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1 Kurzfassung

1.1 Hintergrund

Lungenkrebs ist weltweit ein grofles Thema des Gesundheitswesens. Im Laufe ihres Lebens werden
einer von 14 Mannern und eine von 17 Frauen einen invasiven Lungen- oder Bronchialtumor ent-
wickeln.! AuRerdem (iberleben nur ein bis zwei von 5 Patienten die ersten 5 Jahre nach der Diagno-
sestellung.? Lungenkrebs kann durch das Inhalieren von Tabakrauch oder Feinstaub, aber auch
durch ionisierende Strahlung infolge der Inhalation von Radon und Radonfolgeprodukten ausgelost
werden. Ein erhohtes, durch Strahlung induziertes Lungenkrebsrisiko konnte durch mehrere Stu-
dien zur Radon-Exposition in Wohnridumen (z. B. Darby, et al., 2005 3) unter Uranbergarbeitern
(z. B. Grosche, et al., 2006 %; BEIR IV Report 1999 °) belegt werden.

Das International Lung Cancer Consortium (ILCCO), aus dem das Konsortium Transdisciplinary Re-
search in Cancer of the Lung (TRICL) hervorging, wurde 2004 mit dem Ziel gegriindet, vergleichbare
Daten von laufenden Studien zu Lungenkrebs-Erkrankung zusammen zu bringen.® Die teil-
nehmenden Studien stammen aus verschiedenen geografischen Regionen und umfassen mehrere
Ethnien. Auf der Basis aller genomischen Daten des ILCCO/TRICL war es mdoglich, die Existenz von
genomischen Risikofaktoren fiir Lungenkrebs in europdisch stammigen Populationen auf den
Chromosomen 5p15.33, 6p21-22 und 15¢25.3-10 zu identifizieren und zu verifizieren.”'* Ebenso
wurde durch das Konsortium die Untersuchung von genetischen Risikofaktoren der Tabaksucht in
Abgrenzung zur Tabakrauch als bedeutendster Risikofaktor fiir Lungenkrebs selbst méglich.>¢ In
den Jahren 2013-2016 wurde von ILCCO/TRICL eine groRangelegte Genotypisierung mit dem On-
coArray durchfiihrt.

Beginnend 1946 waren Bergbaubeschaftigte der Wismut—AG Uber lange Jahre hinweg Strahlung
durch Radon und Radonfolgeprodukte wahrend des Abbaus von Uranerz ausgesetzt. Von diesen
Personen liegen dem BfS gute Abschatzungen deren berufsbedingter Exposition gegentiber Strah-
lung vor. Beschaftigte, deren kumulierte Exposition 50 WLM Ubersteigt, werden von der dt. gesetz-
lichen Unfallversicherung (DGUV) jahrlich, Beschéaftigte mit weniger als 50 ,Working Level Months ,,
(WLM) alle drei Jahre zu Vorsorgeuntersuchungen einbestellt. Die Gesundheitsdaten sowie andere
epidemiologische Merkmale (z.B. das Rauchverhalten) dieser Personen sind gut erfasst. Die Daten-
sammlung dieses Kollektivs aus Bergarbeitern ist in seinem Umfang weltweit einmalig. In den Jah-
ren 2009/2011 wurde eine Bio- und Datenbank von gesunden, ehemaligen Wismut-Bergarbeitern
aufgebaut, die auch Blutproben bzw. DNA-Proben zur Analyse des Genoms enthdlt. Dies Biopro-
benbank umfasst Proben und Daten von 292 hochexponierten Probanden (>750 WLM, 66%) und
150 gering exponierten Probanden (<50 WLM, 34%). Die Probanden waren zum Zeitpunkt der Pro-
benahme zwischen 70 und 90 Jahren alt. 63% waren ehemalige Raucher, 5% rauchten noch zum
Zeitpunkt der Untersuchung und 32% hatten nie geraucht.!” Die meisten der in diese Untersuchten
eingehenden Lungenkrebsfille der Wismut-Bergarbeiter wurden im Rahmen einer Studie zu Innen-
raumbelastung durch Radon zwischen 1990 und 1997 rekrutiert.’® Sie waren zwischen 49 und 81
Jahren alt und mit einer Ausnahme Raucher zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.

