4 Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide stammten von MWG-BIOTECH AG (Ebersberg)

oder Biomers (Ulm/Donau). Ein Oligonukleotid zur Synthese von cDNA wurde von
der Firma USB (USA, Cleveland) bezogen. Im Anhang findet sich eine Liste der

verwendeten Oligonukleotide (siehe Anhang).

2.2.5 RNA aus humanem Gewebe

Humane Gesamt-RNA wurde von BioCat (Heidelberg) erworben oder aus
Venengewebe isoliert, die von der herzchirurgischen Abteilung des
Asklepiosklinikums Hamburg bereitgestellt wurde. Die pulmonale Endothelzelllinie
HPMEC wurde von Prof. Dr. James Kirkpatrick des pathologischen Instituts der
Universitat Mainz zur Verfugung gestellt (Krump-Konvalinkova et al., 2001). Im

Anhang findet sich eine Liste der erworbenen RNAs.

2.2.6 cDNA aus humanem Gewebe

Erststrang-cDNA aus unterschiedlichen humanen Geweben wurden von BioCat
(Heidelberg) sowie Primerdesign (Southampton, UK) bezogen. Eine cDNA Bibliothek
aus mikrovaskularen primaren Endothelzellen wurde von Aligent Technologies
(Waldbronn, ehemals Stratagene) bezogen. Eine Ubersicht tiber die verwendeten
cDNAs findet sich im Anhang. Zudem wurde aus der isolierten RNA der Beinvene

sowie aus der erworbenen RNA selbst cDNA synthetisiert.
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2.2.7 cDNA-Klone
Al218168

AA861168

2.2.8 Vektoren
pCR2.1 Cloning Vector

2.2.9 Reagenziensysteme

BigDye® Terminator v3.1 Cycle
HiDi-Formamid Sequencing Kit
GeneRuler TM low

MSB® Spin PCRapace

Superscript® Il First Strand Synthesis System
For RT-PCR

SuperScript® Il/lll Reverse Polymerase
Second Strand Buffer

T4 DNA Ligase

TA Cloning® Kit

Thermoscript™ Reverse Transcriptase
TOPO TA Cloning® Kit

TRIzol® Reagent

Sephadex G-50

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
peqGOLD DNA-Sizer XII

peqGOLD 100 bp DNA-Leiter
GoTag® Flexi DNA Polymerase
HotStarTag® PCR

RNeasy Mini Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

5'/3' RACE Kit, 2" Generation
LightCycler® 480 SYBR Green | Master

Source Bioscience (ehemals
ImaGenes GmbH), Berlin
Source Bioscience (ehemals
ImaGenes GmbH), Berlin

Invitrogen, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Roth

Invitek, Berlin
Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Millipore GmbH, Schwal-

bach/Ts)

Macherey und Nagel, Diuren

PeqLab, Erlangen
PeqLab, Erlangen
Promega, USA
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
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2210 Kultivierung von E. coli

2.2.101 Bakterienstamme

Es wurden chemisch kompetente Bakterienstamme mit dem TOPO TA Cloning® Kit
von Invitrogen (Darmstadt) geliefert, die fur die Transformation von E. coli verwendet

wurden.

2.2.10.2 Medien
LB (Luria Broth) wurde in ddH20 angesetzt. Das Medium wurde bei 120°C fir 25 min

unter einem Druck von 1 bar autoklaviert. Antibiotika wurden ab einer Temperatur

von 55°C zum Medium gegeben.

LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl

Medien fur die Agarplatte enthielten zusatzlich 15 g/l Bacto-Agar.

2.2.10.3 Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden von der Firma Roth (Kanamycinsulphat) und
Sigma (Ampicillin) bezogen. Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 30 pg/mi

angewendet, Kanamycin mit 50 ug/ml.
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2.3 Methoden

2.3.1 Statistische Analysen

2.3.1.1 Qualitatskontrolle der genomweiten Assoziationsanalyse

23111 Ausschluss von Studienteilnehmern

Es wurden diejenigen Individuen ausgeschlossen, deren Genotypisierungsrate unter
96 % und Heterozygotenrate aul3erhalb 26 bis 31 % lag. Ebenso wurden Individuen
ausgeschlossen, denen eine biologische Verwandtschaft mit einem identischen
Anteil der ererbten Anlagen von uber 12,5 % zu anderen Teilnehmern der GWA-
Studiengruppe nachgewiesen werden konnte. Die Einzelnukleotidaustausche (SNPs)
rs334 (HbS) und rs33930165 (HbC) wurden in allen verbleibenden
Studienteilnehmern genotypisiert. Die Sichelzellerkrankung verursacht neben
Anamie auch eine erhdhte Anfalligkeit fur Sepsis. Da Anamie und Sepsis auch zu
Bewusstlosigkeit fuhren kdnnen und dies als Phanokopie einer zerebralen Malaria
angesehen werden kann, wurden Individuen mit einem HbSS- und HbSC-Genotyp

nicht in die Assoziationsanalyse (siehe 2.3.1.2) eingeschlossen.

2.3.1.1.2 Ausschluss von SNPs

Von der Assoziationsanalyse wurden SNPs der X und Y Chromosomen sowie
mitochondriale und pseudoautosomale SNPs ausgeschlossen. Autosomale SNPs mit
einer Minor-Allelfrequenz von < 1 % und einer Genotypisierungsrate von < 96 %
wurden ebenfalls nicht fur eine Analyse verwendet. Die Plots von Signalintensitaten
der Genotypen der genomweiten SNP-Typisierung, die so genannten cluster plots,
wurden in den Fallen visuell auf ihre Qualitat gepruft, Genotypen zweifelsfrei zu
identifizieren, wenn SNPs ein Signifikanzniveau von p = 10™* unterschritten. SNPs mit
mehrdeutigen Ergebnissen wurden ebenfalls ausgeschlossen. Daruber hinaus
wurden SNPs, die eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht von p < 107
aufwiesen, nicht in die Assoziationsberechnungen eingeschlossen. Nach diesen

Kriterien der Qualitatskontrolle blieben 774800 SNPs fur die Assoziationsanalyse.
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Abschliefliend wurden die berechneten 774800 p-Werte der Assoziationsanalyse in
einem so genannten Quantile-Quantile-Plot aufgetragen um einen Hinweis darauf zu
erhalten, ob in der Studie mehr signifikante Ergebnisse erhalten wurden als zu
erwarten waren. Dabei wurden die beobachteten p-Werte der Reihe nach vom
kleinsten zum hochsten aufgelistet und der theoretischen Verteilung der p-Werte
gegenubergestellt (Abbildung 4). Unter einer vollstandigen Null-Verteilung betragt der
erwartete Inflationsfaktor A = 1. Der Inflationsfaktor A betrug nach Adjustierung mit
den Variablen der Multidimensionalen Skalierung (MDS) 1,012. Ein erhdhtes
Auftreten von falsch-positiven Assoziationen durch Populationsstratifikation (siehe

2.3.1.3) oder Genotypisierungsfehler gilt daher als unwahrscheinlich.

Beobachteter (-ogP)

Erwarteter (-logP)

Abbildung 4: Quantile-Quantile-Plot der p-Werte des additiven Modells der GWA-
Studiengruppe

23.1.2 Assoziationsanalyse
Fir die statistische Analyse wurde die Software PLINK v1.07 verwendet (Purcell et

al., 2007). Die Assoziationsberechnungen erfolgten mit einem multivariaten
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logistischen Regressionsmodell. Dadurch konnten mehrere Faktoren (Kovariaten)
bertcksichtigt werden, die das Krankheitsrisiko einer zerebralen Malaria beeinflussen
und zu Verzerrungen fuhren. SNPs, die nach der Genotypisierung in der GWA-
Studiengruppe eine Assoziation mit einem Trend in Richtung genomweiter
Signifikanz mit p-Werten < 5 x 10”° im additiven Vererbungsmodell aufwiesen,
wurden anschlielend in der Replikationsgruppe uberpruft. Um auch andere
Vererbungsmodi als das additive Modell zu testen, wurden Assoziationssanalysen
unter Annahme eines dominanten oder rezessiven Vererbungsmodells fur den neu

gefundenen Locus durchgeflhrt.

Zunachst wurden eine Nullhypothese Hy (,Es besteht keine Assoziation zwischen
dem Krankheitsbild und den genetischen Varianten®) und eine Alternativhypothese
H1 (,Es besteht eine Assoziation zwischen dem Krankheitsbild und genetischen
Varianten®) festgelegt. In der Medizin hat sich ein Signifikanzniveau von p = 0,05
etabliert. Liegt der berechnete p-Wert unterhalb dieses Werts, wird die Nullhypothese
abgelehnt, und es gilt die Alternativhypothese H4. Da in dieser Studie nahezu 800000
SNPs getestet wurden (multiples Testen), steigt die Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten von falsch-positiven Ergebnissen. Mit der Bonferroni-Korrektur ist es jedoch
maoglich, dieser Fehlerwahrscheinlichkeit entgegenzuwirken, indem man das
Signifikanzniveau a durch die Anzahl der durchgeflhrten Tests dividiert. Fur
genomweite Assoziationsstudien (GWA-Studien) hat sich ein Signifikanzlevel von

5 x 10°® durchgesetzt, fiir den zuféllige Assoziationen als hinreichend
unwahrscheinlich gelten (Pe'er et al., 2008). Dieses berechnet sich aus dem
Signifikanzniveau a, dividiert durch die in der Assoziationsstudie verwendeten
unabhangigen SNPs (Hardy & Singleton, 2009; Smith & Newton-Cheh, 2009).
Unterschreiten p-Werte einzelner SNPs diesen Wert, wird Signifikanz fur eine

genomweite Studie angenommen.

Die Odds Ratio (OR) ist in der Epidemiologie ein Assoziationsmal zwischen
Risikofaktoren und einer Erkrankung. Liegt der Wert bei 1, gibt es keine Assoziation
zwischen beiden Komponenten. Ein Wert unter 1, weist auf einen Schutz, ein Wert
uber 1 auf eine Empfanglichkeit gegenuber der Erkrankung hin. Die OR erfolgt unter

Angabe des 95 % Konfidenzintervalls und wird meist fur das Minor-Allel angegeben.
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Das relative Risiko beschreibt die Wahrscheinlichkeit, um welche sich ein Merkmal
(von zwei Alternativmerkmalen) in zwei Gruppen unterscheidet. Dazu wird der

Quotient der Wahrscheinlichkeiten eines Merkmals errechnet.

Das Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) zwischen SNPs kann mit
dem Korrelations-Koeffizienten r* und D’ beschrieben werden. Zwei Marker stehen in
einem vollstandigen LD, wenn D’ = 1 ergibt. r? gibt die Korrelation der Allele der
untersuchten Varianten an und ermdglicht bei geringen Allelfrequenzen eine
verlasslichere Aussage Uber das LD zwischen SNPs als D’. Ein Korrelations-
Koeffizient von r? = 1 entspricht einem vollstandigen LD. Der Korrelations-Koeffizient

r’ kann dafiir verwendet werden, Tagging SNPs zu definieren.

Die Analysen zur Kopplung der Varianten wurden mit dem Programm Haploview
12.9.0 berechnet (Barrett et al., 2005).

2313 Populationsstratifikation

Treten in Untergruppen einer ethnisch gemischten Population unterschiedliche Allel-
und Krankheitshaufigkeiten auf, konnen falsch-positive Assoziationen bestimmt
werden. Sie treten dann auf, wenn sich die Anteile zwischen Fallen und Kontrollen
unterscheiden (Lander & Schork, 1994; McCarthy et al., 2008; Pearson & Manolio,
2008). Das Verfahren der multidimensionalen Skalierung (MDS) wurde als
biomathematisch-genetisches Verfahren zur Bestimmung unterschiedlicher
ethnischer Gruppen in der vorliegenden Studienpopulation verwendet. Die mittels der
MDS-Transformation abgeleiteten Variablen der 1. bis 3. Ordnung dienten in dieser
Studie zugleich zur Korrektur der Assoziationsberechnungen. Grafisch dargestellt

werden die Daten mit der Software R (http://www.R-project.org).

2314 Powerberechnung

Die statistische Power druckt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der ein statistischer
Test die Alternativhypothese H4 erkennt. Als Variable spielen unter anderem die
Fallzahlen, das Signifikanzniveau sowie die Inzidenz der Erkrankung eine Rolle fur
die Berechnung. Die Inzidenz der zerebralen Malaria in subsaharischen Gebieten
betragt 1 - 12 Falle/1000 Kinder/Jahr (ldro et al., 2010). Die Bestimmung der
statistischen Power dieser GWA-Studie erfolgte mit der Software CaTS (Skol et al.,
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2006). Diese ermoglichte mit einer Wahrscheinlichkeit von 80 % den Nachweis von
Assoziationen von SNPs mit einer Frequenz des risikotragenden Allels von 5 % und
einem relativen Risiko von 1,67 mit der verwendeten Studienteilnehmerzahl unter

Annahme des additiven Vererbungsmodells.

2.3.1.5 Transmissions-Disequilibrium-Test

Fir die Berechnungen des Transmissions-Disequilibriumstests wurde das Programm
UNPHASED v3.1.3 verwendet. Das Programm ermaglicht, neben den
Assoziationsberechnungen mit vollstandigen Trios (Eltern und erkranktes Kind) auch
Berechnungen mit Duos (ein Elternteil und erkranktes Kind), indem die Genotypen
der fehlenden Eltern statistisch aus der Population der vorhandenen Eltern geschatzt

werden.

2.3.2 Molekularbiologische Methoden

2.3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Sequenzen erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktionen
(polymerase chain reaction, PCR). Die verwendeten Oligonukleotide wurden zu
Stockldsungen mit einer 100 pmol/ul Konzentration angesetzt und bei -20°C gelagert.
Die Gebrauchslosung bestand aus 1:10-Verdunnungen der Stocklésung. Es wurde
mit der FirePol® Polymerase sowie mit der HotFirePol® (SOLIS) und der AmpliTaq
Gold® 360 DNA Polymerase (Invitrogen) gearbeitet und Variationen anhand der
Magnesiumkonzentration (1,5 — 3 mM) im Reaktionsansatz durchgefuhrt. Je nach
verwendeter Polymerase und Matrize wurden dem Reaktionskit beigefuigte PCR-
Zusatze wie Q-Solution oder Solution S hinzugegeben. Diese Zusatze ermdglichen
eine Veranderung der Schmelztemperatur der Matrize und erleichtern die
Amplifikation schwieriger Ausgangsmaterialien. Au3erdem wurden verschiedene
Temperaturen zur Oligonukleotid-Hybridisierung (50 - 62°C) getestet sowie die

Temperatur zur Polymerisierung zwischen 68°C und 72°C variiert.
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Der Standardansatz einer PCR mit der FirePol® Polymerase war im Allgemeinen wie

in Tabelle 4 dargestellt zusammengesetzt:

Tabelle 4: Standard-PCR-Ansatz und -Programm mit der Firepol® Polymerase (Solis)

Polymerase-Puffer BD [10x]

finale Konzentration
1x

Solution S [10x] 1Xx

MgCI2 [25mM] 1,5-3,0 mM
Oligonukleotid vorwarts [10 pmol/pl] 0,5 uM
Oligonukleotid rickwarts [10 pmol/ul] 0,5 uM
dNTPs [je 10 mM] 200 uM
FIREPoI® Polymerase [5 U/pl] 1U
DNA-Matrize X ul

ddH,0O X Ml
Gesamtvolumen 20 ul

95°C 5 min

95°C 30 sec

X°C 30 sec 45 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

4°C

Der Standardansatz einer PCR mit der AmpliTaq Gold® 360 DNA Polymerase war

im Allgemeinen wie in Tabelle 5 dargestellt zusammengesetzt:

Tabelle 5: Standard-PCR-Ansatz und -Programm mit der AmpliTaq Gold® 360 DNA Polymerase

(Invitrogen)

Polymerase-Puffer [10x]

Q Solution [5x]

MgCI2 [25mM]

Oligonukleotid vorwarts [10 pmol/pl]
Oligonukleotid riickwarts [10 pmol/ul]
dNTPs [je 10 mM]

AmpliTaq Gold® Polymerase [5 U/ul]
DNA-Matrize

ddH,0

finale Konzentration

1x

1x
1,5-3,0mM
0,5 uM

0,5 uM

200 uM

1U

X ul

X ul

Gesamtvolumen

20 ul

95°C 5 min

95°C 30 sec

X°C 30 sec 45 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

4°C
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2322 Genotypisierung von genetischen Polymorphismen

2.3.2.21 Genome-Wide Human SNP Array 6.0 von Affymetrix®

Die in dieser Studie untersuchten Falle und Kontrollen wurden im Rahmen einer
genomweiten Assoziationsstudie (GWA-Studie) zu P. falciparum-Malaria mit dem
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 von der Firma Affymetrix® in den USA
genotypisiert. Diese Genotypisierungsplattform von Affymetrix® ermdglicht die
Genotypisierung von mehr als 906600 autosomalen, gonosomalen und
mitochondrialen SNPs. Die Genotypen der untersuchten SNPs der verwendeten

Falle und Kontrollen lagen fur das GWA-Studienkollektiv vor.

23.22.2 SNPlex® Technologie

Das SNPlex® Genotyping System erlaubte die simultane Genotypisierung von 48
SNPs innerhalb einer biologischen Probe (Tobler et al., 2005). Es erfolgte eine
Genotypisierung ausgewahlter SNPs in der Replikationsgruppe mithilfe dieser
Methode. Die Genotypisierungen wurden vom Institut fur Klinische Molekularbiolgie

der Universitat Kiel durchgefuhrt.

23223 Dynamic allele-specific hybridization (DASH)

Eine weitere Methode zur Genotypisierung von SNPs ermoglicht DASH (Howell et
al., 1999). Dabei wird sich die durch ein Auftreten von SNPs hervorgerufene
unterschiedliche Hybridisierungstemperatur von DNA-Strangen zu Nutzen gemacht.
Die Zielsequenz wurde unter Anwesenheit von zwei Hybridisierungssonden (Anker
und Sensor) amplifiziert. Die Sonden hybridisierten innerhalb des Amplikons in der
Nahe des zu typisierenden SNPs. Der Sensor hybridisierte an die Sequenz um die
zu charakterisierende genetische Variante. Zwischen Anker und Sensor, die mit
unterschiedlichen Fluophoren markiert waren, erfolgte ein Energietransfer, dessen
Fluoreszenz messbar war, wenn beide Sonden simultan hybridisieren. Befand sich
an der Position der Variante ein mismatch durch einen Nukleotidaustausch, war die
Bindungsaffinitat von Sensor zu Zielsequenz geringer als bei vollstandiger
Komplementarsequenz. Die genetischen Polymorphismen lieRen sich durch ihre

unterschiedlichen Hybridisierungstemperaturen unterscheiden; der abweichende
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SNP besal} die geringere Hybridisierungstemperatur. Dieses Ereignis liel3 sich Uber
den Abfall der Fluoreszenzintensitat durch die Dissoziation des Sensors wahrend
einer stetigen Temperaturerhohung im LightCycler (Schmelzkurvenanalyse) messen.
Mit der Software des LightTypers (Roche Diagnostics, Mannheim) wurden die
Genotypen der SNPs bestimmt. Ausgangsprodukt dieser Methode waren 2 pl einer
1:200 Verdunnung von zuvor Uber das GenomiPhi HY DNA-Ampilification Kit (GE
Healthcare, Braunschweig) genomweit amplifizierte DNA des gesamten
Studienkollektivs. Der obligate PCR-Ansatz sowie die obligaten PCR-Bedingungen

der Genotypisierung finden sich in Tabelle 6.

Tabelle 6: PCR-Ansatz und -Programm und der FRET-Analyse

Volumen
Polymerase-Puffer BD/B [10x] 1 ul
Solution S [10x] 0-1pl
MgCI2 [25mM] 0,4—-1.2ul 95°C 3 min
Oligonukleotid vorwérts [10 mol/ul] 0,2-1,0 ul 95°C 1 min
Oligonukleotid riickwarts [10 mol/pl] 0,2-1,0ul x°C 1 min 45 Zyklen
Anker [5 pmol/ul] 0,4 ul 72°C 1 min
Sensor [5 pmol/pl] 0,4 pl 72°C 10 min
dNTPs [je 10 mM] 200 ul 4°C
DMSO 0-0,5 ul
FIREPoI® Polymerase [5 U/pl] 0,2 pl
Matrizen-DNA 2 ul
ddH,O ad 10,0 ul
23.23 RNA-Isolierung aus humanen Venen

Die Durchfuhrung der RNA-Isolierung aus vaskularem Gewebe erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll von Townsend et al. (Townsend et al., 1999). Die
Pulverisierung der humanen Beinvenen wurde mit Morser und Stol3el unter RNase-
freien Konditionen und Zugabe von flussigem Stickstoff erzielt. Eine Zugabe von
TRIzol® Reagenz diente einem zusatzlichen Schutz vor RNA-Degradierung. Die
Menge des Reagenzes richtete sich nach dem Gewicht des aufzuarbeitenden
Gewebes, welches im Vorfeld bestimmt wurde. Eine Halfte des erforderlichen
TRIzol® Reagenzes wurde wahrend des Pulverisierungsprozesses beigeflugt. Die

zweite Halfte wurde dem Gemisch nach der Pulverisierung zugefugt. Die gefrorene
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Flussigkeit wurde anschliel3end bei Raumtemperatur aufgetaut. Ein Homogenisierer
ermoglichte die vollstandige Losung des Gemischs. Das Homogenat wurde
anschliel3end mit 1/5 seines Volumens an Chloroform versetzt und 15 - 30 sec stark
gemischt. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation auf Eis fur 30 min mit einer
nachfolgenden 30-minudtigen Zentrifugation bei 4°C und 10000 x g. Die wassrige
RNA-haltige Phase wurde separiert und ein aquivalentes Volumen Isopropanol zur
Fallung hinzugegeben. Das Gemisch wurde bei -20°C fur 30 min inkubiert und im
Anschluss fur 30 min bei 4°C und 10000 x g zentrifugiert. Der Niederschlag wurde
mit 70 % Ethanol gewaschen, und erneut bei 4°C fur 5 min und 10000 x g
zentrifugiert. Die RNA wurde fur 10 min bei 56°C luftgetrocknet und in 100 yl Wasser
geldst. AnschlieRend erfolgte eine Aufreinigung nach Herstellerangaben mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen). Einbezogen in diesen Arbeitsschritt war ein 15-minutiger
DNase-Verdau zur Eliminierung einer etwaigen Kontamination mit genomischer DNA
(gDNA).

Die RNA-Konzentration der Ausbeute wurde in 50-fach RNase-freiem Wasser mit

einem Bio-Photometer (Eppendorf) bei 260 nm gemessen.

2324 Reverse Transkription

Die cDNA wurde nach Angaben des Herstellers mit dem SuperScript Il/Ill First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) generiert. Hierfur dienten
Oligo(dT)1s-22 (Invitrogen) als Oligonukleotide. Es wurden optimalerweise 1 ug RNA
fur die Reverse Transkription verwendet. Stets diente ein Ansatz ohne Matrizen-RNA
als Kontrolle. Inkubiert wurde fur 1 Stunde bei 45°C.

Fur schwierige Sekundarstruktur-bildende oder GC-reiche RNA-Sequenzen wurde
die Thermoscript™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) verwendet. Mit dieser

Reversen Transkriptase ist es moglich, die cDNA bei bis zu 65°C zu synthetisieren.

23.25 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) erlaubt es, die Amplifikation wahrend
einer PCR in Echtzeit zu quantifizieren. Der interkalierende Fluoreszenz-Farbstoff
SYBR® Green | bindet an doppelstrangige DNA und ermoglicht Gber die proportional

steigende Emission eine Detektion der entstehenden Amplifikationsprodukte.
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Ein Schwellenwert (cycle of threshold, Ct-Wert) sowie die PCR-Effizienz wurden
hierfur als Auswertungsmal verwendet. Der Ct-Wert determiniert den Zyklus, in dem
die Fluoreszenz des PCR-Produktes signifikant Uber dem des Hintergrunds liegt. In
diesem Fall liegt in allen Proben eine aquivalente Menge neu synthethisierter DNA
vor (Pfaffl, 2004). Die PCR-Effizienz gibt die Amplifikationseffizienz in einem PCR-
Zyklus an und betragt optimalerweise 2 (Verdopplung des Ausgangsstranges). Die
Effizienzen sowie die Ct-Werte des Referenz- und des Zielgens wurden durch die
Software LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 (Roche) automatisch

bestimmt und anschlieBend manuell miteinander korreliert (Muller et al., 2002):

E CtReFerenz o _
Referenz NE = normalisierte Expression

Ct

EZielgc—n

NE =

Zielgen E = Effizienz

Ct = Crossing Point

Als Referenzgene dienten zwei konstitutiv exprimierte Gene: Beta Aktin (ACTB) und
das Gen der katalytischen a-Untereinheit der Protein Phosphatase 1 (PPP1CA)
(Bernard et al., 1996; Dolter & Braman, 2001; Hsiao et al., 2001). ACTB und
PPP1CA werden in Zellen unterschiedlich stark exprimiert: ACTB gehort zu den stark
transkribierten Genen, PPP1CA dagegen zu den wenig transkribierten Genen. Das
Oligonukleotidpaar zur Amplifikation des Referenzgens ACTB stammte aus einer
Publikation (Galiveti et al., 2009). Es hybridisiert mit dem Vorwarts-Oligonukleotid an
einer Spleil3stelle der mMRNA und kann somit nur Amplifikate des Gens anhand von

comlementary DNA (cDNA), nicht aber anhand von gDNA generieren.

Angesetzt wurde die PCR nach Angaben des Herstellers mit dem LightCycler® 480
SYBR Green | Master-Kit (Roche) und durchgefuhrt auf einem LightCycler 480®

Instrument (Roche) unter folgenden PCR-Bedingungen:
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Tabelle 7: Ansatz und Programm der quantitativen Real-Time PCR fiir den LightCycler 480®
Instrument

SYBRgreen | Master, 2x 5 ul 96°C 5 min

Oligonukleotid vorwarts [10 pmol] 1 ul 96°C 20 sec

Oligonukleotid riickwérts [10 pmol] 1yl 58°C 20 sec 45 Zyklen
H20 xul 72°C 30 sec

cDNA-Matrize x 4°C

Gesamtvolumen 20 pl

Die Auswertung erfolgte mit der oben angefuhrten Software. Um Pipettierfehler zu

minimieren, wurden mindestens Duplex-Ansatze verwendet.

Zur Optimierung der quantitativen Auswertung wurde zudem eine
Schmelzkurvenanalyse der Amplifikate durchgefuhrt. Hierbei wird nachfolgend an die
PCR eine Temperaturerhohung vollzogen. Bei der Trennung der DNA-Strange fallt
das Fluoreszenzsignal ab, da der Fluoreszenzfarbstoff SYBRgreen von Doppelstrang
dissoziiert. Die Produkte derselben Fragmente weisen bei Dissoziation einen
identischen Schmelzpunkt auf. So kann sicher gegangen werden, dass es sich bei

dem zu analysierten Produkt um das richtige handelt.

FUr die Etablierung der quantitativen Real-Time PCR wurden zunachst die

Effizienzen der verwendeten Oligonukleotidpaare bestimmt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Effizienzen der Oligonukleotidpaare der quantitativen Real-Time PCR

Exon Effizienz Matrize

ACTB 4/5 1,88 (+ 0,06) cDNA
PPP1CA 6/7 1,97 (£ 0,03) cDNA
Al/AW 1 1,84 (£ 0,06) gDNA
BX 2 1,92 (£ 0,01) gDNA

AA ungespleildt 1,77 (£ 0,03) gDNA

DA 2 2,00 (£ 0,03) gDNA

DA 6 1,97 (£ 0,01) gDNA

ACTB, Beta Aktin; PPP1CA, Protein Phosphatase 1; AlI/AW, Al218168/AW66536; BX, BX091678; DA,
DA227815; cDNA, complementary DNA; gDNA, genomic DNA
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Dafur wurde fur jedes untersuchte Exon der Transkripte je eine Verdunnungsreihe in
den Stufen 100 ng/ul, 10 ng/ul, 1 ng/pl und 100 pg/pl im Triplex-Ansatz angesetzt.
Die Effizienzbestimmung der Referenzgene erfolgte aufgrund der Oligonukleotid-
Bindungsstellen an Sequenzen unterschiedlicher Exons anhand von cDNA. Fur die
Transkripte wurden die Effizienzbestimmungen an gDNA vorgenommen. Die
Berechnungen zu den Oligonukleotid-Effizienzen erfolgten mit der

LightCycler® 480 Instrument — Software.

2.3.2.6 DNA-Sequenzierung

Sequenzen der PCR-Produkte wurden mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger
gewonnen (Sanger et al., 1977). Dazu wurde 1 pl des PCR-Produktes mit dem
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit amplifiziert.
AnschlielRend an die BigDye-Reaktion erfolgte eine Aufreinigung des Amplifikats
mittels Sephadex G-50 (Millipore GmbH, Schalbach/Ts), um unerwunschte
Oligonukleotide aus dem Reaktionansatz zu entfernen. Das Produkt wurde in HiDi-
Formamid (Applied Biosystems) gegeben und im 3100 Genetic Analyser (Applied

Biosystems) kapillarelektrophoretisch aufgetrennt.

Tabelle 9: Reaktionsansatz und PCR-Programm der Sequenzierung nach Sanger

Volumen
BigDye Reaktionsmix 2yl 96°C 5 min
PCR-Puffer 2yl 96°C 30 sec
Oligonukleotid vorwarts/riickwarts [10 pmol] 1ul 50°C 15 sec 25 Zyklen
DNA-Matrize 1ul 60°C 4 min
ddH,0 4 ul 4°C

Die DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe der SeqScape® Software Version 2.5 (Applied
Biosystems) gegen genomische DNA (gDNA) oder gegen in Online-Datenbanken
hinterlegten Sequenzen des Humangenoms des NCBI oder UCSC (siehe 2.3.4.2)
abgeglichen.
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23.2.7 Fine-Mapping

Das Fine Mapping begrenzte sich auf einen Bereich von 100 kb um eine Variante mit
der starksten Assoziation. Da es sich bei diesem Abschnitt um eine hochrepetitive
Region handelt, war es notwendig, den Bereich in einer ersten PCR (outer PCR)
zunachst in etwa 3000 bp lange DNA-Fragmente aufzuteilen. Dessen
Amplifikationsprodukt diente als Matrize fur die zweite BigDye-Reaktion (inner PCR)

die anschlielend wie unter 2.3.2.6 beschrieben weiter behandelt wurde.

23.2.8 Rapid Amplification of cDNA-Ends (RACE)

Die Rapid Ampilification of cDNA Ends (RACE) ist ein PCR-basiertes Verfahren zur
Amplifikation von cDNA-Enden. Da bei dieser Art PCR eine Vielzahl von
unspezifischen PCR-Produkten entsteht und der zu untersuchende Bereich einen
hohen Anteil an repetitiven Sequenzen aufweist, wurde eine HotStarTag DNA
Polymerase (Qiagen, Hilden) verwendet. Diese vermindert durch eine initiale
Aktivierung bei 94°C fur 15 min eine Amplifikation von unspezifischen PCR-

Produkten und Oligonukleotid-Dimeren.

Fur die RACE war es noétig, zwischen verschiedenen DNA-Polymerasen und
Zusammensetzungen der Reaktionsbedingungen zu variieren, da die verschiedenen
Matrizen mit ihren unterschiedlichen Oligonukleotiden jeweils eigene
Amplifikationsbedingungen bendtigten (siehe Anhang). Die Zusammensetzung der

verwendeten Reaktionsansatze finden sich in Tabelle 4 und 5.

2.3.2.8.1 5’-Rapid Amplification of cDNA Ends (5’-RACE)

Die 5’-RACE erfolgte entsprechend einem modifizierten Protokoll nach Schramm et
al. (Schramm et al., 2000). Das Prinzip der 5’-RACE ist in Abbildung 5 dargestellit.
Voraussetzung fur diese Methode ist eine bekannte Teilsequenz des Transkriptes.
Diese dient als Matrize, indem ein komplementares genspezifisches Oligonukleotid 1
(GSP1) an die Matrize hybridisiert und mithilfe der Reversen Transkriptase ein
cDNA-Erststrang in Richtung des 5°-Endes synthetisiert wird. Ist das Ende des
Transkriptes erreicht, fugt die Reverse Transkriptase drei bis funf Cytosine an das 3'-

Ende des cDNA-Erststranges.
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Abbildung 5: Schematische Abbildung der 5‘-RACE mit der CapFinder-Methode

Anhand einer bekannten Sequenz wird mit einem GSP1 ein cDNA-Erststrang der RNA-Matrize
synthetisiert. Die Reverse Transkriptase fligt 3-5 Cytosine an das 5-Ende des neu synthetisierten
Strangs an, an deren Sequenz das 3’-Ende des CapFinder-Oligonukleotids hybridisiert. Entlang
dieses neuen Oligonukleotids schreibt die Reverse Transkriptase nach einem template switch den
cDNA-Zweitstrang, so dass am Ende ein cDNA-Doppelstrang vorliegt. Anhand dieser CapFinder-
cDNA kann mit weiteren GSP und dem komplementaren CapFinder-Oligonukleotid eine 5-RACE
vollzogen werden bis das gewiinschte Produkt gewonnen wird. Cap, 5-Capstruktur des Transkripts;
EST, Expressed Sequence Tag; mRNA, messenger RNA; GSP, genspezifisches Oligonukleotid; N,
Anzahl angefugter Basen; C, Cytosin; G, Guanin; A, Adenin; cDNA, complementary DNA; RACE,
Rapid Ampilification of cDNA Ends, modifiziert nach Schramm et al., 2000.

Diese Cytosine dienen als Bindungsstelle fur ein generiertes Oligonukleotid
(CapFinder-Oligonukleotid) mit einer Komplementarsequenz zu diesen Tri- bis
Pentanukleotiden, die dann um die Sequenz des Oligonukleotids bis zu einer Lange
von 30 bp verlangert werden. Diese angefugte Sequenz dient bei nachfolgenden
PCRs als Hybridisierungsstelle fur ein weiteres Oligonukleotid (CapFinder B). Sobald
das CapFinder-Oligonukleotid an den cDNA-Erststrang hybridisiert hat, vollzieht die
Reverse Transkriptase einen sogenannten Template-Switch und schreibt entlang des
Erststrangs den Zweitstrang. Am Ende der cDNA-Synthese liegt ein cDNA-
Doppelstrang von der bekannten Sequenz des Transkripts bis zum 5°-Ende vor.

Dieses Produkt wurde fur eine semi-nested PCR mit einem genspezifischen
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Oligonukleotid 2 (GSP2) und dem CapFinder B-Oligonukleotid eingesetzt. Diese
PCR erfolgte fur 20 Zyklen. Mit einem genspezifischen Oligonukleotid 3 (GSP3) und
dem CapFinder B-Oligonukleotid wurde aus 1 ul diesem PCR-Ansatz eine weitere
semi-nested PCR fur 30 Zyklen angesetzt. Konnte nach dieser PCR kein Produkt
uber die Gelelektrophorese detektiert werden, wurde die PCR um weitere 10 Zyklen
erweitert. Sollten mehr als eine Bande entstanden sein, wurde 0,5 - 1 ul des
Amplifikats in eine PCR mit einem weiteren GSP eingesetzt. Waren so genannte
Schmierbanden auf dem Gel zu erkennen, wurde die PCR-L6sung verdunnt und mit
1 ul der verdinnten Lésung eine weitere semi-nested PCR vollzogen. Je nach

Intensitat der Schmierbanden wurden Verdinnungen von 1:50 bis 1:500 angesetzt.

Fur Transkripte, bei denen mit der CapFinder-Methode keine 5’-Enden detektiert
werden konnten, wurde ein 5°/3’-RACE-Kit (Roche, Mannheim) herangezogen.
Hierbei wurde zunachst ein Einzelstrang mit einem GSP synthetisiert und im
Anschluss mit einer Terminalen Transferase eine oligo(dT)-Sequenz am 5’-Ende
angefugt. In der ersten semi-nested PCR mit dieser Matrize wurde ein Oligonukleotid
verwendet, das Uber eine komplementare Sequenz zum oligo(dT)-Nukleotid verfugt,
am 5’-Ende jedoch eine angefugte Oligonukleotidsequenz besitzt. Diese Sequenz
wurde als Bindungsstelle flr weitere PCRs verwendet, um eine gewisse Spezifitat zu
erhalten. Man behilft sich am 5’-Ende mit der oligo(dT)-Sequenz, da in kodierenden
und 5’-Regionen von Saugern eine Neigung zu GC-reichen Sequenzen besteht. Die
Wabhrscheinlichkeit einer Hybridisierung des oligo(dT)-Nukleotids an adeninreiche
Sequenzen im 3’-Bereich eines Transkripts wird dadurch verringert. Die PCR-

Bedingungen sind unter Tabelle 4 und 5 zusammengefasst.

2.3.2.8.2 3’-Rapid Amplification of cDNA Ends (3’-RACE)
Die 3'-RACE basiert auf einem ahnlichen Prinzip wie die 5-RACE (Abbildung 6).
Als Matrize dient cDNA, die mit einem oligo(dT)-Oligonukleotid synthetisiert wurde.

Fur die erste semi-nested PCR wurde ein Oligonukleotid verwendet, das
komplementar zum poly(A)-Schwanz der generierten cDNA ist und darUber hinaus
weitere 30 Nukleotide an seinem 3'-Ende besitzt. Das zweite Oligonukleotid wurde

so gewahlt, dass es in der genspezifischen Sequenz der cDNA hybridisierte (GSP1).
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Abbildung 6: Schematische Abbildung der 3’-RACE PCR

Die 3'-RACE verlangt cDNA, die mittels oligo(dT)-Nukleotiden genertiert wurde als Matrize. An deren
poly(A)-Schwanz bindet das oligo(dT)-Oligonukleotid, das an seinem 5’-Ende einen Uberhang tragt,
der nicht an die cDNA-Sequenz hybridisieren kann. Die Sequenz des Uberhangs diente nachfolgend
als Bindungsstelle fiir weitere PCRs mit genspezifischen Oligonukleotiden (GSP). Dieses Prinzip
konnte angewendet werden, bis das gewtlinschte PCR-Produkt amplifiziert wurde. EST, Expressed
Sequence Tag; PCR, Polymerase Kettenreaktion; A, Adenin; T, Thymin, GSP, genspezifisches
Oligonukleotid; N, Anzahl angefligter Basen; cDNA, complementary DNA; RACE, Rapid Amplification
of cDNA Ends; modifiziert nach Schramm et al., 2000.

Mit diesen Oligonukleotiden wurde eine PCR mit 20 Zyklen gestartet. Aus diesem
Amplifikat wurde nach dem Prinzip der 5’-RACE eine zweite semi-nested PCR
angesetzt, in der ein GSP2 sowie ein Oligonukleotid komplementar zum angeflgten
Uberhang hybridisierten. Dieses Verfahren erfolgte, bis das 3-Ende des Transkripts

detektiert wurde.

23.29 Aufreinigung von Amplifikationsprodukten

Eine Trennung von PCR-Produkten von restlichen Oligonukleotiden und PCR-
Reaktionsbeigaben erfolgte mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Aufreinigungssystem (Macherey & Nagel, Duren) sowie dem MSB® Spin PCRapace

Aufreinigungssystem (Invitek, Berlin) nach Angaben des Herstellers.
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2.3.2.10 Klonierung von Amplifikationsprodukten
Die Klonierung von Amplifikationsprodukten erfolgte mit dem Topo® TA Cloning® Kit

nach Angaben des Herstellers (Invitrogen, Darmstadt). Dafur wurden zunachst die
Produkte mithilfe des NucleoSpin® Miniprep Kit (Macherey & Nagel, Duren) oder des
QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden) von restlichen Oligonukleotiden

und Oligonukleotid-Dimeren befreit.

Plasmide wurden unter Kanamycin oder Ampicillin selektioniert und die
Bakterienkolonien Uber eine PCR auf ein Insert untersucht (Colony-PCR). Die
Colony-PCR erfolgte nach den unter Tabelle 4 aufgefihrten Bedingungen tber 30
Amplifikationszyklen. Das Amplifikationsprodukt wurde sequenziert und Uber NCBI
Blastn (http://www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) seine genomische Position
bestimmt. Handelte es sich dabei um die gesuchte Sequenz, wurde eine
Flassigkultur dieses Klones angesetzt und dieser Uber Nacht bei 125 rpm bei 37°C in
einem Certomat® MO Kreisschuttler inkubiert (BioTech International, Goéttingen). Die
Plasmide der Bakterienkultur wurden Uber das QIAprep® Spin Miniprep Kit isoliert
(Qiagen, Hilden).

2.3.2.11 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte Uber Auftrennung der Amplifikate mittels
Gelelektrophorese. Agarose der Firma ROTH wurde in TBE-Puffer in
Konzentrationen von 1,5 — 2,5 % (w/v) angesetzt und mit 200 ug/ml Ethidiumbromid
versetzt. Als Laufpuffer diente 1x TBE-Puffer. Das Gel wurde fur 30 min bei 120 V
laufen gelassen. AnschlieRend erfolgte eine Visualisierung der Produkte uber UV-

Licht (254 nm) und eines Geldokumentationssystems.

Als Grolenstandard dienten, je nach erwarteter GroRe der Amplifikate, peqGOLD
DNA-Sizer Xll, peqGOLD DNA Leiter Plus (PEQLAB Biotechnologie GmbH,

Erlangen) sowie GeneRuler™ Low (Fermentas, St. Leon-Roth).
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2.3.3 Zellbiologische Methoden

2.3.3.1 Kultivierung von E. coli

Kultur auf Mediumplatten

Die Kultur von E. coli auf Mediumplatten erfolgte mit 50 und 200 pl einer
Bakteriensuspension unter Zugabe der erforderlichen Menge eines Antibiotikums
zum LB-Medium. Nach einer Transformation eines Plasmids mit Resistenzgen wurde
zudem eine Blau-Weil3-Farbung durchgefuhrt indem der Bakteriensuspension 40 pl
einer 2%igen X-Gal-L6sung zugefuhrt wurde. Die Inkubation erfolgte uber Nacht bei

37°C bis Einzelkolonien erkennbar waren.

Flussigkultur

Flassigkulturen wurden aus Einzelkolonien in 3 ml Gefa3en mit LB-Medium
angesetzt. Die Kultivierung erfolgte Uber Nacht bei 225 rpm und einer Temperatur
von 37°C in einem /nnova ™ 4400 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, USA).
Dem Medium wurden gegebenenfalls erforderliche Mengen eines Antibiotikums

zugefuhrt.

2332 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli erfolgte mit chemisch kompetenten Zellen. Ein Aliquot
von 200 ul der Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit 1 pl des zu transformierenden
Plasmids vermischt und fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei
42°C in einem Wasserbad fur 35 sec und einer erneuten Inkubation auf Eis fur 2 min
wurden die Zellen mit 250 yl SOC-Medium vermengt. Nach einer Inkubation von 30
min bei einer Temperatur von 37°C und 225 rpm in einem Certomat® MO
Kreisschuttler (BioTech International, Gottingen) wurden 50 und 200 ul der

Zellsuspension auf zwei Kulturplatten ausgestrichen.



Patienten, Material und Methoden 37

2.3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung bakterieller Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit
(Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Die DNA wurde in 30 pl TE-Puffer eluiert
und anschlieflend mit einem Bio-Fotometer (Eppendorf) die DNA-Konzentration

gemessen.

2.3.4 In silico-Methoden

2.3.4.1 Charakterisierung von genomischen Bereichen

Sequenzierte DNA-Bereiche wurden mithilfe des MapViewers von NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/mapview) und des Genome Browsers von UCSC

(http://lwww.genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) ermittelt.

2342 Sequenzanalyse

Die Auswertung von sequenzierten DNA-Fragmenten wurden mit dem Programm
Sequencing Analysis 5.1 und SeqScape v2.1.1. durchgefuhrt. Zusatzlich wurde NCBI

Blastn fur die Sequenzanalyse verwendet.

2343 Untersuchungen zur putativen Proteinkodierung

FUr Untersuchungen zu maoglichen Protein-kodierenden Sequenzen in den
Transkripten wurde die Sequenz mit der Internetsoftware ExPASy (Gasteiger et al.,
2003) gepruft und die moglichen Aminosaurenabfolgen mit NCBI Blastp
(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) auf Sequenzahnlichkeiten zu anderen

Proteinen durchsucht.

2344 SNP-Datenbanken

Fir die Analyse von SNPs wurden folgende Datenbanken herangezogen:

* SNPper (http://www.snpper.chip.org)
e dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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* Ensemble BioMart (http://www.ensembl.org)

* 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org)

2.34.5 Expressed Sequence Tag-Datenbanken
Die Informationen zu den Expressed Sequence Tags (ESTs) wurden den
Datenbanken von NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/unigene) und UCSC

(http://www.genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) entnommen.

2346 Oligonukleotid-Design

Der Entwurf der Oligonukleotidpaare fur PCR-basierte Methoden erfolgte Uber
Primer3 v0.4.0 (Rozen & Skaletsky, 2000). Als genomische Grundlage dienten die
bei NCBI Blast hinterlegten Sequenzen.

Der Entwurf der Oligonukleotide der DASH-Methode erfolgte Uber die LightCycler®

Probe Design Software 2.0. Die Grundlage dieser Sequenzen waren die in dbSNP

hinterlegten umliegenden Sequenzen der jeweils zu untersuchenden Variante.

2.3.5 Auswahl des Assoziationsbereichs

Fir weiterfuhrende molekularbiologische Untersuchungen wurde ein
Assoziationsbereich um den SNP rs12479448 festgelegt, der die hochste
Assoziation mit zerebraler Malaria zeigte. Der Assoziationsbereich wurde begrenzt
durch ein LD von r? > 0,05 zu rs12479448 und einem Signifikanzniveau von p < 0,05
(Abbildung 12). Die SNPs rs7557477 und rs1823800 mit den genomischen Position
35046574 und 35123318 bp (Genome Build 36.3) stellten jeweils die aulleren

Grenzen des insgesamt 76,7 kb betragenden Assoziationsbereiches dar.
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3 Ergebnisse

3.1 Genomweite Assoziationsstudie zu zerebraler Malaria

3.1.1 Qualitatskontrolle der Einzelnukleotidaustausche

Von den 906622 genomweiten und mitochondrialen Einzelnukleotidaustauschen
(SNPs), die mit dem Genome-Wide Human SNP Array 6.0 von Affymetrix® typisiert
wurden, erfullten 774800 autosomale SNPs die Standards der Qualitatskontrolle
(siehe Material und Methoden) und konnten in die nachfolgenden statistischen

Analysen der genomweiten Assoziationsstudie (GWA-Studie) aufgenommen werden.

3.1.2 Populationsstratifikation der GWA-Studiengruppe

FUr Untersuchungen auf Populationsstratifikation wurde das Verfahren der
multidimensionalen Skalierung (MDS) auf die Genotypen angewendet, die von
774800 SNPs in der GWA-Studiengruppe von 1237 Individuen ermittelt wurden. Von
den drei mit der MDS-Transformation errechneten Dimensionen, die als Variable fur
eine molekulargenetisch bestimmte Klassifikation der genetischen Heterogenitat der
Individuen verwendet wurden, sind zur lllustration die Dimensionen 1 und 2
dargestellt (Abbildung 7).