1.2 Projektziel

Das Ziel des hier berichteten Forschungsvorhabens bestand in der Suche nach genetischen Varian-
ten, die im Zusammenhang mit Strahlung zu einem erhdhten Lungenkrebsrisiko beitragen kénnen.
Im Rahmen zweier Vorgédngerprojekten des BfS (3614510013 und 3614510014) wurden 516 Proben
von Wismut-Bergarbeitern ebenfalls mit dem OncoArray typisiert. Diese Daten bilden zusammen
mit denen der LUCY-Study, der German Lung Cancer Study (GLC) sowie anderen Lungenkrebsstu-
dien (soweit vom Transdisciplinary Research In Cancer of the Lung / International Lung Cancer Con-
sortium TRICL/ILCCO zur Verfiigung gestellt) die Grundlage der hier berichteten genomweite Asso-
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ziationsuntersuchung (GWAS) der Interaktion zwischen genomischen Markern und der Strahlenex-
position hinsichtlich des Lungenkrebsrisikos.

1.3 Ergebnisse

Die untersuchte Stichprobe bestand aus insgesamt 28.599 kaukasischen Studienteilnehmern - 463
Studienteilnehmer waren Wismut-Bergarbeiter, 946 Falle und Kontrollen stammen von der German
Lung Cancer Study und 27.187 stammen vom OncoArray-Konsortium ILCCO/TRICL. Davon waren 49
der 15.077 (0,3%) Falle und 259 der 13.522 Kontrollen (1,9%) gegenliber Strahlung aus natrlichen
Radionukliden exponiert (WLM>50).

Die Datenauswertung umfasste sowohl Einzel- als auch Multimarker-Assoziationsmodelle, wobei in
zweiterem alle Marker eines LD-Blocks gemeinsam beriicksichtigt wurden. Alle Modellschatzungen
sind hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten sowie bezliglich genomischer Populations-
strukturen adjustiert. Aus methodischen Griinden sollten die als Oddsratio (OR) geschatzten Asso-
ziationsstarken nicht als unverzerrte Schatzwerte eines relativen Lungenkrebsrisikos betrachtet
werden, sondern als studien-interne GréRe angesehen werden.

Darliber hinaus wurde die gemeinsam Assoziation von Genen, bzw. den zugeordneten Markern, die
einem von 119 vordefinierten Gen-Sets angehoéren, im Rahmen einer “gene-set enrichment analy-
sis” untersucht. Bei dieser Gene-Set-Analyse wurde die Haufigkeit von interaktionstragenden LD-
Blocken eines betrachteten Gene-Sets mit der unter allen verbleibenden Genen verglichen. Ge-
sucht wurden also Gene-Sets mit einer relativen , Anreicherung” an auffalligen GxE-Interaktionen,
bzw. jene Gene die zu dieser Anreicherung wesentlich beitragen.

Fasst man die Ergebnisse der Einzel- und Multimaker-Assoziationsanalysen und der Gen-Set-
Analyse zusammen, so kann fiir einige Gene bzw. Gene-Sets eine Rolle in der Tumorgenese des
Lungenkrebses, in Interaktion mit einer berufsbedingten Radon/Strahlen-Belastung vermutet wer-
den. Die bedeutsamsten Gene und Gene-Sets mit signifikanter GxE Interaktion sind:

Fir eine genomische Region — Chromosom 1p31.3 - konnte eine genomweit signifikante Interakti-
on mit einer berufsbedingten Radon/Strahlen-Exposition beobachtet werden (p=5x107). Diese Re-
gion Uberdeckt das Gene UBE2U. Der Intron-Marker rs2029868 markiert dabei mit einer geschatz-
ten OR=22,6 (95%-Cl: 4,7- 109; p=0,0001) eine positive Interaktion fiir das jeweils seltene Allel un-
ter Radon-exponierten Bergarbeitern.