In der Abbildung sind zwei benachbarte Cluster von Individuen sowie ein Areal mit
Individuen zu erkennen, die aulRerhalb dieser Cluster liegen. Eine Stratifikation nach
ethnischer Selbstauskunft fasst die Individuen aus der mit ca. 65% am haufigsten
angegebenen Ethnie Akan im Wesentlichen im linken Cluster zusammen. Wahrend
dessen bilden Individuen, die nach eigenen Angaben der zweitgrof3ten Gruppe
Northerners zuzuordnen waren, mit ca. 31% den Grolteil des rechten Clusters. In
diesen beiden Clustern sind auch die meisten Individuen der angegebenen Ethnien
Ga-Adangbe und Ewe vertreten, die nur einen sehr geringen Anteil von jeweils
weniger als 2% an der Studienpopulation haben (siehe Tabelle 2). Die Streuung
aulderhalb der beschriebenen Haupt-Cluster wird uberwiegend von Individuen
erzeugt, die nach eigenen Angaben der Gruppe Northerners zuzuordnen waren. Es

wurde somit eine Populationsstratifikation in der Studiengruppe gefunden, die mit der
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alleinigen Zuordnung der Individuen zu ghanaischen Ethnien bzw. Gruppen von
Ethnien nur unzureichend beschrieben werden kann. Um die beobachtete
Populationsstratifikation in den folgenden Assoziationsberechnungen zu
bertcksichtigen, wurden die ersten drei MDS-Dimensionen als Kovariaten in die

nachfolgende statistische Analyse einbezogen.

o ¢ Akan
o | e Ga-Adangbe
eEwe
e Northerner
o
o
=}
N - P
c (S ‘
jel @
(2]
C
£
o &
.
(42]
o ] .
S %
<
o
=]
T T T T T
-0,01 0,00 0,01 0,02 0,03

Dimension 1

Abbildung 7: 1. und 2. Dimension der multidimensionalen Skalierung (MDS), stratifiziert nach
ethnischer Herkunft

Die MDS-Dimensionen wurden aus 774800 SNP-Genotypen von 409 Fallen mit zerebraler Malaria
und 828 gesunden Kontrollen ermittelt. Jeder Punkt stellt ein Individuum dar.

Nach Stratifikation des Plots der 1. und 2. Dimension der MDS konnten keine
systematischen Abweichungen der Verteilungen zwischen den Fallen und Kontrollen
und den Geschlechtern erkannt werden (Abbildung 8 und Abbildung 9).
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Abbildung 8: 1. und 2. Dimension der multidimensionalen Skalierung (MDS), stratifiziert nach
Fall-Kontroll-Status

Die MDS-Dimensionen wurden aus 774800 SNP-Genotypen von 409 Fallen mit zerebraler Malaria
und 828 gesunden Kontrollen ermittelt. Jeder Punkt stellt ein Individuum dar.
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Abbildung 9: 1. und 2. Dimension der multidimensionalen Skalierung (MDS), stratifiziert nach
Geschlecht

Die MDS-Dimensionen wurden aus 774800 SNP-Genotypen von 409 Fallen mit zerebraler Malaria
und 828 gesunden Kontrollen ermittelt. Jeder Punkt stellt ein Individuum dar.
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3.1.3 GWA-Studie zur zerebralen Malaria

FUr die Untersuchungen zur Assoziation von zerebraler Malaria mit 774800 SNPs
wurden die Genotypen der 409 Falle der GWA-Studiengruppe mit denen der 828
gesunden Kontrollen verglichen. Die statistische Auswertung erfolgte mit einer
multivariaten logistischen Regression unter Einbeziehung der ersten drei MDS-

Dimensionen und unter Annahme eines additiven Vererbungsmodells.

Mit dem Ziel, eine Auswahl an SNPs zu treffen, die nach einer gemeinsamen
Analyse mit weiteren Studienteilnehmern den empfohlenen Schwellenwert fur
genomweite Signifikanz von p < 5 x 10°® (Manolio et al., 2008; Pe'er et al., 2008)
erreichen kénnten, wurde ein willkiirlicher Schwellenwert von p < 5 x 10”° gesetzt.
SNPs, die diesen Schwellenwert unterschritten, wurden fur eine weitere Analyse in
Betracht gezogen. Eine genomweite Ubersicht der errechneten Signifikanzniveaus ist

in einem so genannten Manhattan-Plot dargestellt (Abbildung 10).

p-Wert (-log10)

1 2 3 4 5 6 7 8910 11121314 16 18 2022
Chromosom 15 1719 21

Abbildung 10: Manhattan-Plot der GWA-Studiengruppe

Signifikanzniveaus von 774800 autosomalen SNPs der GWA-Studiengruppe, aufgetragen gegen ihre
genomische Position. Statistische Analysen erfolgten mit multivariater logistischer Regression unter
Annahme eines additiven Vererbungsmodells. Rote Punkte reprasentieren die fir die
Replikationsstudie ausgewahlten SNPs mit einem p-Wert von < 5 x 10, blaue Punkte stehen fiir
SNPs mit einem p-Wert von 2 5 x 107
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Unter Berucksichtigung des Schwellenwertes wurden 19 SNPs auf acht
unterschiedlichen Chromosomen identifiziert (Tabelle 10). Fielen mehrere dieser
SNPs in einen chromosomalen Bereich von bis zu 20 kb, wurden diese aufgrund der
Annahme, dass unter ihnen ein Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium,
LD) besteht, einem Locus zugeordnet. Dies fuhrte zu einer Verteilung der 19 SNPs

auf 13 unabhangige Loci.

Von den 13 identifizierten Loci wurden 11 Loci weiter bearbeitet. Zwei SNPs, die in
dieser Studie nicht weiter analysiert wurden (rs10836540 und rs12805180), liegen
auf Chromosom 11 in der Nahe des HBB-Gens (Tabelle 10). HBB kodiert fur die
Kette des R-Hamoglobins und stellt somit einen bekannten Resistenzlocus der

schweren Malaria dar (May et al., 2007).

Die Genotypen der 11 am jeweiligen Locus am starksten assoziierten SNPs wurden
mit unabhangigen Genotypisierungsmethoden (SNPlex® oder DASH, dynamic allel-
specific hybridization; je nach Verfugbarkeit) in derselben Studiengruppe erneut
typisiert. Die Ergebnisse beider Genotypisierungsmethoden wurden miteinander

verglichen und eine Konkordanz von uber 98% wurde festgestellt.

3.2  Kontrolle der GWA-Ergebnisse in einer unabhangigen Fall-Kontroll-Gruppe

Die 11 SNPs mit der starksten Assoziation am jeweiligen Locus wurden in einer
unabhangigen Studiengruppe, der Replikationsgruppe bestehend aus zusatzlichen

159 Fallen mit zerebraler Malaria und 1042 gesunden Kontrollen, genotypisiert.

Um das 11-fache Testen der untersuchten SNPs zu berucksichtigen, wurde das fur
eine Replikation zu unterschreitende Signifikanzniveau auf eine Schwelle von
p<4,5x 102 (p = 0,05 bei 11 SNPs) angepasst. Die statistische Analyse mit
multivariater logistischer Regression zeigte unter Annahme eines additiven
Vererbungsmodells und bei Korrektur auf die Variablen Alter, Geschlecht und Ethnie
fiir den SNP rs12479448 eine signifikante Assoziation (p = 2,9 x 10, Tabelle 10).



Ergebnisse 44

Tabelle 10: Ergebnisse der Assoziationsstudien in der GWA-Studiengruppe und der Replikationsgruppe

SNPs* ausgewahlter Loci der GWA-Studie GWA-Gruppe Replikationsgruppe
e # An;ghl Verer- Minor-/ MAF MAF Minor-/ MAF MAF
Chr. Position rs- assoziierter bungs- | Major- Fall- Kontroll- o-Wert OR Major- Fall- Kontroll- o-Wert OR
[bp] Nummer SNPs* modell Allel gruppe  gruppe (95% KIl) Allel gruppe  gruppe (95% KIl)
am Locus [%] [%] [%] [%]

1 112146150 rs7517611 1 AIC 15,4 10,2 2,7x10° 1,7(1,3-22) AIC 11,5 12,0 59x107  09(06-13)
1 199439727 rs832160 1 AIG 22,8 30,6 46x10°  0,7(05-0,8) AIG 25,8 28,6 26x10"  09(0,6-1,1)
2 3015354 rs20289833 1 cIT 4,7 1,6 40x10°  29(1,8-4,9) cIT 1,5 1.9 70x10"  08(0,3-23)
2 35069984 rs12479448 2 AT 20,9 13,6 13x10°  1,7(1,3-21) AT 24,5 16,2 29x10%  17(1,3-23)
2 198939676 rs2467041 1 Tic 46,7 444 49x10° 1,4(1,2-17) Tic 46,5 46,3 88x10"  1,0(08-13)
7 13667180 rs12538929 3 TIA 38,5 46,1 26x10°  0,7(0,6-0,8) TIA 46,9 42,8 26x10"  1,2(09-15)
8 120629877 rs7008680 1 additiv AIG 42,1 33,1 3,8x10°  1,5(1,3-1,8) AIG 34,9 34,6 86x10"  1,0(08-13)
11 4707349 rs10836540 1 Tic 31,0 34,0 2,7x10° 0,7 (0,5-0,8) nicht weiter bearbeitet, siehe 3.1.3

11 5180937 rs12805180 1 A/C 29,0 27,0 23x10°  15(1,3-1,8) nicht weiter bearbeitet, siehe 3.1.3

12 75614451 rs1806597 1 Tic 29,0 22,1 42x10° 15(1,2-1,8) TiIc 24,2 278 1,4x10"  0,8(0,6-1,1)
12 81924270 rs10082865 4 CIG 48,5 39,4 1,5x10°  1,5(1,2-1,7) C/G 40,4 42,3 62x10"  09(0,7-1.2)
21 3490573 rs2835314 1 AIG 17,9 24,5 44x10°  06(05-0,8) AIG 21,0 21,9 77x10"  1,0(0,7-1.3)
22 47123181 rs1883129 1 G/IC 439 46,6 95x10°  1,5(1,2-1.8) CIG 48,7 47,4 1,3x10"  1,2(09-1,5)

GWA-Gruppe (409 Falle, 828 Kontrollen), genotypisiert mit dem Genome-wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix). Replikationsgruppe (159 Falle, 1042 Kontrollen),
genotypisiert mittels SNPlex® oder DASH (dynamic allel-specific hybridization). Chr., Chromosom; bp, Basenpaar; rs-Nummer, NCBI-Nummer annotierter SNPs; SNPs,
Einzelnukleotidaustausche; MAF, Minor-Allelfrequenz; A, Adenin; C, Cytosin; G, Guanin; T, Thymin; GWA, genomweite Assoziation; OR, Odds Ratio; Kl, Konfidenzintervall; *,
SNPs, die nach statistischer Analyse einen p-Wert von p <5 x 10 aufwiesen, Assoziationsberechnungen ausgehend vom Minor-Allel; * NCBI Genome Build 36.3.
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3.3  Untersuchungen der kombinierten GWA- und Replikationsgruppen

Mit dem Ziel, Assoziationsberechnungen in den kombinierten Studiengruppen
vorzunehmen, wurden fur den SNP rs12479448 die Genotypen der GWA- und der
Replikationsgruppe in einen gemeinsamen Datensatz zusammengefuhrt. Die
statistische Auswertung erfolgte wie unter 3.2 beschrieben. Anhand der Genotypen
der insgesamt 568 Falle und 1870 Kontrollen ergab sich eine Assoziation der
Variante rs12479448 mit zerebraler Malaria (Odds Ratio [OR] = 1,6;

95% Konfidenzintervall [KI] = 1,4 — 1,9; p = 7,8 x 10°®).

Um die statistische Power der Assoziationsstudie weiter zu erhéhen, wurden die
Genotypen einer zusatzlichen Kontrollgruppe aus derselben ghanaischen Population,
bestehend aus 1081 Individuen, eingeschlossen. In der Analyse von nunmehr
insgesamt 3519 Individuen zeigte sich fur den SNP rs12479448 eine genomweit

signifikante Assoziation mit einem p-Wert von 2,4 x 10® (Tabelle 12).

Zusatzlich zum additiven Modell wurden Berechnungen zum dominanten, rezessiven
und Uberdominanten Vererbungsmodell durchgefiuhrt. Eine starkere Assoziation als

die von rs12479448 mit zerebraler Malaria wurde nicht gefunden (Tabelle 12).

3.4  Transmissions-Disequilibrium-Test (TDT) zur Bestatigung der bisherigen

Assoziation

Um die Assoziation der Variante rs12479448 mit den Allelen A und T mit einem
weiteren, nicht populationsbasierten Testverfahren zu bestatigen, wurde als ein
familienbasiertes Testverfahren ein TDT durchgefuhrt, fur den 169 Trios (Eltern und
ein an zerebraler Malaria erkranktes Kind) sowie 216 Duos (ein Elternteil und ein
erkranktes Kind) zur Verfugung standen. Fur die Berechnungen wurde das
Programm UNPHASED verwendet, das es ermdglicht, neben der Analyse von Trios

auch Duos zu berlcksichtigen.

Der TDT zeigte fur das Allel A von rs12479448 ein fur einfaches Testen signifikantes
Transmissionsungleichgewicht (OR = 1,7; 95 % Kl = 1,3 — 1,9; p = 4,4 x 10™) firr eine

bevorzugte Vererbung dieses Allels von den Eltern auf inre erkrankten Kinder.
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3.5 Fine Mapping der mit zerebraler Malaria assoziierten Region auf Chromosom
2p22.3

Mit dem Ziel, genetische Varianten mit starkerer Assoziation und letztendlich die
kausale Variante zu finden, wurde eine DNA-Sequenzierung von 24 Fallen und 24
Kontrollen Uber einen Bereich von 100 kb durchgefuhrt. Der sequenzierte Bereich
erstreckte sich 50 kb 5’ und 3’ der chromosomalen Position 35069984 bp der am
starksten assoziierten Variante rs12479448. Es wurden 1013 genetische Varianten
nachgewiesen, von denen 380 nicht in SNP-Datenbanken (Stand: Marz 20112)
annotiert waren. Die 380 neuen genetischen Varianten setzen sich zusammen aus
323 SNPs, 32 Insertionen und 25 Deletionen (siehe Anhang).

Mithilfe des Programms Haploview (www.broad.mit.edu/mpg/haploview) wurden
Analysen zum Kopplungsungleichgewicht zwischen den Varianten durchgefuhrt.
Insgesamt zeigt der Bereich ein relativ geringes LD ohne eindeutig identifizierbare
Haplotypen. In Abbildung 11 ist das LD als Quadrat des paarweisen
Korrelationskoeffizienten r (r?) zwischen den Varianten dargestellt, die in einem
Ausschnitt von 20 kb um den SNP rs12479448 liegen und ein minimales LD von 0,01
zu rs12479448 aufweisen.

Drei der 1013 untersuchten Varianten stehen in einem vergleichsweise hohen LD
von r? 2 0,6 zu rs12479448 (rs12476596, rs34996117 und rs6543892; Tabelle 11
und Abbildung 11). Diese wurden ausgewahlt, um sie in der gesamten

Studienpopulation zu genotypisieren.

Die statistische Analyse wurde wie unter 3.2 beschrieben durchgefuhrt und zeigte im
gesamten Studienkollektiv eine genomweit signifikante Assoziation der Variante
rs34996117 (OR = 1,6; 95 % Kl = 1,3 —1,9; p = 3,1 x 10°®; Tabelle 12). Eine stérkere
Assoziation als die fur rs12479447 gefundene mit zerebraler Malaria, konnte fur

keine der drei genetischen Varianten nachgewiesen werden (Tabelle 12).
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Tabelle 11: Kopplungsungleichgewicht und Entfernung der fiir eine Genotypisierung im
gesamten Studienkollektiv ausgewdihliten genetischen Varianten zum SNP rs12479448

Chromosomale | Entfernung zu
SNP Position” rs1247944g | Austausch r
[bp] [bp]
rs6543892 35061277 - 8707 CIT 0,615
rs12476596 35065680 - 4304 C/IA 0,636
[rs12479448] 35069984 0 AT 1
rs34996117 35073041 + 3057 delT 0,906

Der Wert r* = 1 entspricht einer vollstdndigen Kopplung der genetischen Varianten, der Wert 0
entspricht keiner Kopplung. Fir die Analyse wurden die Genotypen der Varianten herangezogen, die
in 24 Fallen mit zerebraler Malaria und 24 Kontrollen durch DNA-Sequenzierung ermittelt wurden. In
Klammern steht der SNP rs12479448, auf den Bezug genommen wurde. SNP,
Einzelnukleotidaustausch; bp, Basenpaar; r’, Korrelationskoeffizient; rs-Nummer, NCBI-Nummer
annotierter SNPs; C, Cytosin; T, Thymin; A, Adenin; del, Deletion; * NCBI Genome Build 36.3.
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Tabelle 12: Ergebnisse von Assoziationstests nach Kombination der GWA- und der Replikationsgruppe und von ausgewdhlten Varianten mit einem
Korrelationskoeffizient von r* 2 0,6 zu rs12479448 nach dem Fine Mapping einer 100 kb-Region auf Chromosom 2p22.3

SNP der GWA-Studie Kombinierte Analyse
- , Minor-/ MAF MAF
Position” Annotation . Vererbungs- OR
Chr. rs-Nummer Major- Fallgruppe Kontrollgruppe p-Wert o
[bp] am Locus 5 o modell (K1'95%)
Allel [%] [%]
additiv 2,4x10° 1,6 (1,4 -1,9)
2 35069984 rs12479448 intergenisch AT 21,9 15,0 dominant 8.7 x 10°® 1,7 (1,4 - 2,0)
rezessiv 4,2x10° 2,0(1,3-3,3)
SNPs des Fine Mappings Kombinierte Analyse
2 35061277 rs6543892 intergenisch CIG 22,71 25,02 additiv 2,1x10° 1,4 (1,2-1,6)
35065680 rs12476596 intergenisch AIC 13,78 15,64 additiv 5,6 x 107 1,5(1,3-1,8)
35073041 rs34996117 intergenisch delT/T 15,17 17,44 additiv 3,1x10° 1,6 (1,3-1,9)

Kombinierte Studiengruppe mit 568 Fallen mit zerebraler Malaria und 2951 Kontrollen (GWA-Gruppe, 409 Falle und 828 Kontrollen; Replikationsgruppe, 159 Falle und
1042 Kontrollen; 1081 zuséatzliche Kontrollen), Genotypisierung mittels DASH (dynamic allel-specific hybridization). Assoziationsberechnungen ausgehend vom Minor-
Allel. GWA-Studie, genomweite Assoziationsstudie; Chr., Chromosom; bp, Basenpaar; rs-Nummer, NCBI-Nummer annotierter SNPs; MAF, Minor-Allelfrequenz; OR,
Odds Ratio; Kl, Konfidenzintervall; A, Adenin; T, Thymin; C; Cytosin; del, Deletion; * NCBI Genome Build 36.3.
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Abbildung 11: Kopplungsungleichgewicht [LD] von genetischen Varianten in einem Bereich von 20 kb um rs12479448

Die Analyse des LD mithilfe des Programms Haploview basiert auf den Genotypen von 97 genetischen Varianten, die in der DNA-Sequenzierung von 24
Fallen mit zerebraler Malaria und 24 Kontrollen ermittelt wurden und in einem minimalen LD von r* 2 0,01 zu rs12479448 stehen. Die Quadrate
symbolisieren mit ihren Farben die Starke des paarweisen LDs der entsprechenden Varianten. Die Positionen des SNPs rs12479448 sowie die der aufgrund
ihres hohen LDs mit rs12479448 fir eine Genotypisierung im gesamten Studienkollektiv ausgewahlten genetischen Varianten im NCBI Genome Build 36.3
sind mit der jeweiligen rs-Nummer gekennzeichnet. Weitere genetische Varianten sind entsprechend ihrer Position auf dem Chromosom markiert. Die roten
Rechtecke heben das LD von rs12479448 zu weiteren Varianten des 20 kb Bereichs hervor, grine Quadrate das LD der im gesamten Studienkollektiv
genotypisierten Varianten zu rs12479448. kb, Kilobasen; chr., chromosomale; rs-Nummer, NCBI-Nummer annotierter SNPs; r, Korrelationskoeffizient.
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Abbildung 12 gibt einen Uberblick tiber die gefundenen Signifikanzniveaus am Locus
auf Chromosom 2p22.3.
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Abbildung 12: Locus auf Chromosom 2p22.3 mit Assoziation zu zerebraler Malaria

Darstellung der Signifikanzniveaus von SNPs aufgetragen gegen ihre chromosomale Position (NCBI
Genome Build 36.3). Graue Rauten stehen fiir SNPs, die mit dem Genome-Wide SNP Array 6.0 von
Affymetrix® in der GWA-Studiengruppe, bestehend aus 409 Fallen und 828 Kontrollen, genotypisiert
wurden. Farbige Rauten stehen flr die genetischen Varianten, die mittels DASH (dynamic allel-
specific hybridization) oder SNPlex® in 568 Fallen und 2951 Kontrollen (GWA-Studiengruppe
eingeschlossen) genotypisiert wurden. Die Farbabstufungen von rot nach weil® geben das
Kopplungsungleichgewicht als Quadrat des Korrelationskoeffizienten  zu dem am starksten
assoziierten SNP rs12479448 (blau) wieder. Die dunkelblaue Linie kennzeichnet die
Rekombinationsrate dieses chromosomalen Bereichs in der HapMap CEU-Population (Population von
180 Individuen aus Utah nord- und westeuropaischer Abstammung). Darunter ist der fiir spatere
Untersuchungen verwendete Assoziationsbereich abgebildet. SNPs mit genomweiter Signifikanz
(p<5x10’8) sind mit ihrer rs-Nummer gekennzeichnet. cM/MB, Centimorgan/Megabasen; kb,
Kilobasenpaare; GWA-Studie, genomweite Assoziationsstudie.

3.6 Nachweis von Transkripten in der mit zerebraler Malaria assoziierten

chromosomalen Region 2p22.3

Mit dem Ziel, in der Region 2p22.3 kodierte Transkripte zu untersuchen, wurde
zunachst ein Untersuchungsbereich festgelegt, der im Folgenden als
»<Assoziationsbereich“ bezeichnet wird. Dieser wurde durch SNPs begrenzt, die

einerseits ein LD r? > 0,05 zu rs12479448 und ein Signifikanzniveau von p = 0,05
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erreichten (siehe 2.3.5). Der Assoziationsbereich umfasste 76,7 kb und reichte von
den chromosomalen Positionen 35046574 — 35123318 bp.

3.6.1 Recherche in Internet-Datenbanken

In den Datenbanken von NCBI (www.ncbi.nIm.nih.gov) und UCSC
(www.genome.ucsc.edu) sind mit dem Stand von Marz 2012 im Assoziationsbereich
keine Protein-kodierenden Gene annotiert. Es sind jedoch Angaben zu funf
Transkripten unbekannter Funktion in der GenBank-Datenbank hinterlegt, die
vollstandig oder unvollstandig im Assoziationsbereich liegen oder diesen
umspannen. Die Sequenzinformation der Transkripte basiert auf der complementary
DNA (cDNA)-Sequenz von RNA aus verschiedenen Geweben. Die cDNA wurde mit
unterschiedlichen Methoden synthetisiert (Tabelle 13). Abbildung 13 gibt einen
schematischen Uberblick Uber die Transkripte im Assoziationsbereich und der
umliegenden chromosomalen Region. Zur Vereinfachung wurden die Transkripte wie
folgt abgekurzt: DA227815 in DA, AA861169 in AA, Al218168 in Al, AW665463 in
AW und BX091678 in BX.

Die Transkripte AA, Al und AW liegen vollstandig im Assoziationsbereich. Das
Transkript BX beginnt auRerhalb des Assoziationsbereichs, endet jedoch mit dem 3.
Exon innerhalb des Assoziationsbereichs. Das Transkript DA umspannt mit einem

327590 bp langen Intron den Assoziationsbereich.

In Tabelle 13 sind Charakteristika der Transkripte aus den genannten Datenbanken
zusammengefasst. Da ein Grofteil der Sequenzinformation von Al und AW identisch
ist und sie sich ebenfalls hinsichtlich ihrer Spleil3stellen gleichen, wurden sie als
Varianten eines Transkripts dargestellt, welches im Folgenden als Al/AW bezeichnet
wird. AI/AW besitzt in der nach UCSC beschriebenen Orientierung auf dem
Plusstrang keine konventionellen Splei3stellen entsprechend der GT-AG-Regel
(Breathnach et al., 1978; Mount, 1982).
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Tabelle 13: Charakteristika der Transkripte des Assoziationsbereichs auf Chromosom 2p22.3
aus den Internet-basierten Datenbanken von UCSC und NCBI

Transkript %lgg??ﬁélg)l,:lga-’l_eé:bgai:(n Strang- Anzahl konventielle
P [bp] orientierung®  der Exons Spleilstellen
Al/AW’ 503/503 + 3 nein®
BX' 383/385 - 3 ja
AAZ 356/356 - 1 kein
Spleildprozess
DA3 580/580 + 6 ja

AlI/AW, AI218168/AW665463; BX, BX091678; AA, AA861169; DA, DA227815; cDNA, complementary
DNA; bp, Basenpaare; ! keine Angabe zur Methode der cDNA-Synthese; 2 cDNA-Synthese mit einem
Oligo(dT)-Nukleotid mit Notl-Restriktionsstelle; 3 cDNA-Synthese mit der Oligo-Capping-Methode;
* Strangorientierung nach UCSC zur genomischen DNA-Sequenz, gelesen in Plusstrangrichtung vom
Telomer des kurzen Arms des Chromosoms zum Telomer des langen Arms des Chromosoms in 5’-3'-
Richtung; # unter Annahme einer Kodierung auf dem Minusstrang ergeben sich fiir dieses Transkript
die konventionellen Spleifl3stellen.
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Abbildung 13: Annotierte Transkripte auf Chromosom 2p22.3

A: Darstellung der primaren Transkripte aus dem 76,7 kb umfassenden Assoziationsbereich (grau) in einer Region von 400 kb auf Chromosom 2p22.3 (aus dem UCSC
Genome Browser; NCBI Genome Build 36.3). B: VergroRerte Darstellung des Assoziationsbereichs. Die Annotationen der Transkripte, die im Assoziationsbereich kodiert sind
oder diesen Bereich mit einem Intron umspannen, sind gelb hervorgehoben. Pfeile reprasentieren Introns in annotierter Strangorientierung, vertikale rote Striche reprasentieren

Exons; Mb, Megabasenpaare; kb, Kilobasenpaare.
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3.6.2 Suche nach offenen Leserahmen in den Transkripten

Mit dem Ziel, offene Leserahmen (ORF) in den Transkripten zu ermitteln, wurden aus
den in den Datenbanken hinterlegten cDNA-Sequenzinformationen mithilfe des
ExPASy Translate Tools (web.expasy.org/translate) in silico die
Aminosauresequenzen (AS-Sequenzen) abgeleitet (siehe Anhang). Abbildung 14
gibt einen Uberblick Uber die méglichen ORFs der Transkripte, die eine Mindestlange
von 90 bp aufwiesen. Unter diesen Voraussetzungen konnte fir jedes Transkript

mindestens ein ORF gefunden werden.

Al/AW

1

TN  123Dbp )
90 bp )

BX +2 bp )

DA Eﬁﬁ )
= YT
(o T )
SR 111 bp )
I T T T T 1 i
100 bp 200 bp 300 bp 400 bp 500bp 600 bp

Abbildung 14: Putative offene Leserahmen (ORF) abgeleitet aus cDNA-Sequenzen

Dargestellt sind mogliche ORFs ab einer cDNA-Sequenzlange von 90 bp. Die Sequenzlange der
jeweiligen Transkripte ist an der unten angegeben Skala abzulesen. Graue Balken stehen fir die
gesamte Transkriptldnge, schwarze Balken markieren die Position eines ORFs innerhalb des
Transkripts. Die Sequenzlange des ORFs ist innerhalb der schwarzen Balken notiert. Die Zahlen in
den grauen Balken geben die jeweiligen Leserahmen an. Senkrechte Striche durch die Transkripte
geben die Positionen von SpleilRstellen wieder. AIJAW, Al218168/AW665463; BX, BX091678; AA,
861169; DA, DA227815; cDNA, complementary DNA; bp, Basenpaar.
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Die Sequenzen der putativen Peptide aus den in Abbildung 14 abgebildeten ORFs
wurden verwendet, um nach Sequenzidentitaten zu weiteren Proteinen in der
Proteindatenbank blastp des NCBI zu suchen. Eine Ubersicht der Peptide, die unter
den vorgegebenen Sucheinstellungen von blastp eine Sequenzidentitat von mehr als
50% ihrer AS-Sequenz zu annotierten Proteinen aufwiesen, findet sich in Tabelle 14.
Mit dem Stand von Marz 2012 konnte fir den ORF -1 von AI/AW ein Protein mit 98%
Sequenzidentitat gefunden werden. Die Sequenzibereinstimmung umfasst 43 von
insgesamt 45 AS des humanen hypothetischen Proteins hCG2041770. Fir den ORF
+3 von DA konnten drei Proteine mit jeweils 66, 72 und 58% Sequenzidentitat
gefunden werden. Die Suche zeigte unter den gewahlten Bedingungen keine

Sequenzidentitat zu annotierten Proteinen fur die ORFs aus BX und AA.

Bei AlI/AW und DA handelt es sich um prozessierte Transkripte entsprechend der
GT-AG-Regel fur Exon-Intron-Grenzen. Die gefundenen ORFs beider Transkripte
erstrecken sich jedoch nicht Uber die gesamte prozessierte Sequenz, sondern nur

uber Teilsequenzen der gespleildten cDNA.

Tabelle 14: Proteine mit einer Sequenzidentitat von > 50 % zu den offenen Leserahmen der
Transkripte aus blastp

Peptidlange . Protein- Sequenz-
Transkript | ORF g Protein Orr?]ir:s linge identitat
[AS] [n AS] [%]
. Homo
Al/AW -1 64 hCG2041770 sapiens 45 98
* Homo
DA +3 37 hCG1999602 sapiens 148 66
Transcription
cofactor Pan
DA +3 37 vestigial-like troglodytes 266 72
protein 1
DA +3 37 LOC100605180"  NOTmascus 148 58
eucogenys

OREF, Offer]er Leserahmen; AS, Aminosauren; n, Anzahl; AlI/AW, Al218168/AW665463; DA,
DA227815; hypothetisches Protein.

3.6.3 Sequenzanalyse von cDNA-Klonen der Transkripte

Uber die Firma Source Bioscience wurden cDNA-Inserts der Transkripte AI/AW und
AA jeweils in einem pT7T3D-Pacl-Vektor in E. coli DH10B erworben. Die cDNA-
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Inserts von BX und DA waren nicht erhaltlich. Fur eine Sequenzanalyse wurden die
erworbenen cDNA-/nserts sequenziert und mit der in den Datenbanken UCSC und

NCBI hinterlegten Information abgeglichen.

Die Sequenz und Lange des cDNA-Inserts von AA stimmten mit den in den
Datenbanken hinterlegten Sequenzen Uberein. Die Sequenz des cDNA-Inserts von
Al jedoch zeigte eine abweichende Lange von 794 nt und entsprach einer
zusammengefugten Sequenz aus AlI/AW und BX. Eine Orientierung der
Sequenzinformation auf dem Minusstrang zeigte zudem Spleil3stellen entsprechend
der GT-AG-Regel. Dies gibt erneut einen Hinweis darauf, dass das Transkript AI/AW,
entgegen seiner Annotation von UCSC, moglicherweise auf dem Minusstrang kodiert
ist (siehe Tabelle 13) und zusatzlich mit BX ein zusammenhangendes Trankskript
bilden kénnte. Die Transkripte AI/AW und BX werden im Folgenden als
zusammengehoriges Transkript (AlI/AW/BX) dargestellt, wobei nicht entschieden

werden kann, ob Splei3varianten oder Artefakte der cDNA vorliegen.

3.6.4 Gewebespezifische Genexpression der Expressed Sequence Tags

Es wurden 20 verschiedene Gewebe sowie die Endothelzelllinie HPMEC (human
pulmonary microvascular endothelial cells) ausgewahlt, um eine gewebespezifische
Genexpression der Transkripte in kommerziell erworbener sowie selbst
synthethisierter cDNA zu untersuchen. Zunachst wurden mithilfe des Referenzgens
Protein Phosphatase 1 (PPP1CA) Uber eine Exon-ubergreifende Polymerase
Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) die cDNAs aller zu

untersuchenden Gewebe auf eine Kontamination mit genomischer DNA (gDNA)
gepruft. Es wurden lediglich cDNAs fur weitere Analysen verwendet, die keine gDNA-

Kontamination aufwiesen.

FUr die Expressionsanalysen wurden jene Exons der Transkripte ausgewabhlt, die
mindestens eine Lange von 100 bp besalRen, um optimale Bedingungen fur den
Entwurf von Oligonukleotiden fur eine PCR zu schaffen und eine Spezifitat der
Amplifikationsprodukte nach erfolgter Sequenzierung gewahrleisten zu konnen. Fur
das Transkript DA wurden dementsprechend Fragmente aus Exon 2 und 6, fur
Al/AW/BX solche aus Exon 2, 3 und 5 gewebespezifisch untersucht. Fur das

Transkript AA ist ein solches aus dem einzigen Exon analysiert worden (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Lange der Exons und Introns der Transkripte im Assoziationsbereich

DA AA AIJAW/BX
[bp] [bp] [bp]
Expressionsgewebe [NCBI-Datenbank]
Gehirn Hoden fotale Lunge, Hoden, B-Zellen

Exon 1 49 356 92
Intron 1 31463 4211
Exon 2 130 176
Intron 2 327590 63727
Exon 3 72 237
Intron 3 391 938
Exon 4 82 58
Intron 4 3147 455
Exon 5 64 231
Intron 5 91
Exon 6 182

Die Lange der Exons und Introns wurden anhand der annotierten cDNA-Sequenz der Transkripte von
UCSC ermittelt. Exons, fir die eine Nachweis-PCR etabliert worden ist, sind fett dargestellt. bp,
Basenpaare; DA, DA227815; AA, AA861168; AI/AW/BX, Al21868/AW665463/BX091678.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der qualitativen Analyse ist in Tabelle 16
dargestellt. Es fallt auf, dass fur das Gen des mutmallich zusammenhangenden
Transkripts AI/AW/BX die gepruften Exons weder einheitlich noch
zusammenhangend exprimiert werden. Die in den Datenbanken fur dieses Transkript

beschriebene Expression in Hodengewebe wurde lediglich fur Exon 5 bestatigt.

Eine Expression des Gens von AA wurde in neun unterschiedlichen Geweben und
der Endothelzelllinie HPMEC nachgewiesen. Die in den Datenbanken beschriebene

Expression in Hodengewebe wurde bestatigt.

Fur das Gen des Transkripts DA wurde fur Exon 2 und 6 in sieben unterschiedlichen
Geweben ein identisches Expressionsprofil beobachtet. Die beschriebene
Expression in Gehirngewebe wurde zumindest in der cDNA eines der zwei cDNA-

Isolate bestatigt.
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Tabelle 16: Gewebespezifische Expression der Transkripte
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AVAW/BX, Exon 5
AI/AW/BX, Exon 3 .

AlI/AW/BX, Exon 2 I
AA

DA, Exon 2

DA, Exon 6

PPP1CA

Aqua bidest

Als Positivkontrolle diente das Referenzgen Protein Phosphatase 1 (PPP1CA), fir die Negativkontrolle
wurde Aqua bidest verwendet. # cDNA der Firma BioChain; * cDNA der Firma PrimerDesign; * cDNA,
synthetisiert aus isolierter RNA; HPMEC, human pulmonary microvascular endothelial cell.

Die Untersuchungen zeigten somit eine gewebespezifische Expression fur alle
Transkripte. Wahrend Doppeluntersuchungen in cDNA aus Lungengewebe
identische Ergebnisse ergaben, wurden bei Doppeluntersuchungen in cDNAs der

Gewebsformen Arterie, Gehirn und Leber nicht immer konforme Ergebnisse erzielt.

3.6.5 Quantifizierung der Transkriptmengen

Zur Bestimmung der relativen Expression der Gene von AA/AW/BX, AA und BX
wurden quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktionen (QRT-PCRs)
durchgefuhrt und deren Ergebnisse mit denen von zwei Referenzgenen verglichen.
Die gRT-PCRs wurden fur jedes der zu untersuchenden Transkripte und die
Referenzgene durchgefuhrt. Um einen Ausschluss von gDNA-Kontamination zu
gewahrleisten, wurden die PCR-Oligonukleotide der Referenzgene so gewahlt, dass
sie in unterschiedlichen Exons binden. Die Berechnung der relativen Expression

erfolgte anhand der unter 2.3.2.5 angegebenen Formel, wobei die Effizienz der
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entsprechenden PCR-Oligonukleotidpaare zuvor bestimmt und zur Korrektur
verwendet wurden. Die quantitativen Expressionsstudien der Gene wurden in den
Geweben durchgeflihrt, in denen zuvor qualitativ eine Expression nachgewiesen
wurde (siehe Tabelle 16). Hierfur dienten die gleichen PCR-Oligonukleotidpaare, die
bereits zuvor Anwendung fanden. Mit dem PCR-Oligonukleotidpaar, das im 3. Exon
des Gens von AI/AW/BX bindet, konnten jedoch mithilfe des Reagenziensystems
LightCycler® 480 SYBR Green | Master von ROCHE keine Amplifikate erzeugt
werden. Ein quantitativer Nachweis der Expression dieses Gens war jedoch anhand
von PCR-Oligonukleotidpaaren, die innerhalb des 2. sowie des 5. Exons dieses

Transkripts binden, moglich.

Als Referenzgene fur die Expressionsstarke wurden Beta Aktin (ACTB) und PPP1CA
gewahlt, da sie unterschiedliche Expressionslevels besitzen. ACTB reprasentiert ein
Gen mit starkem, PPP1CA ein Gen mit geringem Expressionsniveau. Die Expression
beider Referenzgene konnte in allen untersuchten Geweben nachgewiesen werden.
Die Expression der Gene, die fur die Transkripte kodieren, konnte nicht in allen
Geweben nachgewiesen werden (Abbildung 15). Dieses Problem liel3 sich auch

durch die Verwendung verschiedener cDNA-Konzentrationen nicht beheben.

Abbildung 15 zeigt die Expression der Gene aller Transkripte. Von AI/AW/BX wurden
Expressionsanalysen der Exons 2 und 5 durchgefuhrt, von DA wurden Exon 2 und 6
untersucht. Vom ungespleifldten Transkript AA wurden Expressionsanalysen von

einem Fragment des einzgen Exons der cDNA durchgefuhrt.

Die Analysen zeigten in den untersuchten Geweben sehr schwache
Expressionsniveaus aller Gene, die fur die Transkripte kodieren. Fur alle Transkripte
konnte in Relation zu ACTB eine zwischen zwei bis acht Potenzen schwachere
Expression beobachtet werden. Zu PPP1CA wurden Expressionsstarken
nachgewiesen, die von einem aquivalenten Niveau bis zu einem um funf Potenzen
schwacheren Niveau reichten. Zusammenfassend wurden die hochsten
Expressionsniveaus in vaskularem und/oder zerebralem Gewebe nachgewiesen.
Das hochste Expressionsniveau fand sich beim Transkript AA aus cDNA der
endothelialen Zelllinie HPMEC. Die niedrigsten Expressionsniveaus wurden fur das

zweite Exon von DA aus Plazenta- und Beinvenengewebe gefunden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Expressionsstarke der Gene der Transkripte
Dargestellt sind jeweils die relativen Expressionen der Gene der Transkripte zu den Referenzgenen
Beta Actin (ACTB) und Protein Phosphatase 1 (PPP1CA). Von AI/AW/BX und DA wurden die relativen
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Expressionen in zwei Exons untersucht. Angegeben ist jeweils der Mittelwert der relativen Expression
des Gens zu ACTB und PPP1CA aus mindestens einem Duplex-Ansatz einer quantitativen Real-Time
PCR. Ausnahmen, die auf Einzelbestimmungen basieren, wurden mit * versehen. Fir AI/AW/BX
konnte aus dem 2. Exon aus peripheren Blutleukozyten sowie aus Gewebe aus Herz,
Bauchspeicheldriise und Plazenta kein Expressionsprofil des Gens erstellt werden. Aus dem 5. Exon
konnte aus peripheren Blutleukozyten, Leber- und Hodengewebe ebenfalls kein Expressionsprofil des
Gens erstellt werden. Weiterhin konnte fiir AA aus Venen-, Schilddriisen-, Nieren- und Lebergewebe
kein Expressionsprofil des Gens erstellt werden. Vom Transkript DA konnte anhand von PCR-
Oligonukleotiden, die im 2. Exon binden, kein Expressionsprofil des Gens in Dickdarmgewebe erstellt
werden. Aus dem 6. Exon konnte kein Expressionsprofil aus Dickdarm- sowie Plazentagewebe
gewonnen werden. HPMEC, human pulmonary microvascular endothelial cell.

3.6.6 Analysen zur Lange der cDNA-Sequenz der Transkripte

Da es sich bei den annotierten cDNA-Sequenzen der Transkripte um unvollstandige
Teilsequenzen handeln konnte, wurden Untersuchungen zur vollstandigen cDNA-
Sequenz der jeweiligen Transkripte Uber 3’- und 5’-Rapid Amplification of cDNA Ends
(RACE)-PCRs durchgefuhrt. Die Amplifikation der korrekten 3’- und 5’-Enden eines
Transkriptes erwies sich als schwierig, vermutlich durch die geringe Transkriptanzahl
(Abbildung 15) und einen hohen Anteil an repetitiven Sequenzen im zu
amplifizierenden Bereich. Um spezifische Amplifikate zu erhalten, wurden Versuche
zur Optimierung der Bedingungen der RACE-PCR vorgenommen, die folgende
Parameter betrafen: Annealing- und Extension-Temperatur,
Magnesiumkonzentration, eingesetzte cDNA-Menge und Art der DNA-Polymerase.
Zusatzlich wurden je nach verwendeter DNA-Polymerase die PCR-Zusatze Solution
S und Q-Solution verwendet, die eine Amplifikation von GC-reichen DNA-Matrizen
erleichtern. Trotz der gewahlten Veranderungen der PCR-Reaktionsansatze konnte

nur in wenigen Geweben eine Bestimmung des 3’- und/oder 5’-Endes erfolgen.

AI/AW/BX
Die vollstandige cDNA-Sequenz des AI/AW/BX-Transkripts konnte nicht ermittelt

werden. In 5’-Richtung jedoch konnte in cDNA der Gewebe Arterie, Vene und Haut
jeweils ein alternativer Splei3prozess zu einem bisher nicht beschriebenen, 239 bp
langen Exon gefunden (Abbildung 16). Wahrend in vaskularem Gewebe ein
SpleilBprozess vom annotierten 3. Exon zum unbekannten Exon erfolgte, war in
Hautgewebe ein Spleillprozess vom annotierten 4. Exon zum gleichen unbekannten

Exon festzustellen (Abbildung 16). In Arterien- und Beinvenengewebe wurden
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zusatzlich zwei unterschiedliche Genprodukte gefunden, die antisense zum
annotierten Transkript liegen (Abbildung 16). In arteriellem Gewebe umspannte das
Gen das annotierte 2. Exon, im Gewebe der Beinvene umspannte es das annotierte
5. Exon. In diesen Transkripten zeigte sich kein Spleildvorgang. Das in cDNA aus
arteriellem Gewebe gefundene Transkript wies ein konventionelles
Polyadenylierungssignal (5'-AAUAAA-3') auf (Mandel et al., 2006). Eine vollstandige
Amplifikation der cDNA-Sequenzen wurde nicht erreicht, jedoch konnten

Uberlappende Sequenzen der 3’- und 5’-RACE-PCR amplifiziert werden.
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cDNA-Insert - | 176 bp 237 bp {58 bpf--231 bp |
Gewebe
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Abbildung 16: Schematische Abbildung der durch Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)-
PCR in cDNA aus Arterie, Vene, Haut und Beinvene ermittelten 3’- und 5’-Enden des
Transkripts A/AW/BX im Vergleich zum cDNA-Insert von Al

Das Transkript entsprechend der cDNA-Sequenz des kauflich erworbenen cDNA-Inserts im Vergleich
zur cDNA-Sequenz der AlI/AW/BX-Transkripte, die in Arterien-, Haut-, und Beinvenengewebe
nachgewiesen wurden. Die Exons aus der cDNA-Sequenz des Inserts sind in grinen Blécken
dargestellt, verbindende Striche stehen fiir Introns. Ubereinstimmungen in der cDNA-Sequenz des
cDNA-Inserts und der neuen Transkripte sind ebenfalls in Griin angegeben. Gelbe Bldcke zeigen vom
cDNA-Insert abweichende Isoformen der nachgewiesenen Transkripte. Zusatzlich ist die vermutliche
Strangorientierung der cDNA-Sequenz angegeben. AlI/AW/BX, Al218168/AW665463/BX091678; bp,
Basenpaar.

Aufgrund des Auftretens der konventionellen Spleil3stellen entsprechend der GT-AG-

Regel ist anzunehmen, dass die Gene der alternativen RNA-Isoformen aus Haut-
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und Arterien- und Venengewebe auf dem Minusstrang kodiert sind. Die Ergebnisse
der CapFinder-Methode und der 3’-RACE der ungespleildten Transkripte aus dem
Gewebe der Beinvene und der Arterien weisen im Gegensatz dazu auf eine

Orientierung auf dem Plusstrang hin.

AA

Die Bestimmung der 3’- und 5’-Enden des AA-Transkripts erfolgte in Arterien- und

Hodengewebe.

In Arteriengewebe wurden zwei 5’-Enden und ein 3’-Ende identifiziert (Abbildung 17).
Die 5’-Enden wurden mit dem 5’-3’-RACE-Reagenziensystem von ROCHE ermittelt,
da mit der CapFinder-Methode eine Amplifikation erfolglos blieb. Die Sequenz des
annotierten 3’-Endes konnte um 89 nt verlangert werden. Es befindet sich kein
Polyadenylierungssignal am Ende der Sequenz, jedoch eine Folge von sieben
Adeninen. Aufgrund der komplementaren Basenpaarungen des fur die RACE-PCR
verwendeten Oligo(dT)-Nukleotids zum poly(A)-Ende des Transkripts besteht die
Moglichkeit, dass das Oligonukleotid wahrend der cONA-Synthese an diese Adenin-
reiche Sequenz gebunden hat und somit zu einem verkurzten 3’-Ende fuhrte. Um
dies auszuschlief3en wurde eine PCR durchgefuhrt, mit der ein Transkript
nachgewiesen werden kann, das sich Uber das moglicherweise verkurzte 3’-Ende
hinaus erstreckt. Mithilfe dieser PCR konnte jedoch kein langeres 3’-Ende fur das

Transkript ermittelt werden.

In Hodengewebe wurde ein 3’-Ende gefunden, fur welches ein konventionelles
Polyadenylierungssignal (5'-AAUAAA-3') in der cDNA-Sequenz identifiziert werden
konnte (Mandel et al., 2006). Dieses 3’-Ende ist 44 bp klrzer als das in arteriellem
Gewebe nachgewiesene 3’-Ende des Transkripts. Das 5’-Ende des Transkripts in
Hodengewebe konnte weder mit der CapFinder-Methode, noch mit dem
Reagenziensystem von ROCHE ermittelt werden. Es konnte jedoch ein Amplifikat
nachgewiesen werden, welches sich Uber das in Hodengewebe gefundene 3’-Ende
und Uber das in arteriellem Gewebe gefundene 5’-Ende der Isoform 1 hinaus
erstreckt (Abbildung 17). Die Amplifikation einer vollstandigen cDNA des AA-

Transkripts war in keinem Gewebe maoglich.



Ergebnisse 64

S O
& &
S &P
&
o
Annotiertes m—
Transkript £
Gewebe
Arterie + 755 bp |
Isoform 1
Arterie + 1314 bp |
Isoform 2
Hoden + 988 bp |

Abbildung 17: Schematische Abbildung der durch Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)-
PCR in cDNA aus Arterie und Hoden ermittelten 3’- und 5’-Enden des Transkripts AA im
Vergleich zum annotierten Transkript

Das annotierte Transkript AA entsprechend der in der UCSC-Datenbank hinterlegten cDNA-Sequenz
im Vergleich zur cDNA-Sequenz der Transkripte von AA, die in Arterien- und Hodengewebe
nachgewiesen wurden. Die annotierte cDNA-Sequenz ist Griin dargestellt. Ubereinstimmungen in der
cDNA-Sequenz des annotierten Transkripts und der neuen Transkripte sind ebenfalls Griin. Gelbe
Blocke zeigen vom annotierten Transkript abweichende Sequenzen. Zusatzlich ist die
Strangorientierung der cDNA-Sequenz angegeben. bp, Basenpaar; AA, AA861169.