Zwei weitere Gene fielen durch die Gene-Set-Analyse hinsichtlich einer nominal-signifikanten ,,An-
reicherung” an auffalligen GxE-Interaktionen auf.

Dem Gen FTO/ALKBH9 — auf Chromosom 16q12.2 — kommt hinsichtlich des molekularen Signal-
wegs der ,,DNA dealkylation involved in DNA repair” (Gen-Set GO:0006307) eine zentrale Rolle zu.
Das Gen-Set selbst erzielte in der Gene-set-Analyse mit p=0,0139 den niedrigsten p-Wert. Ein Int-
ron-Marker des Gens FTO an Position 53.995.500 markiert dabei mit einer geschatzten OR=7,9
(95%-Cl: 4,7- 109; p=0,0001) eine positive Assoziation fiir das jeweils seltene Allel unabhangig von
einer Radon-Exposition. Gleichzeitig wird fir diesen Marker aber eine negative Interaktion flr das
jeweils seltene Allel unter Radon-exponierten Bergarbeitern (OR=0,03; p=0,0130) geschatzt.

Das Gen CUBN - auf Chromosom 10p13 - war hinsichtlich des weitgefassten GO-Begriffs
G0:0016020 ,Membrane (cellular-component)”, der eine Signifikanz nur knapp verfehlte
(p=0,0558), das am starksten assoziierte Gen. Ein Multimarker-Modell ergab ebenso fiir den inner-
halb des Genes liegenden LD-Block Nr. 58899 eine suggestive Signifikanz (p=0,000013). Der Intron-
Marker rs4748341 markiert dabei mit einer geschatzten OR>36 die starkste positive Interaktion flr
das jeweils seltene Allel unter Radon-exponierten Bergarbeitern (p=5,6x10).

Darliber hinaus zeigten die Genfamilie der ,,microRNAs“ (HGNC:476) sowie der ,,acyl-CoA metabo-
lic process” (GO:0006637) eine auffallige ,,Anreicherung” an auffilligen GxE-Interaktionen. Es konn-

12



Schlussbericht BfS-Projekt 3615 S 32253

te jedoch keinem einzelnen Gen eine zentralen Rolle hinsichtlich der untersuchten GxE-Interaktion
in diesen Gen-Sets zugeschrieben werden.

Durch die Einzel- oder Multimarker-Modellierung konnten 10 weitere genomische Regionen mit
suggestiver Signifikanz identifiziert werden, die moglicherweise weitere Gen x Radon-Interaktionen
beherbergen.

Zum ersten Mal wurden in einer genomweiten Untersuchung nach genomischen Pradispositionen
gesucht, die nach einer lebenslangen, berufsbedingten Strahlenbelastung das Risiko einer Lungen-
krebserkrankung erhéhen oder davor schiitzen. Die ausreichende Fallzahl fiir diese Untersuchung
wurde erst durch das Zusammenfiihren von Studiendaten des BfS und aller in TRILC/ILCCO vereinig-
ten, internationalen Studien erreicht. Die Konformitat der genotypischen Daten wurde durch iden-
tische Typisierungsarrays und Ubereinstimmenden Typisierungsprotokolle gewahrleistet. Die
Wirkmechanismen der durch diese Untersuchung durch statistische Modelle identifizierten Gene
und molekular-biologischen Signalwege missen jedoch weiter untersucht und validiert werden. Die
Ergebnisse sind aber dennoch schon jetzt fiir den Strahlenschutz von Bedeutung. Es konnte gezeigt
werden, dass das Risiko fir eine strahlungsinduzierte Lungenkrebserkrankung durch eine individu-
ell genetische Pradisposition mit determiniert ist.