DA

Fur das Gen des Transkripts DA konnte in zerebralem und arteriellem Gewebe
jeweils ein 5’-Ende ermittelt werden (Abbildung 18). Beide 5’-Enden liegen im
annotierten 2. Exon, sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Lange. Wahrend das in
Gehirngewebe nachgewiesene 5’-Ende 70 nt des annotierten 2. Exons umfasst,
betragt das 5’-Ende aus arterieller cONA 113 nt. In beiden Geweben konnten
ebenfalls 3’-Enden ermittelt werden. Das 3’-Ende aus arteriellem Gewebe besitzt
anschlie3end an das annotierte 6. Exon ein weiteres, 32 nt langes, 7. Exon mit

konventionellem Polyadenylierungssignal (Abbildung 18).

In Gehirngewebe konnte durch die 5’-RACE eine alternative Spleil3variante detektiert

werden, die eine Exzision des 4. Exons aufweist (Abbildung 18). Ein 3’-Ende konnte
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mit der Exzision des annotierten 6. Exons nachgewiesen werden. Diese cDNA
besitzt das 4. Exon und zeigt somit zwei mogliche Isoformen des Gens in diesem
Gewebe. Die cDNA-Sequenz des neuen 3’-Endes dieser alternativen Spleil3variante

endet an einer poly(A)-reichen Sequenz.
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Abbildung 18: Schematische Abbildung der durch Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)-
PCR in cDNA aus Arterie und Gehirn ermittelten 3’- und 5’-Enden des Transkripts DA im
Vergleich zum annotierten Transkript

Das annotierte Transkript DA entsprechend der in der UCSC-Datenbank hinterlegten cDNA-Sequenz
im Vergleich zum Aufbau der Transkripte, die in Arterien- und Gehirngewebe nachgewiesen wurden.
Die Exons aus der annotierten cDNA-Sequenz des Transkripts sind in griinen Blécken dargestellt,
verbindende Striche stehen flr Intronsequenzen. Ubereinstimmungen in der cDNA-Sequenz des
annotierten Transkripts und der neuen Transkripte sind ebenfalls in Griin angegeben. Gelbe Blocke
zeigen von der annotierten cDNA-Sequenz abweichende Isoformen der nachgewiesenen Transkripte.
Zusatzlich ist die Strangorientierung der cDNA-Sequenz angegeben. DA, DA227815; bp, Basenpaar.

Es wurde fur keines der Transkripte eine vollstandige cDNA amplifiziert jedoch
Uberlappen sich die Sequenzen der RACE-PCRs aus Arteriengewebe, so dass
davon auszugehen ist, dass diese ein zusammenhangendes Transkript bilden. Die
mittels 5’-RACE-PCR gewonnene cDNA aus Gehirn stimmt aufgrund der Exzision
des 4. Exons nicht mit der Sequenz der 3'-RACE Uberein. Es muss sich daher um

zwei Isoformen handeln, deren jeweiliges 3’- bzw. 5’-Ende es noch zu identifizieren

gilt.
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4 Diskussion

4.1 Populationsidentifikation

Populationen in afrikanischen Regionen kdnnen sehr heterogene Ethnien aufweisen
(Campbell & Tishkoff, 2008; Sikora et al., 2011; Teo et al., 2010). Die Population
dieser genomweiten Assoziationsstudie (GWA-Studie) konnte nach Selbstauskunft
und Namensanalyse in die drei verschiedenen Ethnien Akan, Ewe und Ga-Adangbe
sowie einer Gruppe von nicht weiter spezifizierten Ethnien, die als Northerner
bezeichnet wurde, unterteilt werden. Da ethnische Stratifikation in
Assoziationsstudien zu unrichtigen Ergebnissen fuhren kann (Lander & Schork,
1994), wurde die GWA-Studiengruppe zusatzlich auf genetischer Basis ausgewertet.
Dazu wurden die 774800 Genotypen der Individuen mithilfe der multidimensionalen
Skalierung (MDS) analysiert, einer Methode, die auch genetische Heterogenitat
darstellen kann (Kruskal, 1978). Diese Untersuchung lasst eine
Populationsstratifikation in der GWA-Studiengruppe erkennen. Es konnte dabei
gezeigt werden, dass bei der Mehrzahl der Individuen der Ethnien Akan und der
Gruppe Northerners die Zuordnung durch ethnische Selbstauskunft mit der
Zuordnung der Cluster der MDS-Analyse weitgehend Ubereinstimmte. Andere
Individuen der Ethnien Ewe, Ga-Adangbe und viele Individuen der Gruppe
Northerners zeigten jedoch eine abweichende und inhomogenere Verteilung, so dass
sich durch eine ausschlieldliche Berlcksichtigung der ethnischen Selbstauskunft die

Populationsstratifikation nicht ausreichend beschreiben lief3.

Um eine Korrektur auf Populationsstratifikation vorzunehmen, wurden die Variablen
der MDS-Analyse der GWA-Studiengruppe in die Assoziationsberechnungen der
GWA-Studie einbezogen. Ein Auftreten von falsch-positiven Assoziationen aufgrund
von Populationsstratifikation erscheint in der GWA-Studiengruppe daher eher
unwahrscheinlich. Bedingt durch die fehlende genomweite Typisierung lagen fur die
Replikationsgruppe keine MDS-Variablen vor. Es ist deshalb nicht auszuschliel3en,
dass in der Replikationsgruppe sowie in der kombinierten Gruppe die Verwendung
der Ethnien zur Korrektur auf Populationsstratifikation zu Ungenauigkeiten in der
Assoziationsanalyse gefuhrt hat. In der GWA-Studiengruppe kdnnen falsch-positive
Assoziationen allerdings zufallig durch multiples Testen, Genotypisierungsfehler oder

weitere unentdeckte Confounder generiert worden sein (Thomas et al., 2009).
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4.2  Assoziationsanalyse

Die Analyse der Genotypen von 774800 Einzelnukleotidaustauschen (SNPs) in der
GWA-Studiengruppe zeigte zunachst eine Assoziation von 13 unabhangigen Loci mit
zerebraler Malaria mit einem p-Wert von p < 5 x 10™. Zwei dieser Loci lagen in der
Nahe des bekannten Resistenzgens Hamoglobin B (HBB) und wurden in einer
anderen GWA-Studie zu schwerer Malaria weiter bearbeitet. Von den verbleibenden
11 Loci unterschritt lediglich der SNP rs12479448 (A/T) nach der Analyse der
Genotypen der gesamten Studiengruppe den Schwellenwert fur eine genomweite
Signifikanz (p = 5 x 10°%; Pe'er et al., 2008; Pearson & Manolio, 2008). Die starkste
Assoziation wurde im additiven Vererbungsmodell mit einem p-Wert von 2,4 x 10®
(Odds Ratio [OR] = 1,6; 95 % Konfidenzintervall [KI] = 1,4 — 1,9) gefunden. Trager
des Allels A tragen ein 1,6-fach erhohtes Risiko, an zerebraler Malaria zu erkranken,
als Trager des Allels T. Das krankheitsassoziierte Allel A findet sich in der Fallgruppe
mit einer Haufigkeit von 21,9 % und in der Kontrollgruppe mit einer Haufigkeit von

15 %.

Zusatzlich zur populationsbasierten Assoziationsanalyse konnte ein familienbasierter
Test, der Transmissions-Disequilibriumstest (TDT), der Populationsstratifikationen
gegenuber robust ist (Spielman et al., 1993), die Assoziation des SNPs mit
zerebraler Malaria bestatigen. Um die Teststarke des TDTs zu erhdhen, wurden
neben 169 Trios auch 166 Duos in die Analyse eingeschlossen. Der fehlende
Genotyp eines Elternteils wird in Duos jedoch statistisch geschatzt und kann daher
zu geringen Verzerrungen in den Aussagen zur Alleltransmission fuhren (Sun et al.,
1999).

In der Kontrollgruppe der ghanaischen Studienpopulation wurde das schutzende Allel
T mit einer Frequenz von 85 % gefunden. In weiteren afrikanischen und asiatischen
Populationen ist das schutzende Allel T mit einer Haufigkeit von 72 - 91 % vertreten
(Yoruba, Nigeria = 85 %; Luhya, Kenia = 85 %; Maasai, Kenia = 72 %; Bejing, China
= 86 %; Tokio, Japan = 91 %; http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP). In zwei
kaukasischen Populationen liegt die Frequenz des T-Allels bei 44 bzw. 47 %
(Individuen aus Utah mit nord- und westeuropaischer Abstammung = 47 %; Toskana,
Italien = 44 %; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Die hohe Frequenz der

schitzenden Variante in afrikanischen sowie asiatischen Populationen konnte auf
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eine positive Selektion des Allels in Malaria-endemischen Gebieten hinweisen, wie

sie auch fur Allele bekannter Resistenzgene beschrieben wurde (Miller, 1996).

Der mit zerebraler Malaria assoziierte SNP rs12479448 liegt auf Chromosom 2p22.3
in einer intergenischen Region ohne annotierte Protein-kodierende oder
regulatorische Einheiten. Fur rs12479448 wurde bisher keine Assoziation mit einer
anderen Erkrankung beschrieben. Ebenfalls findet sich in der Literatur keine weitere
krankheitsassoziierte Variante innerhalb der umliegenden 100 kb. Die Distanz von
rs12479448 zum nachstgelegenen annotierten Protein-kodierenden Gen betragt

1,3 Mb.

Dass in dieser GWA-Studie eine intergenische Variante gefunden wurde, entspricht
den Ergebnissen vieler anderer GWA-Studien, die ebenfalls krankheitsassoziierte
genetische Varianten in intergenischen oder intronischen Bereichen beschreiben
(Hindorff et al., 2009; Slavin et al., 2011; Thye et al., 2010). Es wird vermutet, dass in
diesen Regionen regulatorische Einheiten kodiert sind, die einen Einfluss auf die

Expression von umliegenden Genen besitzen kdonnten (Cooper & Shendure, 2011).

4.3  Analysen zur Sensitivitat der genomweiten Assoziationsstudie

Im Hinblick auf eine Teststarke von 80 % konnen in dieser GWA-Studie
Assoziationen von SNPs mit einer Minor-Allelfrequenz von 5 % und einem relativen
Risiko (RR) von 1,67 mit zerebraler Malaria nachgewiesen werden. Da es sich bei
zerebraler Malaria um eine seltene Erkrankung handelt, ist das RR in diesem Fall mit
der OR vergleichbar (Davies et al., 1998). Die Wahrscheinlichkeit, eine
krankheitsassoziierte Variante in einer GWA-Studie zu finden, wird aul3erdem durch
die genome coverage (dtsch. genomische Abdeckung) der verwendeten
Genotypisierungsplattform beeinflusst. Genome coverage wird durch die Starke des
Kopplungsungleichgewichts (linkage disequilibrium, LD) der genotypisierten
Varianten zu den verbleibenden genetischen Varianten, die in einer Population
vertreten sind, bestimmt. Je starker das LD zwischen den genotypisierten SNPs zu
den verbleibenden genetischen Varianten ist, desto hoher ist die genome coverage
einer Genotypisierungsplattform. Aus diesem Grund kann die genome coverage
einer Genotypisierungsplattform zwischen Populationen unterschiedlich hoch
ausfallen. Da afrikanische Populationen im Vergleich zu kaukasischen und

asiatischen Populationen Uber ein geringes LD verfugen (Li et al., 2008a), kdnnte der
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Affymetrix® Genome-wide SNP Array 6.0 in einer Population wie der GWA-
Studiengruppe lediglich eine schwache genome coverage erzielen (Frazer et al.,
2007). Die verwendete Genotypisierungsplattform wurde nach den Erkenntnissen
des HapMap-Projektes entworfen, dessen Prioritat es war, SNPs zu genotypisieren,
die sowohl in kaukasischen als auch in asiatischen und afrikanischen Populationen
vertreten sind (Clark et al., 2005). Neue Untersuchungen zur genetischen Diversitat
zeigen jedoch neben bisher unbekannten SNPs, die ausschlieldlich in afrikanischen
Populationen vertreten sein kdnnen, auch solche, die kein LD zu umliegenden
Varianten aufweisen (Altshuler et al., 2010; Conrad et al., 2006; Ke et al., 2008).
Dadurch sinkt die Wahrscheinlichkeit, in GWA-Studien in afrikanischen Populationen
genomweite Signifikanzlevel zu unterschreiten (Teo et al., 2010). Zudem wird gerade
bei komplexen Erkrankungen wie Malaria (Garcia et al., 1998a) vermutet, dass ihre
Pathologie durch die Interaktion mehrerer Gene hervorgerufen wird, die ihrerseits
schwache oder moderate Effektstarke besitzen (Manolio et al., 2009; Risch, 2000).
Es ist daher wahrscheinlich, dass die Assoziation von weiteren unbekannten
genetischen Varianten mit zerebraler Malaria in dieser GWA-Studie nicht

nachzuweisen war.

So wurde zum Beispiel die Deletion rs8176719 im ABO-Locus, die zum Phanotyp der
Blutgruppe 0 fuhrt und einen Schutz vor schwerer Malaria vermittelt (Rowe et al.,
2007), nicht mit dem Affymetrix® Genome-wide SNP Array 6.0 genotypisiert. Auch
benachbarte SNPs dieser Deletion zeigten unterhalb des gesetzten Schwellenwertes
von p = 5 x 10”° keine Assoziation mit der Erkrankung. Eine Assoziation mit schwerer
Malaria konnte jedoch auch in dieser Studiengruppe in einer GWA-Studie durch
direkte DNA-Genotypisierung von rs8176719 gezeigt werden (p-Wert = 1,1 x 10°;
OR =1,4; Kl = 1,2 - 1,6; Timmann, Biology and Parasitology of Malaria Parasites,
Heidelberg, 20.05.2009). Der Mangel an Sensitivitat dieser Studie, die Assoziation
am ABO-Locus nachzuweisen, war vermutlich durch ein zu geringes LD der Marker,
die mit dem Affymetrix® Genome-wide SNP Array 6.0 genotypisiert werden, zur

kausalen Variante bedingt.

Da die Teststarke neben der Effektstarke unter anderem von der Allelfrequenz
beeinflusst wird, konnte die Assoziation dieser Variante mit schwerer Malaria trotz
einer geringen Effektstarke aufgrund der hohen Frequenz des schiutzenden Allels

nachgewiesen werden.
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Auf Chromosom 11 zeigten zwei SNPs in der Nahe des HBB-Gens eine Assoziation
der Region mit zerebraler Malaria unterhalb des gewahlten Schwellenwertes von

p = 5x 107°. In der kodierenden Sequenz des HBB-Gens liegen nebeneinander die
SNPs rs334 und rs33930165, die fur Hamoglobin S (HbS) bzw. Hamoglobin C (HbC)
kodieren. Die Schutz-vermittelnden Allele der beiden SNPs wurden nicht mit dem
Affymetrix® Genome-wide SNP Array 6.0 genotypisiert. Eine differenzierte
Betrachtung bezuglich ihrer Assoziation mit zerebraler Malaria war daher nur durch
eine direkte Genotypisierung mit anschliefiender statistischer Analyse moglich. In
einer Kandidatengenanalyse wurde fur den SNP rs33930165, der zu HbC fluhrt, eine
geringe Effektstarke und Frequenz in der gleichen Studienpopulation nachgewiesen
(OR =0,64; KI = 0,45 - 0,91; p = 0,03; Minorallel-Frequenz Falle = 5,3 %, Minor-
Allelfrequenz Kontrollen = 20,35 %), die auch fur die GWA-Studie herangezogen
wurde (May et al., 2007). Es ist daher anzunehmen, dass die Assoziation dieses
Locus in der GWA-Studiengruppe durch HbS hervorgerufen wird, da die Schutz-
vermittelnde Variante einen starken Effekt besitzt (OR = 0,065; KI = 0,037 — 0,11;

p = 1,5 x 10"; Minor-Allelfrequenz Falle = 0,53 %; Minor-Allelfrequenz Kontrollen =
7,2 %; Timmann, Biology and Parasitology of Malaria Parasites, Heidelberg,
20.05.2009; Williams, 2006). Die Teststarke der GWA-Studie ist vermutlich nicht
ausreichend, um in der vorliegenden Studienpopulation eine Assoziation des SNPs,

der fur HbC kodiert, mit zerebraler Malaria nachzuweisen (May et al., 2007).

4.4  Suche nach der kausalen Variante

Es ist unwahrscheinlich, dass es sich bei rs12479448 direkt um die kausale und
somit funktionelle Variante handelt, die einen Einfluss auf die Manifestation der
zerebralen Malaria hat (Smith & Newton-Cheh, 2009), da in nur wenigen GWA-
Studien initial die kausale Variante gefunden wird (McCarthy et al., 2008). Zudem lag
das Auswahlkriterium der SNPs, die mit dem Affymetrix® Genome-wide SNP Array
6.0 genotypisiert werden, nicht in ihrer Funktion (Li et al., 2008b).

Um eine Variante zu finden, die eine starkere Assoziation als rs12479448 mit
zerebraler Malaria zeigt, wurde durch Re-Sequenzierung eines 100 kb Bereiches um
rs12479448 in 24 Fallen und 24 Kontrollen ein so genanntes Fine Mapping
durchgefuhrt. Von den gefundenen Varianten wurden Uber die ermittelten Genotypen
das LD zu rs12479448 berechnet. Drei Varianten, die ein LD von r? > 0,6 zu
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rs12479448 aufweisen, wurden in der gesamten Studienpopulation auf eine
genomweite Assoziation untersucht. Eine starkere Assoziation als die von
rs12479448 konnte jedoch nicht gefunden werden. Die Analyse des LDs von
rs12479448 zu den Polymorphismen des sequenzierten Bereichs zeigte zudem
wenige Polymorphismen, die in einem starken LD zu rs12479448 stehen. Somit
kénnte eine Variante mit starkerer Assoziation als p = 5 x 10® durch das auf einem
hohen LD basierenden Auswahlverfahren fur die Genotypisierung in der gesamten
Studienpopulation herausgefiltert worden sein. Darlber hinaus ist es mdglich, dass
sich die kausale Variante auRerhalb des gewahlten 100 kb Bereiches befindet.
Bereits beim HbS-Locus zeigte sich in einer GWA-Studie zu schwerer Malaria, dass
Varianten, die ein starkes LD zur kausalen Variante aufweisen, auch auf3erhalb
dieses Bereiches mit der Erkrankung assoziiert sein konnen (Jallow et al., 2009). In
der vorliegenden GWA-Studie zeigten zwei SNPs, die mehr als 400 kb voneinander

entfernt liegen, eine Assoziation des HBB-Locus mit zerebraler Malaria.

4.5 Long noncoding RNAs im Assoziationsbereich?

Um Transkripte aus der umliegenden Region des SNPs rs12479448 mit der
starksten Assoziation mit zerebraler Malaria zu untersuchen, wurde ein 76,7 kb
langer Assoziationsbereich ausgewahlt, der durch SNPs mit einer Signifikanz von

p = 0,05 und einem LD von r* von 0,05 zu rs12479448 begrenzt wurde. In den
Online-Datenbanken des NCBI und UCSC (http://www.ncbi.nlm.nih.gov;
http://www.genome.ucsc.edu) waren in diesem Bereich funf Transkripte beschrieben.
In silico-Analysen zeigten, dass die Transkripte keinen offenen Leserahmen (ORF)
besitzen, der eine Lange von 64 Aminosauren (AS) ubersteigt. Humane, Protein-
kodierende RNAs verfugen hingegen zu 95 % Uber einen ORF mit einer Lange von
mehr als 100 AS (Frith et al., 2006). Daruber hinaus weist keiner der ermittelten
OREFs eine Sequenz auf, die alle beschriebenen Exons einschlief3t. Vergleiche der
Sequenz von annotierten Proteinen zu den Peptidsequenzen der ORFs, zeigten
lediglich zu einem hypothetischen Protein aus dem Genom von Hominiden
substanzielle Ahnlichkeit. Aufgrund der in silico ermittelten Charakteristika Iasst sich
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Protein-kodierende Funktion der Transkripte

ausschlieRen. Vermutlich handelt es sich bei den Transkripten um noncoding RNAs
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(ncRNAs), die durch ihre Lange von Uber 200 nt der Klasse der long ncRNAs

(IncRNAs) zuzuordnen waren.

4.6 Expression der Transkripte

Im Assoziationsbereich konnte die Expression von Segmenten der funf in den
Online-Datenbanken des NCBI und UCSC annotierten Transkripte Uber Polymerase
Kettenreaktion (PCR)-basierte Methoden nachgewiesen werden. Dabei konnte fur
alle Transkripte eine gewebespezifische Expression wahrscheinlich gemacht werden.
Eine gewebespezifische Expression wurde zuvor bereits fir andere IncRNAs
beschrieben (Ponjavic et al., 2007) und auf eine regulierte Transkriptionsmaschinerie
zurickgefuhrt (Gustincich et al., 2006). Die Transkripte konnten vorrangig in
zerebralem, vaskularem und hepatischem Gewebe nachgewiesen werden. Im
zerebralen und vaskularen Gewebe fanden sich die hochsten Expressionslevel der
Transkripte. Moglicherweise deutet dies darauf hin, dass die Transkripte in der

Pathogenese der zerebralen Malaria eine Rolle spielen kdnnten.

Am Beispiel des Transkripts DA und AlI/AW zeigt sich, dass in complementary DNA
(cDNA) eines gleichen Gewebes verschiedener Chargen voneinander abweichende
Expressionsmuster auftreten konnen. Dies kdonnte auf eine RNA-Degradierung
wahrend der RNA-Isolierung zurtckzufuhren sein, so dass die Transkripte bei der
cDNA-Synthese nicht als Matrize zur Verfugung standen. Ebenfalls ist denkbar, dass
eine zu geringe Konzentration der Matrize im PCR-Ansatz die Amplifikation des
Transkripts nicht erlaubte. Dartber hinaus konnte die RNA auch aus verschiedenen
Zelltypen eines Gewebes isoliert worden sein, die jeweils Uber ein individuelles
Expressionsprofil verfigen. Individuelle Expressionsmuster von Transkripten wurden
selbst in homogenen Zellen beschrieben (Fiering et al., 2000; McAdams & Arkin,
1999). Die unterschiedliche Expression von verschiedenen Exons eines Transkripts
konnte zudem durch alternative Spleil3prozesse bedingt sein (Gilbert, 1978; Modrek
& Lee, 2002). In Untersuchungen zur vollen Transkriptlange konnten alternative
Spleilprozesse bereits fur AI/AW/BX und DA bestatigt werden.

Die quantitativen Expressionsanalysen in verschiedenen Geweben zeigen zwischen
der relativen Expression der Gene der Transkripte zum Referenzgen Beta Aktin
(ACTB) und zum Referenzgen Protein Phosphatase 1 (PPP1CA) grofitenteils eine

Differenz von zwei Potenzen. Das in der Literatur beschriebene Auftreten von
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starken Expressionsschwankungen von Referenzgenen in unterschiedlichen
Geweben (Radonic et al., 2004; Vandesompele et al., 2002) ist daher fur diesen Fall
eher unwahrscheinlich. Analysen des verwendeten Referenzgens ACTB, das ein
hohes Expressionsniveau besitzt, zeigten in humanen Endothelzellen etwa 1000
Transkriptkopien pro Zelle (Wada et al., 2011). Aus den quantitativen
Expressionsanalysen lasst sich daher schlielRen, dass die untersuchten Transkripte
mit einer Kopienzahl von etwa 102 — 107 pro Zelle vertreten sind. Daraus ist
abzuleiten, dass vermutlich nicht in allen Zellen der untersuchten Gewebe Kopien
eines Transkripts vorhanden waren. Moglicherweise kommt es in den Zellen zu
temporaren Unterschieden in der Genexpression. Da sich ein Gewebe aus
verschiedenen Zelltypen zusammensetzt, ist ebenfalls denkbar, dass nur in
bestimmten Zelltypen die Expression eines entsprechenden Transkripts erfolgte.
Lediglich in der Endothelzelllinie wurde fur das Gen des Transkripts AA ein mit dem
Referenzgen PPP1CA vergleichbares Expressionslevel nachgewiesen. Dies konnte
darauf zurtckzufuhren sein, dass es sich dabei um einen homogenen Zelltyp
handelt, der eine einheitliche Genexpression in den Zellen aufweist. Die Ergebnisse
der Expressionsanalysen stimmen am ehesten mit Untersuchungsergebnissen
uberein, die zeigen, dass Loci mit nicht-kodierender Funktion in vielen Fallen niedrige
Expressionslevel aufweisen (Ponting et al., 2009). Es wird angenommen, dass
ncRNAs hauptsachlich regulatorische Funktionen Ubernehmen (Mattick & Makunin,
2006).

4.7  Versuche zur Amplifikation vollstandiger Transkripte

Mithilfe der Rapid Ampilification of cDNA-Ends (RACE)-PCR konnten einige der 5’-
und 3’-Enden der Transkripte aus dem Assoziationsbereich bestimmt werden. Die
Methode bendtigt in vielen Fallen eine umfangreiche Optimierung der PCR-
Bedingungen, um das exakte Ende eines Transkripts zu amplifizieren (McGrath,
2011). Die mangelnde Spezifitat wird durch die nur einseitig spezifische Amplifikation
verursacht, die bei der RACE eines unbekannten cDNA-Endes mit universellen
Oligonukleotiden und genspezifischen Oligonukleotiden erfolgt. Bei der 3’-RACE
bindet das universelle Oligonukleotid an den 200-250 nt langen Poly(A)-Schwanz am
3’- Ende von RNA Polymerase |l synthetisierten Transkripten. Eine spezifische

Amplifikation wird dabei nur Uber die genspezifischen Oligonukleotide im 5’-Bereich
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erreicht. Erschwert wurde die spezifische Amplifikation der Transkripte, da ihre Gene
in einer genomisch hoch-repetitiven Region lokalisiert sind (UCSC Genome
Browser). Auch die Suche nach Oligonukleotiden, die eine ausschlieflich
genspezifische Bindung aufweisen, wurde dadurch erheblich erschwert. Zusatzlich
zeigten sich in sequenzierten Amplifikaten der 3'-RACE jedes Transkripts eine oder
mehrere aufeinander folgende Adenin-reiche Basenabfolgen. Diese ermdglichten
eine Bindung des 5’-Oligo(dT)-Endes des universellen Oligonukleotids und
begunstigten die Amplifikation von verkurzten 3’-Enden (Frohman et al., 1988). Da
Uber die Adenin-reichen Abschnitte in der Sequenz der Transkripte eine cDNA-
Synthese mit Oligo(dT)-Nukleotiden erfolgen kann, kdnnten zusatzlich fehlerhafte
Ruckschlisse auf eine Transkription mit RNA-Polymerase |l geschlossen werden.
Trotz der Beobachtung, dass RNA-Polymerase Il eine Vielzahl an ncRNAs mit
Poly(A)-Schwanz synthetisiert (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004; Ponting et al.,
2009), wurden darUber hinaus RNAs beschrieben, die keinen Poly(A)-Schwanz
besitzen (Wilusz & Spector, 2010). Eine 3’-RACE unter Verwendung eines Oligo(dT)-
Nukleotids kann in diesem Fall nicht zu einer Amplifikation des (vollstandigen) 3’-
Endes des Transkripts fuhren. Au3erdem konnen ncRNAs auch durch RNA
Polymerase Il synthetisiert werden (White, 2011), die ihrerseits keine
Polyadenylierung durchfuhrt. Es bietet sich daher an, zur Bestimmung der cDNA-
Enden unterstutzend weitere Methoden anzuwenden, die unabhangig von einer
Polyadenylierung sind (White, 2011). Das Polyadenylierungssignal 5-AAUAAA-3’ der
RNA-Polymerase Il (Mandel et al., 2006) liel3 sich in der Sequenz von AA und DA in
bestimmten Isoformen der Transkripte nachweisen. Ein Grofteil aller Gene verfugt
daruber hinaus Uber zwei oder mehr Polyadenylierungssignale (Yan & Marr, 2005),
so dass durch 3’-RACE mit einem genspezifischen Oligonukleotid mehrere

Amplifikationsprodukte entstehen kdnnen.

Die Amplifikation eines unbekannten 5’-Endes anhand einer bekannten Teilsequenz
erfolgte in dieser Studie mithilfe von zwei verschiedenen Strategien. Die CapFinder-
Strategie ermoglicht hierbei durch die 5’-Cap-Struktur die Amplifikation von RNA
Polymerase Il synthetisierten Transkripten (Schramm et al., 2000). Die vollstandige
Amplifikation des 5’-Endes wird gewahrleistet, da die RNA durch die 5’-Cap-Struktur
vor einer Degradation geschutzt ist. Im Vergleich zum annotierten 5’-Ende von DA

konnten zwei unterschiedliche Isoformen mit verkurzten 5’-Enden amplifiziert werden.
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Da die Bindung des universellen Oligonukleotids ausschlie3lich an der 5’-Cap-
Struktur erfolgt, ist davon auszugehen, dass es sich bei den Isoformen nicht um
Artefakte handeln kann. Denkbar ware, dass das Gen unterschiedliche
Transkriptionsstartpunkte besitzt (Sandelin et al., 2007). Eine weitere Strategie der
5-RACE fugt an das 5’-Ende synthetisierter cDNA durch eine terminale Transferase
einen Poly(A)-Schwanz an. Das Enzym ist in der Lage, auch moglicherweise
degradierte 5’-Enden mit einem oligo(dT)-Schwanz zu versehen. Da mit der
CapFinder-Strategie beim Transkript AA keine Ergebnisse erzielt werden konnten,
wurde trotz des Nachteils diese Strategie zur Amplifikation des 5-Endes gewahilt.
Dadurch konnten zwei 5’-Enden fur das Transkript nachgewiesen werden. Ob das
verkurzte 5’-Ende der Isoform 1 auf eine Degradation der RNA oder auf
unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte im Gen zurtckzuflhren ist, konnte nicht
geklart werden. Da fur das Transkript AA uber 3'-RACE ein Polyadenylierungssignal
gefunden wurde, ist davon auszugehen, dass es durch RNA Polymerase |l
synthetisiert wird und dadurch cotranskriptionell eine 5’-Cap-Struktur erhalt. Eine
fehlende 5’-Cap-Struktur am Transkript AA scheidet daher als mogliche Ursache fur
das Scheitern der CapFinder-Methode aus. Vielmehr liegt nahe, dass durch die nur
einseitig spezifische Amplifikation der RACE sowie eines im 5’-Bereich gelegenen
DNA repeat elements (UCSC Genome Browser, Repeatmasker) die Amplifikation
des 5’-Endes erschwert wurde und die optimalen Bedingungen der RACE-PCR

bislang nicht erzielt werden konnten.

4.8 Maogliche Funktionen der RNAs

Von den etwa 90 % des humanen Genoms, die transkribiert werden, kodieren
lediglich etwa 2 % flur Protein-kodierende Gene (Birney et al., 2007; The ENCODE
Project Consortium, 2004). Durch die geringen Sequenzahnlichkeiten der
verbleibenden Transkripte zu Protein-kodierenden Transkripten stellt sich die Frage,
ob erstere durch ein so genanntes transkriptionelles ,Hintergrundrauschen®
(transcriptional noise) erzeugt werden (Johnson et al., 2005; Struhl, 2007), oder zur
Gruppe von funktionellen ncRNAs zahlen (Ponting et al., 2009). Transcriptional noise
beruht auf einer ungenauen Bindung der RNA-Polymerase Il an schwache
Promotorsequenzen im Genom, die zu einer permanenten Transkription

entsprechender Bereiche fuhrt (Struhl, 2007). Die hohe Konservierung der Regionen
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im Assoziationsbereich (UCSC Genome Browser, Build 36.3), in denen die
Transkripte kodiert sind, sowie die vorhandenen Spleil3stellen von AI/AW/BX und DA
konnten madglicherweise einen Hinweis auf eine positive Selektion geben (Mattick,
2009; Ponjavic et al., 2007). Dies konnte auf eine eventuelle Funktion der beiden
Transkripte verweisen und einer Synthese durch transcriptional noise

entgegenstehen.

Mittlerweile konnten fur einige der zahlreichen ncRNAs des menschlichen Genoms
Funktionen beschrieben werden, die auch auf die untersuchten Transkripte zutreffen
konnten. Diese Funktionen betreffen eine Reihe zellularer Prozesse wie
Transkription, Translation, Gen-Stilllegung, Replikation, RNA-Prozessierung, -
Modifikation und -Stabilitat sowie Proteinstabilitat und -translokation (Mercer et al.,
2009; Orom et al., 2011; Storz, 2002). Zudem konnten die Transkripte als Vorlaufer
fur kurze RNAs dienen (Jia et al., 2010; Wilusz et al., 2009).

Es wurde gezeigt, dass ncRNAs eine Rolle in komplexen Erkrankungen spielen
kénnen (Perez et al., 2008; Taft et al., 2010; Wapinski & Chang, 2011). Es ware
daher denkbar, dass genetische Varianten die Expression oder Funktion der
untersuchten Transkripte beeinflussen und so eine mogliche Rolle in der
Pathogenese der zerebralen Malaria spielen konnen. In einem Plasmodium berghei
ANKA-Mausmodell flr zerebrale Malaria konnte bereits eine veranderte Expression
von drei ncRNAs in Gehirnzellen gezeigt werden (El-Assaad et al., 2011). Es ist
jedoch anzumerken, dass das Mausmodell einer zerebralen Malaria nicht auf die
humane zerebrale Malaria Ubertragbar ist. Im murinen zerebralen Malaria-Modell
binden Leukozyten und Thrombozyten an das Hirnendothel, mit Plasmodium
infizierte Erythrozyten jedoch nicht (White et al., 2010). Trotz dessen ware denkbar,
dass die Infektion mit P. falciparum einen Einfluss auf das Expressionsverhalten der
Gene der Transkripte haben kdnnte. So I6ste zum Beispiel eine Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus in vitro eine erhohte Expression von IncRNAs in humanen B-
Zellen aus (Mrazek et al., 2007). Auch konnte im Mausmodell mit dem SARS-
assoziierten Coronavirus ein verandertes Expressionsverhalten bei etwa 500
annotierten IncRNAs und etwa 1000 bisher nicht annotierten Loci in Lungenzellen

beobachtet werden (Peng et al., 2010).

Ebenso konnte eine mogliche Interaktion der Transkripte mit umliegenden Genen,

Genprodukten oder regulatorischen Einheiten Auswirkungen auf die Manifestation
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einer zerebralen Malaria haben. So wurde beispielsweise in GWA-Studien zu Typ-II-
Diabetes, intrakraniellen Aneurysmen, verschiedener Krebsarten und zum
Herzinfarkt ein Empfanglichkeitslocus gefunden, in dem die IncRNA ANRIL
(antisense IncRNA of the INK4 Ilocus) kodiert ist (Pasmant et al., 2010). SNPs in und
um diesen Genlocus besitzen einen direkten Einfluss auf das Expressionsverhalten
und die Prozessierung von ANRIL (Burd et al., 2010; Yap et al., 2010). Daruber
hinaus beeinflusst ANRIL in cis die Expression eines umliegenden Genlocus (Yap et
al., 2010). Sollte die kausale Variante des krankheitsassoziierten Locus tatsachlich in
einem veranderten Expressionsverhalten oder einer alternativen Prozessierung in
einem der Transkripte resultieren, konnte dies moglicherweise eine entscheidende

Rolle in der Pathogenese der zerebralen Malaria spielen.

49 Ausblick

Um die kausale Variante zu finden, die eine Resistenz gegenuber zerebraler Malaria
verleiht, sollten weitere Ansatze im Fine Mapping verfolgt werden. Da das LD
zwischen der kausalen Variante und der die Assoziation mit der Erkrankung
anzeigenden Variante in afrikanischen Populationen sehr schwach sein kann (Jallow
et al., 2009), sollten ebenfalls Varianten aus dem Assoziationsbereich mit einem LD
von r? < 0,6 zu rs12479448 untersucht werden. Diesbeziiglich kénnte bei der
Auswahl der genetischen Varianten ein Fokus auf jene Varianten gelegt werden, die

in der genomischen DNA-Sequenz der Transkripte lokalisiert sind.

Zusatzlich zum Fine Mapping kann durch Imputation die Suche nach der kausalen
Variante unterstutzt werden (Browning & Browning, 2007). Imputation bezeichnet die
statistische Methode, auf Basis der bekannten Haplotypen von SNPs eines
Individuums fehlende Allele benachbarter SNPs bei einem zu untersuchenden
Individuum abzuleiten. Fur diese Analysen stehen durch das 1000-Genom-Projekt
Datensatze mit Haplotypen von Individuen afrikanischen Ursprungs zur Verfugung
(1000 Genomes Project Consortium, 2010). Mit den vorhergesagten Genotypen
lassen sich in silico Assoziationsberechnungen durchfuhren, die in GWA-Studien die

Teststarke erhohen kdnnen (Spencer et al., 2009).

Untersuchungen zur moglichen Funktion der Transkripte als Enhancer oder als
Repressoren von Genen konnten Uber RNA-Interferenz erfolgen (Fire et al., 1998).

Dabei wurden die Transkripte mithilfe von doppelstrangiger microRNA degradiert
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werden. Expressionsanalysen der umliegenden Gene konnten durch Real-Time PCR
durchgefuhrt werden. Genomweite oder regionale Expressionsanalysen kdnnten

mithilfe von Microarrays oder cDNA-Sequenzierung erfolgen.
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Oligonukleotid

Oligonukleotid-Sequenz

Oligonukleotid

Oligonukleotid-Sequenz

Al218168.11_for
OdT-T7 I
OdT-T7 |

cDNA_AI_neu_for
Al218168-Cap.1F
Al218168.21_for

AI21E3n.3'testR
Hs.542102.PW1F

Hs.542102.PW3F

Hs.542102_for-2

Hs.542102_for
Hs.542102_rev
Hs.542102.PW5F
DA227815E2_RNAr
DA227815E3f
DA227815E2-3.brF
Da227815-Ex5.1R
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Al218168_In2.2.rev
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DA227815E6_seqF
DA227815artcDNAf
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rs12476596F

rs12476596R

rs12476596S

rs12476596A
rs34996117F
rs34996117R

rs34996117A

rs34996117S
rs6543892F
rs6543892R

tgattacatgggtttctttctatgctctca

gagagaggatccaagtactaatacgactcactatagg
gagagaggatccaagtactaatacgactcactatagg

gagattttttttttttttttttttttttt(agc)
tttcagtatggattgaacagatagtgt
gtgaaaagttggttcttacagggta
cctctcaaaaggaaatcagcctccettgt
tcatgctctttattattgtctgtca
atcatgggaagatttggttcc

tctccaagcatgggtgatgt

ttatgaaaccctttttaagtatcctgt

tcacaatgccgtaagaatgc
cactgaatttttcattggaacataa
gctgctaagaaataggtgcaaa
ccttttcagtgcctctttcag
tgaccacggttttctggagt
cgaagctaaaaccagatactgcttttc
tacatccatcaaaatctgccaaaaata
ggaaatcagcctccttgttg

atgtgccatccagttcaacc

cctecctgaaataccacctigt

gta aaa cga cgg cca g

cag gaa aca gct atg ac
gcaatgacccacagtagaacgcatttg
tgatggacagcaacttttggaactgtg
gaggtgtaaagtttcgatgatctg
tctggctagggatgtctget
ctattttgggccaatagtaccc
gtgtcatgcagctgctatgg
ctcccaataaatacaatattct(ac)
agttaatagattactaattactctcagaag

agtaattatgggcaaaacatatctagtg

tatcattactacatatagaaaacaagtgaaat-

Fluorescein

LCRED-aatcatctgtattgaaactatctgtgctttatg-

Phosphate
agacaattcatctcaaataagtatttacct

gggaaatgctcattaaaagcctca

LCRed-agatggcatgacattctccaaaagagattttaa-

Phosphate

atacttattgcttttgtcatttaaagtaagttaa-

Fluorescein
taggttgtctgtttgttgattattagtttttc

tcectatctccattgtatacgaaaattaact

Al2181.2_E1_for
Al2181.2_E1o_rev
DA227815E6_for

DA227815E6_rev
PPP1CA.for
PPP1CA.rev
gRT-ACTB-for
gRT-ACTB-rev

CFB_for

CapFinderB

BX091678.2_E1_for
BX091678.2_E1_rev
fydaw_E2+3_for
fydaw_E2+3_rev
Al-BX_for
oligo(dT)12-18
Al_4_for

Al_5_for
Oligo(dT)-2_short
DA227815-Ex1.1F
DA227815-Ex3.1R
DA227815-Ex6.1R
DA227815-Ex2.1F
DA227815-Ex5.1F

CapFc
DA227815E2-3.brF
Al218168-Cap.1F
Al218168-Cap.2F
DA227815brCap1
DA227815brCap2
DA227815br3polA

DA227815artpolA2

Hs.542102.3-end.rev
Al218168E4.2r
Al218168E4.2f

Al218168E4.2.1f

AI218168E4.3f
Hs.542102_CapFf.1
Hs.542102_CapFf.2

gttaactttgtggcaggcact
agcatcacaatgaaggaaaaca
gatatgcaaggaagctcagtctc

tacccgtgcacagtgtgatt
ctggtgacacttttctcagc
cttccecttgttettgtcgg
tcaagatcattgctcctcctgag

acatctgctggaaggtggaca
gagagaacgcgtgacgagagactga
cag

gagagaacgcgtgacgagagactga
ca(rgrgrg)

tgttcttgaacagaggaaaaacac
ttttcttctcacggaggtgtg
tctetgectcaaacgttcttt
tettctegttcttcactgttgg
ttgtggcaggcactgtactt
tttttttttttttttt
ttacatgattacatgggtttctttc
gctctcaattcttcaggttttca

gagagaggatccaagtactaatacga
ctc

tcctgaaataccaccttgtaaagataga
actccatacgaaaaaactccaga
cagtttatgcttaccgtge
getgctatggggggatg
ttggcagattttgatggatgtac
acgcgtgacgagagactgacag
cgaagctaaaaccagatactgcttttc
gtgaaaagttggttcttacagggta
tggagatgagagagaaagctgtga
gaattcaagactgcctttcctace
gcctctttcagtgatacgaagct
ggttttcagataggcaaacaag

aagacagagtctcgctctgtcacc

gaactacttgccattgatatttattc

cccccactttacttccatacag

gtatggaagtaaagtgggggttc
ttcattgaacttcgtagtcctc

gtaaagtgggggttcttgce

gaccacactaacgggttctga

cataccatgccacaaccaga
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rs6543892S

rs6543892A
35111669F
35111669R

35111669A
35111669S
AIE4_CapTestF
Hs.542102+3prR
AIE4_CapTestF
Hs.542102+3prR

ccatttgtctctttttgttttigttgcatttgcttttgagatct-

Fluorescein

LCRed-atcataaattctttgtctaggtccaggtcctaaagag-

Phosphate

cagagaatgtaccactgtaaagtca

tccaggcattcggacactg

LCRedtccctcccttecttecttectteecttettect-

Phosphate
gctcgccctecctecttce-Fluorescein
tttgagacaaggtcttactctgttg
ttgccattgatatttattcacca
tttgagacaaggtcttactctgttg

ttgccattgatatttattcacca

DA227815E6 UTRr1 Caatggaagcaaaaactccaa
DA227815E6_UTRr2 aagcagaaggcagcttcaat

Al218168E4f
AlI218168E4r

gagcctgggcaagaatacat

ggcaagaacccccactttac

Hs.542102.CapF3r

Al218168E4.3r
Al218168E4.3f
Al218168E4 .4f

Al218168E4.4r
Al218168E4.CapFf
Hs.542102.Cap2outF
Hs.542102Cap2F
Al218168.52R
Al218168.5'1R
Al218168E4.5f
Al218168E4.5R
Al218168E3nF
Al218168E3nR

Oligonukleotide der Sequenzierung des Fine Mappings
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Oligonukletid-Sequenz
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tcagaacccgttagtgtggtc

cactttacttgctgattggttcc
actgaggaaccaatcagcaagt

aggacactctgtaatggaggaca

ttgctaacttttaaaatatttgctgta
ctggagtacagtggtccgatta
tgtgaaaattagacaattcatctcaaa
catatttaatgagttaactggtgcat
tttagaacctgccagacattca
gggtttctccatgttggtaatc
tccacctctcaaggctcagt
taatcggaccactgtactccag
tgaatgtctggcaggttctaaa
gagacggagtttcgctcttg

Oligonukletid-Sequenz

gap1_f1
seq_f1
seq_f2
seq_f3
seq_f4
seq_f5
pr1_fvs2
seq_f6
seq_f7
seq_f8
seq_f9
pr2_f
seq_f10
seq_f11
seq_f12
seq_f13
gap2_f1vs3
seq_f14
seq_f15
seq_f16
seq_f17
seq_f18
seq_f19
pr3_f
seq_f20
seq_f21
seq_f22
gap3_f1
seq_f23
seq_f24
seq_f25

gattgtaaaggaataagtaagccta
cctatctatgctctggccatctct
aggctggtcttgaactcctga
ctcataatggatcatgaatctaaatgtaagagct
gatggcatagtcattttacagacattttgac
ctttgaattgaacatacgcaactttgtgg
ggaggaggaggaagcagttttctag
gctatactgcaagagtcagcaaattatg
ccagcctgagtaatatagcaagaccttg
agcaagccgtgaggtatctge
ccctttcaaatagttaacatatgtcg
tcaactttgaaagctcagttca
aacacgaatgaatccccagtg
ttgtcctgtattgaaacaaggagc
aaaaactatagctgtcattttctagctc
gcaagaagaacaaggaaatgatagtgtc
tcatgcacgaccttagtggactca
tacacattattgaatggttggattagc
atgatggtgcggcctgtagtge
gattcaaagtattctgcactttgacag
ctggtgggaggtgattggatcatag
agtcttacagtaaattgatggaaatgtag
ccaggatcaatgaaacacttgaagaag
ggcacaattgccaatgaac
gcttagaaaactictataaaagcataaaaggtc
ctcagtacttttaaaaacaatgttcagtacac
gaaccaaagggcccaagaaagc
agtcacgttttagaggttaaattac
tccagtcttcctatttcaaaagttc
acccttttcccaggagaagcctac
gttaggagaatgtgaagacaaatcatagactg

seq_f87
pr16_f
seq_f88
seq_f89
seq_f90
seq_f91
seq_f92
gap7_f1
seq_f93
seq_f94
seq_f95
gap7_f2
seq_f96
seq_f97
seq_f98
seq_f99
gap7_f3
seq_f100
seq_f101
pr18_f
seq_f102
seq_f103
seq_f104
gap8_f1
seq_f105
seq_f106
gap8_f2
seq_f107
pr19_f
seq_f108
seq_f109

ctgcataaaattatacgctaatttattc
tgcagcagtacattgggaaa

gatattgcatctctcattacctactgg

ctgatcccaaacatgaaacatctgce

caaaataactggcctttictgtaatgtg

ggtggtcttctcatgttgaattagttge

catttttaattatgcttggcttttccg

tttcagtatggttgacttgtagcctgta

aatggtcttagcaaatggcacacc

tggacctccagcaaactccaacagac

gggactatgtgaaaagaccaaatctg

ggaaaggaacaaccagtagcagc

ttaacaccccactgtcaacattagac

actaaaatcagagcagaacggaagg

agaccaatatccctgatgaacatgg

gataagcaacttcagcaaagtctcag

gaaagaatcagtatcatgaaagtggc

gtctaaaacaccaaaagcaatggc

cggcactattcacaatagcaaagacttg

aactgatgaatggcaagcct

cacaagatttaggggaagcaacatg

ttatctattccaccagttgatgggtg

caaaaagataagttcaggccagatgg

attgtggctacagtcatggtt

ggctacatagtattccattgtgtatgtg

gagttcattgtagattctggatattagcc

catccctagtaacagagcgtaaaac

gagagtacaaactattaaatttctggtcaattg

gaattgctacagtctccaagcc

cagttttccaactggtcatgtcctttc

gctatcaatattaaagctgtatttgaaggtag
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seq_f26
gap3_f2
seq_f27
seq_f28
seq_f29
seq_f30
prd_f
seq_f31
pr5_f
seq_f32
seq_f33
seq_f34
seq_f35
pr6_f
seq_f36
seq_f37
seq_f38
seq_f39
gap4_f1
seq_f40
seq_f41
seq_f42
gap4_f2
seq_f43
seq_f44
seq_f45
pr7_f
seq_f46
gap5_f1
seq_f47
seq_f48
seq_f49
gap5_f2vs2
seq_f50
seq_f51
seq_f52
pr8_f
seq_f53
seq_f54
seq_f55
seq_f56
pro_f
seq_f57
seq_f58
seq_f59
gap6_f1
seq_f60
seq_f61
gap6_f2vs2
seq_f62
seq_f63
pr10_f
seq_f64
seq_f65

cccaaatttcaccaacaggtaagtg
attgtgatggtggaaggtcgtga
cctecttccatggattatgagtgttg
cttagaaggcatcttcttccaacag
ttcacttgaatccttagaggcaggce
aagaagacaggggcaataggc
actgttgacctcttgcggac
agactgtgcaacagttttgtttgc
ttcctcaagcaggaaaccat
tgccacaacctggaagacaaaatgag
tgggcagcagaacgagacactg
gtgacttagctatcaagaacaataaaggc
gcatacctactcattgtcttgcag
acaaaggtcctcacagtattagaaa
tgccccataaatatgtacaattagtatg
cttaagtgcatgtcaaactggctac
aggcaggagaatggcgtgaac
ttaaactgcagacattgcgagaagc
ctagtaggctgtcgagaaaacg
atgaaaagaagtgcagaagtttgag
gaatgaatatgtataaaccatcaagtgc
caagttcaatacttcataccatacactagg
gtgcattgtctgaggtcagg
tcgaacttcaataaatccatccagaag
tcaataaacacgttgcacatgcag
ggagagggctgggctttictaatg
gggacaatacattctgggtaaga
caatggggccacagaaaatggg
aagtggtgaagagagaacagattcc
tcatccacgtttctccaagtgac
tgagtttgcattcctggtagattctg
aagtaaggtaatgtgctgcctctag
tcctaggtataagatcgttatcagcagce
tttcaaatttcacctggctttgtattag
tgggcaggaaccactatctcact
aggaaaactagtgtctgatgtctc
tgtgggagagcttgtgtgtt
ttgtcccactggaaggtctttagg
cacagagaacatcacagactttattgg
ctaaaatgcttcagggcagaagtgttac
actagctcagggctcaaaaggce
ggcatgggataatgagcaga
agcaggtattctgacactggac
cactaatgttagatttgaggttttcaagac
tgctagtatctagactgccatgctg
agaaaaaattgaaactgtggagagtataagt
ttgcctgtaatcccagctacttg
gagagagcatagtattttggaccttg
aaacaatgactgaatcctcacacactctgg
cttctgggaagggtgagaacttag
agaaggaacaaattctggacacacgatg
aatgctgctattgacagccc
gtgccgcectgttaacttgtcatac
gttgttacatatttaatgagttaactggtgc

gap9_f1
seq_f110
seq_f111
seq_f112
gap9_f2
seq_f113
seq_f114
seq_f115
gap9_f3
seq_f116
seq_f117
seq_f118
seq_f119
seq_f120
seq_f121
seq_f122
gap9_f5
seq_f123
seq_f124
seq_f125
gap9_f6
seq_f126
seq_f127
seq_f128
gap9_f7
seq_f129
seq_f130
seq_f131
gap9_f8
seq_f132
seq_f133
seq_f134
gap9_f9
seq_f135
seq_f136
seq_f137
seq_f138
gap9_f10
seq_f139
seq_f140
seq_f141
gap9_f11
seq_f142
seq_f143
seq_f144
gap9_f12vs2
seq_f145
seq_f146
seq_f147
seq_f148
seq_r2
seq_r3
seq_r7
seq_r8

aggtaaaattcaaggcattacatgtct
cctgaaaataacaaaactgcatgccagaac
cctgtattctgattggcctagaagg
tactgggcttatggatgggagacttag
ggagataatatgttatatgagcttggca
gatgagattttcagattggcccacttag
gcatatcactagatgttgaaggcattgg
gtttgtgtagcttctgattggatc
gctatttgaccacgattaaaaatgccag
cttttgattttaaccatgaggtgactc
cagaaatttggtacacagaattgaaacc
cacctgatcagccatttaaattgattatatctg
cactgcagtgtaaatataaaagaaggac
gtggacacttgaaatcacagatagtactg
cagaaagctgtatagttccatgagctg
tgggctttcatcccattggatggtg
tcatgcagtaatgtcacagaatcct
gtcccatgttcttgttccacatccag
agctcattggtgccaaaagtttcag
ggtttaattgactaacagttacccatg
acctaaatgatccactcgtga
ctccaatagtacaggaaatcttgcaagtc
gaaaactgttcatcatgtcactgttctacc
ccaggtggattttcatatttgactg
gtggtgcaactgtagctcac
ccttcatgcagtattatcactgtcag
ctgatgtaaatagatggaacccactcag
ctcaggtattatctttatagcagtgtg
tcaagctggttgcataaatctg
ctcaacgccagcccatgaaagcag
gctctctcttectgtcatgtaagtcatg
atggtagtctaagttccccaagg
ttaccaatgcagcctacatatcttg
ccctaggcacatagattttgttaagtgg
cagtagaacttccatgccttcgttg
tttgagttctacctaccaccaacgtg
actcatttagtaattaactctagaatcagc
ctaattatggatgcttaggttgtttgc
cagactcagaattaaagtaacttcctg
ctaattctttaagtgtctggctgagatcc
ccaacaactcctatttctaaatcatcattge
agggactgtggtactgctga
tgttaccatatgaaccagaaattcctc
aatagatgaagtaagagacccttcc
ggtatgaaaagatatttgatgtaaggag
atcattgtcagtgtgtcacatgggtag
cattccaaccagtcagtagtatataagtg
ggtaacatctttttgtgaagatccag
gcctttcaatccatgaatatggtatg
atagcagtagtgagtgtagacatgcttg
ccatatttcgttcagtaagaacaaatag
agatacatagcttggagtggaattac
gtcctgetgggaggtgtttg
gagattaataatgagatcatgacttttc
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Anhang

seq_f66
seq_f67
pr11_fvs2
seq_f68
seq_f69
seq_f70
seq_f71
pr_12fvs2
seq_f72
seq_f73
seq_f74
seq_f75
pr13_f
seq_f76
seq_f77
seq_f78
seq_f79
pr14_fvs2
seq_f80
seq_f81
seq_f82
seq_f83
pr15_f
seq_f84
seq_f85
seq_f86

gggtgatgtaaaactatgaatatgtgctgg
tgacacagttccaaaagttgctg
tgagtttaggtaatgtttagaggaatga
caaaccttgaaagatgtttggtaggag
gtcccaggatcagcegctatcttg
agtatctcattcatagtaccttgccg
atggggttacaatcttcccagacg
tgttaactttgtggcaggcactg
agaaaaggcctgggaaagattaggag
ccggcaagtagtttagtaagaaatatgg
cagttacatgaaggtattctggcatagce
tagggatgctcagctggagatctac
caatgtggacagatgatttgct
gattaatagtctccaaacccattcagg
ctgagaaatctatttctaagtacaatgc
cctcataaactttctaaggatttagcacaacc
ctctttaacagatggacttatctctcaagg
aataccaatggcttattatctgctctccag
atgccaaaatatgtttacagatgagtgc
catgatcatcataatagacacagaaaaggc
cagctaacaagggaagtgaaggac
ctcaagatggattaaggcttaaatgtg
ggttcagaccctctecttga
gaggcacaatctaacctgtgaataccag
caacaacagtgcatctacttaacgag

gatgagtaaatatcattactaaagtggacagtg

gap5_r1
gap5_r2
seq_r81
seq_r82
seq-pr16_fr
seq_r88
seq_r97
seq_r98
seq_r108
pr19-r
gap2_f1vs3rev
seq_r14
seq_r8vs2
gap5_r2vs2
seq_r109
seq_r14vs2
seq_r37
seq_r38
seq_r43
seq_r44
gap6_firev
seq_r60
seq_ré7
pr11_fvs2rev
gap7_frev
seq_r93

agacaaagatgcccacattcatca
gttaaatccttgaagtactagataaagaatc
ctttctatccatgagcatggaatgtttttc
ctecttgtgtccatgtgttgtcattg
ttcaccaacgacatttcaagt
ttggatgatgcttcagacatga
taagcttcttgatgtgctgctgga
ctgttattggtgtataagaatgcttgtga
gaggcctttttttccaacaca
gcagcatgatcacagcctta
ctggtgtttttgttaacgttgctga
gaacctccttggttcaagtgatcc
gaaatcgacatatgttaactatttgaaaggg
gcaatggatcctaacaaaagttaaatccttg
caagtgtaaatatttgagtctgatgaaagc
ctgagacggagtctcgctctg
gctetgtcgecccaggetggag
gatataaatcaatctgcattgagaaaaacgc
catcgcttaattattgcatgcgcaatgg
gcttgttttttccccataaaacttaacg
tgcaacctccacctcectggttc
tccatccggaaatcattgtgtcte
caccctaagtgacccagctc
tcctaattcccccaagactag
caatgagcgaggttccgtggacgtag
cgtacagatggggttttggtggaatg
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Unbeschriebene genetische Varianten aus dem Bereich 50 kb strangauf- und
abwarts der Position des SNPs rs12479448

Genomposition

Genomposition

No. [Build 36.3] Austausch No. [Build 36.3] Austausch
1 35030205 T>A 190 35079904 A>C
2 35030249 T>A 191 35079958 G>A
3 35030256 T>C 192 35080027 T>G
4 35030263 T>C 193 35080231 C>insT
5 35030280 T>C 194 35080246 G>A
6 35030379 T>A 195 35081290 G>A
7 35030808 A>G 196 35081667 C>T
8 35031665 A>T 197 35082430 G>A
9 35031993 A>G 198 35082446 T>G

10 35032008 A>G 199 35082459 C>A
11 35032090 C>T 200 35082484 T>A
12 35032999 T>C 201 35082544 T>A
13 35033191 T>A 202 35082554 T>A
14 35033314 G>A 203 35082936 T>delT
15 35033345 T>A 204 35083106 G>A
16 35033381 T>A 205 35083257 T>C
17 35033611 A>G 206 35083631 A>delA
18 35033945 T>C 207 35083763 A>delA
19 35033964 C>T 208 35084227 A>C
20 35034222 A>C 209 35084752 A>delA



Anhang

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

35034804
35035929
35035983
35036059
35036067
35036172
35036192
35036458
35036465
35036486
35036488
35036490
35036497
35036518
35036732
35037290
35037488
35037655
35037831
35038123
35038372
35038506
35038545
35038726
35038868
35038982
35039266
35039487
35039692
35039758
35040199
35040323
35040324
35040616
35040617
35040777
35040809
35041588
35041717
35041926
35042241
35042269
35042271
35042497
35042559
35042602
35043135
35043597
35043801
35043843
35043844
35043848
35043877
35044247

T>delTAT
T>G
A>G
G>A
T>G
T>G

A<delA
A>T
C>T
G>A
G>A
G>T
T>C
T>C

T>insT
T>C
C>T
G>A
G>A

A>insG
C>A
G>C
T>G
C>T
A>C
G>A

T>ins15xA
C>A
T>C
C>T
G>A
A>T
A>T
C>G
C>G
C>T
C>T
C>T

T>insT
A>insT
G>A
C>insAG
G>C
G>C
A>GATA
T>insAGAT
A>T
C>T
C>A
G>A
A>G
C>A
T>A
C>T

210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263

35084838
35085128
35085475
35085565
35085710
35085842
35086254
35086505
35086742
35087251
35087384
35087430
35087523
35087555
35087557
35087573
35087787
35088341
35089235
35089242
35089244
35090406
35090502
35090854
35091019
35091226
35091276
35091291
35091369
35091439
35091474
35091599
35091877
35092033
35092071
35092258
35092262
35092297
35092323
35092561
35092586
35092629
35092655
35092679
35092882
35092943
35092945
35092963
35092973
35093010
35093049
35093086
35093235
35093236

G>T
A>G
T>C
T>C
C>T
A>delA
A>G
C>T
A>C
T>A
G>A
A>C
A>G
A>G
A>G
T>A
A>T
T>insT
G>C
T>A
G>T
A>insA
T>C
C>T
C>T
A>G
A>G
G>A
G>C
T>C
C>T
G>A
T>A
T>C
A>insA
A>T
A>T
A>G
C>T
T>C
T>C
C>T
C>T
A>G
G>T
C>A
A>G
T>C
C>A
A>C
A>insA
A>T
G>T
C>insC
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Anhang

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

35044865
35045405
35045795
35046285
35046492
35046735
35046979
35047087
35047165
35047719
35047993
35048022
35048534
35048584
35048774
35048897
35049920
35050049
35050060
35051252
35051871
35052012
35052307
35052508
35052713
35053305
35053520
35053542
35053623
35053658
35053732
35054771
35054930
35055965
35056817
35056907
35057648
35058111
35058554
35058740
35059811
35060071
35060223
35060380
35060462
35060736
35061410
35061437
35061467
35061706
35061903
35061930
35062369
35062851

C>T
T>C
A>insA
T>C
T>C
C>G
C>T
C>G
G>insTAGAG
T>G
C>delAG
G>C
G>A
T>C
C>A
T>C
C>T
C>T
A>insA
A>G
T>G
A>G
A>G
C>T
T>G
T>C
G>A
C>T
G>C
G>T
G>A
G>A
C>G
C>A
C>T
G>A
T>C
T>C
T>C
A>delATCA
G>A
A>G
C>A
A>T
C>T
G>C
A>G
A>G
T>A
T<delT
T>A
T>C
T>delT
T>C

264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317

35093331
35093721
35093886
35093949
35094247
35094339
35094553
35095835
35095870
35095994
35095997
35096056
35096058
35096076
35096137
35096241
35096258
35096289
35096572
35096573
35096601
35096753
35096805
35096820
35097005
35097097
35097103
35097118
35097266
35097337
35097423
35097504
35097761
35098680
35098784
35098837
35098992
35099679
35099808
35099840
35099907
35099909
35099934
35099948
35100001
35100539
35100637
35100951
35101330
35101925
35102127
35102833
35104290
35104825

C>G
C>G
A>C
A>T
T>C
C>G
A>C
T>G
T>C
T>A
T>C
A>C
A>C
C>T
C>A
G>A
C>G
C>T
A>G
T>C
G>A
T>A
G>insG
T>A
G>T
T<A
T>A
A>G
T>C
A>G
G>T
T>C
G>A
G>T
A>C
A>G
C>T
T>A
C>T
T>G
T>C
C>G
G>A
T>C
C>A
G>A
G>delG
C>G
A>T
C>A
G>insG
A>T
A>C
C>T
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Anhang

129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

35062904
35062955
35063732
35063773
35064115
35064134
35066470
35066582
35066709
35067414
35067565
35068188
35068547
35069005
35069222
35069292
35069344
35069399
35069434
35070363
35070545
35070557
35070941
35071109
35071136
35071148
35071248
35071326
35071331
35071470
35071665
35071734
35072471
35072709
35073040
35074312
35074356
35074801
35075213
35075340
35075411
35075923
35075939
35075972
35075973
35075974
35075977
35075986
35075991
35076003
35076007
35076008
35077143
35077699

T>A
G>delG
T>delT
T>delT

G>A

A>G

C>T
A>delA
A>delA

C>T

A>T

C>T

A>G

C>G

A>C

G>A

C>G

A>C

G>A
A>delA

G>A

G>C

A>G

C<A

T>G

A>G

T>C

G>C

C>T

G>A

G>A(del?)

G>T

C>T

C>A
T>insT

TT>delTT

A>C
A>InsA

T>A

C>T

T>insATTTT
T>delTCCC
C>insT/C/CTCCC/A

T>C

T>C

C>T

C>T

C>T

T>C

C>T

T>C

C>T
C>insC

G>A

318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

35105599
35106111
35106579
35106818
35107082
35107347
35108657
35108950
35109558
35110859
35111496
35111665
35111669
35111676
35111824
35112187
35112444
35112451
35112509
35112601
35113790
35114654
35115127
35115590
35115908
35116010
35116194
35116255
35116282
35116464
35117736
35117878
35118019
35119164
35119366
35119395
35120244
35120336
35120617
35120891
35121071
35121606
35121710
35121786
35121823
35121849
35122628
35123190
35123669
35123769
35125066
35126527
35126739
35126885

A>G
A>G
G>A
C>T
A>insA
A>C
C>delCT
T>insA
A>ins/delA
C>A
T>C
A>G
G>A
C>A
T>G
T>A
G>A
T>G
G>T
A>T
C>G
G>T
A>G
C>T
A>G
A>insA
G>C
G>C
A>insA
A>G
A>delA
G>C
G>T
A>G
T>G
G>T
T>insTTAT
A>G
A>T
G>delG
A>G
T>A
G<A
A>G
G>A
A>insA
C>G
T>C
C>T
A>C
G>C
T>C
A>C
A>G
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Anhang 94
183 35077896 T>C 372 35126892 G>delG
184 35077964 A>G 373 35127468 A>G
185 35078787 C>T 374 35127806 C>T
186 35078890 A>G 375 35128055 G>C
187 35079271 A>G 376 35128443 T>delTTG
188 35079698 A>G 377 35128964 A>C
189 35079879 C>T 378 35129285 G>A
190 35079904 A>C 379 35129352 A>G
191 35079958 G>A 380 35129814 G>A
Ins: Insertion; del, Deletion
Genomische Positionen der Transkripte
DA227815
. Gehirn Gehirn annotler’Fes
Arterie Isof. ] Isof 5 Transkript
soform rm
o] sofo [NCBI]
Exon 1 34878421-34878470
Intron 1 34878471-34909933
Exon 2 34909950-34910063 34909996-34910063 34909934-34910063
Intron 2 34910064-35237653 34910064-35237653 34910064-35237653
Exon 3 35237654-35237725 35237654-35237725 2-35237725 35237654-35237725
Intron 3 35237726-35238116 35237726-35241345 35237726-35238116 35237726-35238116
Exon 4 35238117-35238198 35241346-35241409 35238117-35238198 35238117-35238198
Intron 4 35238199-35241345 35241410-35241500 35238199-35241345 35238199-35241345
Exon 5 35241346-35241409 35241501-? 35241346-35241409 35241346-35241409
Intron 6 35241410-35241500 35241410-35253098 35241410-35241500
Exon 6 35241501-35241627 35253099-35253450 35241501-35241682
Intron 6 35241628-35242368
Exon 7 35242369-35242400-
NCBI Genome Build 36.3
AA861168
Arterie Arterie annotler’.res
Isof ] Isof 5 Hoden Transkript
soform soform
° [NCBI]
Exon 1 35073478-35074232 35072919-35074232 ?-35074188 35073840-35074195

NCBI Genome Build 36.3



Anhang 95
Al218168/AW665463/BX091678
Arterie/ . . annotierf[es
Vene Haut Arterie Beinvene Transkript
[INCBI]
Exon 1 35076774-35077597 | 35146971 -35146879
Intron 1 35146878-35142666
Exon 2 35085840-35085620 35142667-35142492
Intron 2 35085619-35078763 35142491-35078582
Exon 3 35078764-35078527  35085840-35085620 35078582-35078527
Intron 3 35078526-35077592  35085619-35077592 35078526-35077592
Exon 4 35077593-35077532  35077593-35077532 35077593-35077532
Intron 4 35077531-35077074  35077531-35077074  35142387-35143395 35077531-35077074
Exon 5 35077075-? 35077075-? 35077075-35076841

NCBI Genome Build 36.3

PCR-Bedingungen zur Amplifikation der 5’-RACE-Produkte der Transkripte

ing- Extentions- Extentions-
Oligonukleotide Annealing xtentions xten '|ons Zyklen Verdinnung
Temperatur Temperatur zeit
Al218168, Exon 1, Beinvene
Al2181.2_E1o_rev
1. PCR 54°C 72°C 2 min 25 unverdunnt
CFB_for
AI218168 revil )
2. PCR ) 54°C 68°C 2 min 30 1:500
CapFinderB
3. pcr | Al218168.1l_rev 58°C 68°C 1,5 min 30 1:500
CapFinderB
AAB861168, Arterie, Isoform 1
oligo(dT)anchor o o . .
1. PCR Hs.542102_CapR1 60°C 72°C 2 min 20 unverdinnt
anchor-Primer ° o : .
2. PCR Hs.542102_CapR2 60°C 72°C 2 min 30 1:30
AAB861168, Arterie, Isoform 2
oligo(dT)anchor o o . .
1. PCR Hs.542102 rev 55°C 72°C 2 min 20 unverdunnt
2 PCR | Hs.542102ri3 54°C 72°C 2 min 30 1:30
anchor-Primer
DA227815, Exon 6, Arterie und Gehirn
DA227815E603 rev
1. PCR 58°C 72 °C 2 min 20 unverdinnt
CFB_for
DA227815E6_RNAf
2. PCR ° 72°C 2 min 30 1:200

CapFinderB
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PCR-Bedingungen zur Amplifikation der 3’-RACE-Produkte der Transkripte

Annealing- Extentions- Extentions-

Oligonukleotide Zyklen Verdlinnung

Temperatur Temperatur zeit
Al218168, Exon 1, Beinvene
1.pcr | AN218168.11 for 60°C 72°C 2 min 20 unverdiinnt
Oligo(dT)
Al218168.2I fi
2. PCR 8168.2_for 62°C 72°C 2 min 30  unverdinnt
OdT-T7 11
AA861168, Hoden
1.pcr | Ms->42102 for 55°C 72°C 1,5 min 40  unverdinnt
Oligo(dT)
2.pcR | HS:242102 for-2 o 72°C 2min 40 unverdinnt
OdT-T7 11
DA227815, Exon 6, Beinvene
1. PCR DA2278_15_EX2'1F 58°C 72°C 2 min 20 unverdunnt
Oligo(dt)
DA227815E3f
2. PCR 60°C 72°C 2 min 30 1:200
Hs.542102_for-2
DA227815, Exon 6, Arterie
1. PCR DA22?815E6_f0r 58°C 72°C 2 min 20 unverdunnt
Oligo(dT)
DA227815E6 RNA
2. PCR - r 58°C 72°C 2 min 30 1:100
OdT-T7 11
DA227815, Exon 2, Arterie
1. PCR DA2_27815E3f 50°C 72°C 2 min 20 Unverdinnt
Oligo(dT)
DA227815E4f
2. PCR 58°C 72°C 2 min 30 1:500
OdT-T7 11
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Amplifikationsprodukte der 5’- und 3’-RACE

1000 bp
500 bp

3’-RACE von Al218168/AW665463/BX091678

Amplifikationsprodukte von Al218168 und AW6653 aus dem 1. Exon aus arterieller cDNA aus einer
PCR mit (/lane 1) und ohne Q-Solution (/lane 2) aus einer 1. RACE-PCR mit Q-Solution. Ohne Q-
Solution-Zusatz konnten zwei, etwa 500 und 600 bp lange, Fragmente amplifiziert werden. Uber
Klonierung und DNA-Sequenzierung wurde das groRere Fragment als gespleillte Isoform des
Transkripts identifiziert. Lane 3, Leerwert

—~ AN WO O

1000 bp
500 bp

3’-RACE von AlI218168/AW665463/BX091678

Amplifikationsprodukte einer 3’-RACE von AI218168/AW665463/BX091678 bei einder
Annealingtemperatur von 58°C aus dem ersten Exon aus vendser (lane 2 und 5) und arterieller cDNA
(lane 1 und 4). Die PCR wurde mit Q-Solution angesetzt (lane 1-6). Ausgangsprodukt war eine 1.
RACE-PCR mit (lane 1-3) und ohne (4-6) Solution Q. Lane 3 und 6, Leerwert
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1000 bp

500 bp

54°C —ilill] 60°C

5’- RACE von AA861169

A) Cap 274 bp vor dem 5-Ende des annotierten Transkripts. Lane 1, 5’RACE aus arterieller cDNA;
lane 2, Leerwert. B) Cap 833 bp vor dem 5’-Ende des annotierten Transkripts. Lane 1 — 4, 5-RACE
aus arterieller cDNA bei einem Temperaturgradienten von 54 — 60°C (je 2°C Temperaturdifferenz pro
lane); lane 5, Leerwert.

- N OO < 10 O M~

1000 bp

500 bp

50°C —eeililill] 60°C

3’'RACE von AA861169
3’-Ende aus arterieller cDNA. Lane 1-6, 3'-RACE bei einem Temperaturgradienten von 54 — 60°C (je
2°C Temperaturdifferenz pro lane); lane 7, Leerwert.
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T ANOM T W0 O~

1000 bp
500 bp

3’-RACE-Produkt von DA227815

3’-RACE-PCR aus arterieller und vendser cDNA. Nur fir Arterie konnte unter diesen PCR-
Bedingungen (ohne Solution Q) unter vorheriger Amplifikation ohne Solution Q eine starke Bande
detektiert werden, die Uber Sequenzierung bestatigt worden ist. Bei den schwacheren Banden der
anderen Reihen handelt es sich um unspezifische Nebenprodukte. (7) Leerwert.

1000 bp
500 bp

3’-RACE von DA227815 aus zerebraler cDNA

3’-Ende des Gehirn-Transkripts von Brain mit zwei GSP generiert. Bei der unteren Bande handelte es
sich um das gesuchte Transkript, welches durch Sequenzierung bestatigt wurde. (1) Hirn-cDNA aus
pre-PCR mit Solution Q, (2) Hirn-cDNA aus pre-nested-PCR ohne Solution Q, (3) Leerwert.

- AN M < 0

1000 bp
500 bp

5’- und 3’-RACE von DA227815 aus zerebraler cDNA
B) 5-RACE aus Arterie (1 und 3) und Gehirn (2 und 4) mit und ohne Solution S. (Primer 193-
CapFinder).
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PCR-Bedingungen fur die Genotypisierung genetischer Varianten

Annealing- MgCle- Puffer / Verhaltnis
Temperatur [°C] Konzentration Solution S for:rev
[mM]
Puffer BD
rs6543892 55 3 . 1:5
Solution S
Puffer B
rs12476596 58 3 ) 1:5
Solution S
Puffer B
rs34996117 58 3 . 5:1
Solution S
RNA
Gewebe Firma Geschlecht Alter des Donors Gewebetyp Art
des Donors [Jahre]
Arterie Biochain S 44 gesund ;J'Elapl\
Gehirn BioChain 7S 23 gesund ;m'\
Leber Biochain ) 64 gesund ;J'Elapl\
Lunge BioChain ) 26 gesund ;J'Elapl\
Vene BioChain ) 24 gesund ;J'Elapl\
selbst isoliert, unbekannt, mehrere total
Beinvene Asklepg;solfgnik St. Donc;ren unbekannt unbekannt RNA
Pulmonares selbst isoliert aus 2 63 q total
mikrovaskuléres Endothel HPMEC-Zelllinie gesun RNA
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cDNA
Alter des
. Geschlecht des D
Gewebe Firma Donors onors Gewebetyp Synthese
[Jahre]
Arterie | Biochain ) 68 gesund oligo(dT) Primer
. selbst synthetisiert, . .
Arterie Il RNA von Biochain S 44 gesund oligo(dT) Primer
. . . oligo(dT) + random
Dickdarm PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
. . oligo(dT) + random
Fettgewebe PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
. . . oligo(dT) + random
Gehirn | PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
. selbst synthetisiert, . .
Gehirn Il RNA von Biochain S 23 gesund oligo(dT) Primer
Haut BioChai S 24 g oligo(dT)
n
au ioChain o 60 gesu Primer
. . oligo(dT) + random
Herz PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
. . oligo(dT) + random
Hoden PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
Leber Biochain S 64 gesund oligo(dT) Primer
selbst synthesiert, . .
Leber Il RNA von Biochain ) 64 gesund oligo(dT) Primer
. . oligo(dT) + random
Lunge | PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
selbst synthesiert, . .
Lunge Il RNA von Biochain S 26 gesund oligo(dT) Primer
Milz PrimerDesign k. A. k. A. gesund oligo(d?) + random
rimer
. . . oligo(dT) + random
Niere PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
A . . oligo(dT) + random
Schilddriise PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
Skelettmuskel PrimerDesign k. A. k. A. gesund ollgo(dg)‘ * random
rimer
Periphere . . ¥ 63 . )
Blutleukozyten Biochain 2 53 gesund oligo(dT) Primer
. . oligo(dT) + random
Plazenta PrimerDesign k. A. k. A. gesund Primer
. ¥ 78 , _
Vene | Biochain 2 o4 gesund oligo(dT) Primer
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EST-Sequenzen

Ein putatives Startcodon (ATQG) ist fett markiert. Quelle: UCSC Genome Browser

Al218168
TTTAAAGATACTGTCTCAACATTTATTTTTTCTTTCAGTATGGATTGAACAGATAGTGTT

AACTTTGTGGCAGGCACTGTACTTACATGATTACATGGGTTTCTTTCTATGCTCTCAATT
CTTCAGGTTTTTAAAATTTTTTCCTCTCAAAAGGAAATCAGCCTCCTTGTTGTTAATTTT
TTATGTAGTCATGTTTTCCTTCATTGTGATGCTTACATTGATATTGACTAGGCCTCAAGA
ACAATCTTCTCGTTCTTCACTGTTGGACCCAGGCCTGGCCTGGTAACGTTTTTCTCTCTT
GCTTAGTCCAAGTTATTTCAGTTACCTTGAAGTATTTCTGCATAGCAATAAAA

AWG665463

TTTTTTTTTTACTGTCTCAACATTTATTTTTTCTTTCAGTATGGATTGAACAGATAGTGT
TAACTTTGTGGCAGGCACTGTACTTACATGATTACATGGGTTTCTTTCTATGCTCTCAAT
TCTTCAGGTTTTCAAAATTTTTTCCTCTCAAAAGGAAATCAGCCTCCTTGTTGTTAATTT
TTTATGTAGTCATGTTTTCCTTCATTGTGATGCTTACATTGATATTGACTAGGCCTCAAG
AACAATCTTCTCGTTCTTCACTGTTGGACCCAGGCCTGGCCTGTTAACGTTTTTCTCTCT
TGCTTAGTCCAAGTTACTTCAGTTACATGAAGGTATTCTGGCATAGCAATAAAACAACCG
GAAAGTCCTTTGAGTGTGTTTGAAGTAGACATTTTTCAATACAGTTTCTAATATAAATCT
ACTGTTTTCTTCTCACGGAGGTGTGAAGGTGTGCAGAGTACCAATAAAGACTTCATAAAC
TCGTAAGCACTGTGTGAAGAGTG

BX901678

TTTTTTTGTGCCATTTTTATTTTTTTTTGTGCCATCCAGTTTTTTATTGTGCCATCCAGT
TCAACCTACAAGCCCATGGATGGTACCTACAGCTTTGGCAAGAACCCCCACTTTACTTCC
ATACAGATTTGAAACCAGACATAGCTCTTTCACACTAATGTTGGATCCATGTCAAATACA
TAGAGGACTACGAAGNTCAATGAAATGTATTCTTGCCCAGGCTCATCTCGAAATCCTGGG
CTCAAACAAAAATTAGCTGGATGTGCTGGTTGAAACATTCTGTTCTTGAACAGAGGAAAA
ACACTCTTCACACAGTGCTTACGAGTTTCTGNAGTCTTTATTGGTACTCTGCACACCTTC
ACACCTCCGTGAGAAGAAAACAGTA

AA861169

TTTTGTTTGAACTACTTGCCATTGATATTTATTCACCACAGAGGAAAATAACAACTACTT
TTAGAAATATACATACAGAATTAAATTCACTGAATTTTTCATTGGAACATAATTCTAAAT
GCAGTTCCATGTTGCTTATCTAGCAAAACCATAGGCTCAAATGTTTAAAAATACTTTGAT
GGACAGCAACTTTTGGAACTGTGTCAGGGACAGAATTTAGACAGAGATTGGCTTTTACAG
AATGCTTAAACCAGTTATTTTCAGACTTTTTGGCAATGACCCACAGTAGAACGCATTTGA
TTTTACAACTCAGTATAGGCAAAACTTTAAACACATATACAAATATATAATATAGAC

DA227815

ACATAACTGCTTTCCTCCTGAAATACCACCTTGTAAAGATAGAGAAAATGTTGCACAGAT
TTCTCTGTGTCATGCAGCTGCTATGGGGGGATGGAGGAGGAGTGGCATTGGCAATTCAAG
ACTGCCTTTCCTACCCTTTTCAGTGCCTCTTTCAGTGATACGAAGCTAAAACCAGATACT
GCTTTCATAGTACTTTTCTGACCACGGTTTTCTGGAGTTTTTTCGTATGGAGTTTGTAAG
CTTCCTGACATGGATTATAACTGTACTTGATGGAGCACAGTTATAATAGCTGCTCTAGAG
TCCTTGATAATTCCCACATCTGAGTCATCTCAAGTTATTTTTGGCAGATTTTGATGGATG
TACATTGATGGATAGCCACGTGGATCCAGAAAATAAAGACTTCTACTCTGCATTTGACTA
AAGCAGAAGATATGCAAGGAAGCTCAGTCTCTCAATTGAGTGGATCCTGAAATTTATCCT
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GTTGTCTTCAGCTACTAAGGCTAATTTGCAAATCACACTGTGCACGGGTAAGCATAAACT
GTAAGCATATATATTAATCTTCATTTTTTTAAATTGTAAT

Proteinsequenzen der Transkripte

Al218168
5'3' Offener Leserahmen 1

FKDTVSTFIFSFSMetDStopTDSVNFVAGTVLTStopLHGFLSMetLSILQVF
KIFSSQKEISLLVVNFLCSHVFLHCDAYIDIDStopASRTIFSFFTVGPRP
GLVTFFSLAStopSKLFQLP StopSI|S A Stop Q Stop

5'3' Offener Leserahmen 2
LKILSQHLFFLSVWIEQIVLTLWQALYLHDYMetGFFLCSQFFRFLKFFP

LKRKSASLLLIFYVVMetFSFIVMetLTLILTRPQEQSSRSSLLDPGLAW
StopRFSLLLSPSYFSYLEVFLHSNK

5'3' Offener Leserahmen 3
StopRYCLNIYFFFQYGLNRStopCStopLCGRHCTYMetl TWVSFYALNSSGF

StopNFFLSKGNQPPCCStopFFMetStopSCFPSLStopCLHStopY StopLGLKNN
LLVLHCWTQAWPGNVFLSCLVQVISVTLKYFCIAIK

3'5' Offener Leserahmen 1
FYCYAEILQGNStopNNLDStopAREKNVTRPGLGPTVKNEKIVLEAStopSI

S Met Stop ASQStopRKTStopLHKKLTTRRLISFStopEEKILKTStopRIESIERN
PCNHVSTVPATKLTLSVQSILKEKINVETVSL

3'5' Offener Leserahmen 2
FIAMetQKYFKVTEITWTKQERKTLPGQAWVQQStopRTRRLFLRPSQYQ

CKHHNEGKHDYIKNStopQQGGStopFPFERKKFStopKPEELRAStopKETHYV
IMetStopVQCLPQSStopHYLFNPY Stop KKK Stop MetLRQ Y L Stop

3'5' Offener Leserahmen 3
LLLCRNTSRStopLKStopLGLSKREKRYQARPGSNSEEREDCSStopGLVNI

NVSITMetKENMetTTStopKINNKEADFLLRGKNFKNLKN Stop EHR KK P Met
StopSCKYSACHKVNTICSIHTERKNKCStopDSIFK

AW665463
5'3' Offener Leserahmen 1

FFFYCLNIYFFFQYGLNRStopCStopLCGRHCTYMetI TWVSFYALNSSGF
QNFFLSKGNQPPCCStopFFMetStopSCFPSLStopCLHStopY StopLGLKNNLL
VLHCWTQAWPVNVFLSCLVQVTSVTStopRYSGIAIKQPESPLSVFEVDI
FQYSFStopYKSTVFFSRRCEGVQSTNKDFINSStopALCEE
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5'3' Offener Leserahmen 2

FFFTVSTFIFSFSMetDStop TDSVNFVAGTVLTStopLHGFLSMetLSILQVF
KIFSSQKEISLLVVNFLCSHVFLHCDAYIDIDStopASRTIFSFFTVGPRP
GLLTFFSLAStopSKLLQLHEGILAStopQStopNNRKVLStopVCLKStopTFFNT
VSNINLLFSSHGGVKVCRVPIKTSStopTRKHCVKS

5'3' Offener Leserahmen 3

FFLLSQHLFFLSVWIEQIVLTLWQALYLHDYMetGFFLCSQFFRFSKFFP
LKRKSASLLLIFYVVMetFSFIVMetLTLILTRPQEQSSRSSLLDPGLAC
StopRFSLLLSPSYFSYMetKVFWHSNKTTGKSFECVStopSRHFSIQFLI
Stop [ YCFLLTEVStopRCAEYQStopRLHKLV STV StopRV

3'5' Offener Leserahmen 1

HSSHSAYEFMetKSLLVLCTPSHLREKKTVDLYStopKLY StopKMetSTSNT
LKGLSGCFIAMetPEYLHVTEVTWTKQERKTLTGQAWVQQStopRTRRLF
LRPSQYQCKHHNEGKHDYIKNStopQQGGStopFPFERKKFStopKPEELRA
StopKETHVIMetStopVQCLPQSStopHYLFNPY Stop KKK Stop Met L R Q Stop KK

3'5' Offener Leserahmen 2

TLHTVLTSLStopSLYWYSAHLHTSVRRKQStoplYIRNCIEKCLLQTHSKD
FPVVLLLCQNTFMetStopLKStopLGLSKREKRStopQARPGSNSEEREDCS
StopGLVNINVSITMetKENMet TTStop KINNKEADFLLRGKNFENLKN Stop E
HRKKPMetStopSCKYSACHKVNTICSIHTERKNKC StopD S KKK

3'5' Offener Leserahmen 3

LFTQCLRVYEVFIGTLHTFTPPStopEENSRFILETVLKNVYFKHTQRTFR
LFYCYARIPSCNStopSNLDStopAREKNVNRPGLGPTVKNEKIVLEAStopS
I S Met Stop ASQStopRKTStopLHKKLTTRRLISFStopEEKILKTStopRIESIERN
PCNHVSTVPATKLTLSVQSILKEKINVETVKKK

BX091678
5'3' Offener Leserahmen 1

FFCAIFIFFCAIQFFIVPSSSTYKPMetDGTYSFGKNPHFTSIQIStopNQT
StopLFHTNVGSMetSNTStopRTTKXNEMetYSCPGSSRNPGLKQKLAGCA
GStopNILFLNRGKTLFTQCLRVSXVFIGTLHTFTPPStopEENS

5'3' Offener Leserahmen 2

FFVPFLFFFVPSSFLLCHPVQPTSPWMetVPTALARTPTLLPYRFETRH
SSFTLMetLDPCQIHRGLRXSMetKCILAQAHLEILGSNKNStopLDVLVETF
CSStopTEEKHSSHSAYEFLXSLLVLCTPSHLREKKTYV

5'3' Offener Leserahmen 3

FLCHFYFFLCHPVFYCAIQFNLQAHGWYLQLWQEPPLYFHTDLKPDIA
LSHStopCWIHVKYIEDYEXQStopNVFLPRLISKSWAQTKISWMetCWLKH
SVLEQRKNTLHTVLTSFXSLYWYSAHLHTSVRRKAQ
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3'5' Offener Leserahmen 1

YCFLLTEVStopRCAEYQStopRXQKLVSTVStopRVFFLCSRTECFNQHIQL
IFVStop AQDFEMetSLGKNTFHStopXSStopSSMetYLTWIQHStop CERAMetS
GFKSVWKStopSGGSCQSCRYHPWACRLNWMetAQStop KTGWHKKK Stop
KWHKK

3'5' Offener Leserahmen 2

TVFFSRRCEGVQSTNKDXRNSStopALCEECFSSVQEQNVSTSTSS Stop
FLFEPRISRStopAWARIHFIXLRSPLCIStopHGSNISVKELCLVSNLYGSK
VGVLAKAVGTIHGLVGStopTGWHNKKLDGTKKNKNGTKK

3'5' Offener Leserahmen 3

LFSSHGGVKVCRVPIKTXETRKHCVKSVFPLFKNRMetFQPAHPANFCL
SPGFRDEPGQEYISLXFVVLYVFDMetDPTLV StopKSYVWFQICMetEVK
WGFLPKLStopVPSMetGLStopVELDGTIKNWMetAQKKIKMetAQK

Al/JAW/BX
5'3' Offener Leserahmen 1

KDTVSTFIFSFSMetDStop TDSVTLWQALYLHDYMetGFFLCSQFFRFLKF
FPLKRKSASLLLIFYVVMetFSFIVMetLTLILTRPQEQSSRSSLLDPGLAC
StopRFSLLLSPSYFSYMetKVFWHSNKTTGKSFECVStopSRHFSIQFLI
Stop|l YCFLLTEVStopRCAEYQStopRLQKLVSTVStopRVFFLCSRTECFN

5'3' Offener Leserahmen 2

KILSQHLFFLSVWIEQIVStopLCGRHCTYMetl TWVSFYALNSSGFStopNF
FLSKGNQPPCCStopFFMetStopSCFPSLStopCLHStopY StopLGLKNNLLVLH
CWTQAWPVNVFLSCLVQVISVTStopRYSGIAIKQPESPLSVFEVDIFQY
SFStopYKSTVFFSRRCEGVQSTNKDFRNSStopALCEECFSSVQEQNVS

5'3' Offener Leserahmen 3

RYCLNIYFFFQYGLNRStopCNFVAGTVLTStopLHGFLSMetLSILQVFKIF
SSQKEISLLVVNFLCSHVFLHCDAYIDIDStopASRTIFSFFTVGPRPGLL
TFFSLAStopSKLFQLHEGILAStopQStopNNRKVLStopVCLKStopTFFNTVS
NINLLFSSHGGVKVCRVPIKTSETRKHCVKSVFPLFKNRMetFQ

3'5' Offener Leserahmen 1

VETFCSStopTEEKHSSHSAYEFLKSLLVLCTPSHLREKKTVDLY StopKLY
StopKMet STSNTLKGLSGCFIAMetPEYLHVTEITWTKQERKTLTGQAWYV
QQStopRTRRLFLRPSQYQCKHHNEGKHDYIKNStopQQGGStopFPFERKK
FStop KPEELRAStopKETHVIMetStopVQCLPQSYTICSIHTERKNKC StopD S
IF

3'5' Offener Leserahmen 2

LKHSVLEQRKNTLHTVLTSFStopSLYWYSAHLHTSVRRKQStoplYIRNCI
EKCLLQTHSKDFPVVLLLCQNTFMetStopLKStopLGLSKREKRStopQARP
GSNSEEREDCSStopGLVNINVSITMetKENMetTTStopKINNKEADFLLRGK
NFKNLKNStopEHRKKP MetStopSCKYSACHKVTLSVQSILKEKINVETVS
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3'5' Offener Leserahmen 3

StopNILFLNRGKTLFTQCLRVSEVFIGTLHTFTPPStopEENSRFILETVLK
NVYFKHTQRTFRLFYCYARIPSCNStopNNLD StopAREKNVNRPGLGPTV
KNEKIVLEAStopSISMetStop ASQStopRKTStopLHKKLTTRRLISFStopEEKII
LKTStopRIESIERNPCNHVSTVPATKLHYLFNPY StopKKKStopMetLRQYL

AA861169
5'3' Offener Leserahmen 1

FCLNYLPLIFIHHRGKStopQLLLEIYIQNStoplHStopl FHWNIILNAVPCCL
SSKTIGSNVStopKYFDGQQLLELCQGQNLDRDWLLQNAStopTSYFQTF
WQStopPTVERIStopFYNSV Stop AKLStopTHIQIYNID

5'3' Offener Leserahmen 2

FVStopTTCHStopYLFTTEENNNYFStopKYTYRIKFTEFFIGT Stop F Stop Met Q
FHVAYLAKPStopAQMetFKNTLMetDSNFWNCVRDRIStopTEIGFYRMetLK
PVIFRLFGNDPQStopNAFDFTTQYRQNFKHIYKY IIStop

5'3' Offener Leserahmen 3

LFELLAIDIYSPQRKITTTFRNIHTELNSLNFSLEHNSKCSSMetLLIStopQ
NHRLKCLKILStopWTATFGTVSGTEFRQRLAFTECLNQLFSDFLAMetTH
SRTHLILQLSIGKTLNTYTNIStopYR

3'5' Offener Leserahmen 1

VYIIYLYMetCLKFCLYStopVVKSNAFYCGSLPKSLKITGLSILStopKPISYV
StopILSLTQFQKLLSIKVFLNIStopAYGFARStopATWNCIStopNY VP MetKN
SVNLILYVYFStopKStopLLFSSVVNKYQWQVVQTK

3'5' Offener Leserahmen 2

SILYICICVStopSFAYTELStopNQMetRSTVGHCQKYV StopKStopLV StopAFC
KSQSLSKFCPStopHSSKSCCPSKYFStopTFEPMetVLLDKQHGTAFRI Met
FQStopKIQStop | StopFCMetYISKSSCYFPLWStopININGKStopFKQ

3'5' Offener Leserahmen 3

LYYIFVYVFKVLPILSCKIKCVLLWVIAKKSENNWFKHSVKANLCLNSV
PDTVPKVAVHQSIFKHLSLWFCStoplSNMetELHLELCSNEKFSEFNSVC
IFLKVVVIFLCGEStopl SMetASSSNK

DA227815
5'3' Offener Leserahmen 1

TStopLLSSStopNTTLStopRStopRKCCTDFSVSCSCYGGMetEEEWHWQFK
TAFPTLFSASFSDTKLKPDTAFIVLFStopPRFSGVFSYGVCKLPDMetDY
NCTStopWSTVIIAALESLIIPTSESSQVIFGRFStopWMetYIDGStopPRGSR
KStopRLLLCIStopLKQKICKEAQSLNStopVDPEIYPVVFSY StopGStopFANH
TVHGStopAStopTVSIYINLHFFKL Stop
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5'3' Offener Leserahmen 2

HNCFPPEIPPCKDRENVAQISLCHAAAMetGGWRRSGIGNSRLPFLPFS
VPLSVIRSStopNQILLSStopYFSDHGFLEFFRMetEFVSFLTWIITVLDGAQ
L Stop Stop L L Stop SP Stop Stop FPHLSHLKLFLADFDGCTLMetDSHVDPENKD
FYSAFDStopSRRYARKLSLSIEWILKFILLSSATKANLQITLCTGKHKL
StopAYILIFIFLNCN

5'3' Offener Leserahmen 3

ITAFLLKYHLVKIEKMetLHRFLCVMetQLLWGDGGGVALAIQDCLSYPFQ
CLFQStopYEAKTRYCFHSTFLTTVFWSFFVWSLStopASStopHGLStopLYL
MetEHSYNSCSRVLDNSHIStopVISSYFWQILMetDVHStopWIATWIQKIKT
STLHLTKAEDMetQGSSVSQLSGSStopNLSCCLQLLRLICKSHCARVSIN
CKHIY StopSSFF Stop 1V

3'5' Offener Leserahmen 1

ITIStop KNEDStopY I CLQFMetLTRAQCDLQISLSSStopRQQDKFQDPLN
StopETELPCISSALVKCRVEVFIFWIHVAIHQCTSIKICQKStopLEMetTQ
MetWELSRTLEQLLStopLCSIKYSYNPCQEAYKLHTKKLQKTVVRKVL
Stop KQYLVLASYHStop KRH Stop K G Stop ERQ S StopIANATPPPSPHSSC Met
TQRNLCNIFSIFTRWYFRRKAV Met

3'5' Offener Leserahmen 2

LQFKKMetKINIYAYSLCLPVHSVICKLALVAEDNRINFRIHSIERLSFLA
YLLLStopSNAEStopKSLFSGSTWLSINVHPSKSAKNNLRStopLRCGNYQ
GLStopSSYYNCAPSSTVIIHVRKLTNSIRKNSRKPWSEKYYESSIWF Stop
LRITERGTEKGRKGSLELPMetPLLLHPPIAAASIopHREICATFSLSLQGG
ISGGKAQLC

3'5' Offener Leserahmen 3

YNLKKStopRLIYMetLTVYAYPCTV StopF AN StopP Stop StopLKTTG StoplSGS
TQLRDStopASLHIFCFSQMetQSRSLYFLDPRGYPSMetYIHQNLPKIT Stop
DDSDVGIIKDSRAAIITVLHQVQLStopSMetSGSLQTPYEKTPENRGQKS
TMetKAVSGFSFVSLKEALKRVGKAVLNCQCHSSSIPPStopQLHDTEKSV
QHFLYLYKVVFQEESSY
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