1.4 Zukiinftige Arbeiten und Auswahl zu validierender Kandidatengene (AP 3.3)

Die Assoziation dieser Kandidatengene mit Lungenkrebs sollte durch DNA-Proben der derzeit rund
250 Lungenkrebsfille des Wismut-Pathologiearchivs der BfS zu validiert werden. Dabei handelt es
sich um folgende Gene (Tabelle 1):

Tabelle 1 Auswahl der Kandidatengene fiir eine Validierung
(Gee  cChomosom |

Genomweite Signifikanz (Multimarker-Modelle)
UBE2U 1p31.3  Multimarker-Analyse
LOC107985187, LOC105372156, RP11-325K19.1 18921.32 Multimarker-Analyse
Durch Gen-Set-Analyse identifiziert
FTO/ALKBH9 16912.2 Gene-Set-Analyse
CUBN 10p13 Gene-Set-Analyse
SOX5, MIR920 12p12.1 Gene-Set-Analyse
Suggestive Signifikanz (Einzel- oder Multimarker-Modelle)
CSNK1G3, LINCO1170 5g23.2  Einzelmarker-Analyse
NAV2, NAV2AS4, NAV2AS5 11p15.1  Multimarker-Analyse
CD163L1, LOC101927882, ACSM4, PEX5 12p13.31  Multimarker-Analyse
C150rf32, ST8SIA2, snoU109, RP11763K1511, RP11763K1521 15¢g26.1 Multimarker-Analyse

Sofern noch ausreichend Mittel zur Verfligung stehen, ware es ebenso sinnvoll, die Assoziation von
durch andere Studien endeckten Genen zu validieren. Diese sind (Tabelle 2):

Tabelle 2 Kandidatengene fiir eine Validierung mit externer Evidenz
[Gene Chromosom _Referen |

GSTM1 1p13.3 ¥
EPHX1 1942.12 10
IL6 7p15.3 20
CDKN2A 9p21.3 &
SIRT1 10g21.3 2
MGMT 10g26.3 2
P53 17p13.1 %32
GSTT1/GSTT2 22q11.23 18
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2 Summary

2.1 Background

Lung cancer is a major topic of health care worldwide. During their lifetime, one in 14 men and one
in 17 women will develop an invasive lung or bronchial tumor. ! In addition, only one to two out of
five patients survive the first 5 years after diagnosis. ? Lung cancer can be caused by the inhalation
of tobacco smoke or fine dust but also be triggered by ionizing radiation due to the inhalation of
radon and radon derived products. Increased radiation-induced lung cancer risk has been demon-
strated by several studies of radon exposure in dwellings (e.g. Darby, et al., 2005 3) or for uranium
miners (e.g. Grosche, et al., 2006 4, BEIR IV Report 1999 °).

The International Lung Cancer Consortium (ILCCO), from which the Transdisciplinary Research con-
sortium in Cancer of the Lung (TRICL) emerged, was founded in 2004 with the aim of sharing com-
parable data from ongoing studies on lung cancer disease.® The participating studies were carried
out in different geographical regions and include several ethnic groups. Based on all genomic data
from ILCCO/TRICL, it was possible to identify and verify the existence of genomic risk factors for
lung cancer in European populations on the chromosomes 5p15.33, 6p21-22 and 15g25.3-10. 71
The collaboration in the consortium has also enabled to study of genetic risk factors of tobacco
addiction as distinct from tobacco smoke, the major risk factor for lung cancer. !¢ In the years
2013-2016, within ILCCO / TRICL a large-scale genotyping of blood samples with OncoArray was
carried out.

Beginning in 1946, mining employees of the Wismut-AG were exposed for many years to radiation
by radon and radon products during the digging of uranium. Of these miners, the BfS holds good
estimates of their occupational exposure to radiation. Miners whose cumulative exposure exceeds
50 “Working Level Months” (WLM) are examined annually by German statutory accident insurance
(DGUV), employees with less than 50 WLM every three years for check-ups. Health data as well as
other epidemiological characteristics (e.g., smoking behavior) of these individuals are well record-
ed. The data collection of this collective of miners is unique in its scope worldwide. In 2009/2011, a
bio and database of healthy, former Wismut miners was set up, which also contains blood or DNA
samples for genetic investigations. This Biobank includes samples and data from 292 highly ex-
posed volunteers (>750 WLM, 66%) and 150 low-exposure subjects (<50 WLM, 34%). The subjects
were between 70 and 90 years of age at the time of sampling. 63% were former smokers, 5% still
smoked at the time of examination and 32% had never smoked.” Most of the lung cancer cases of
the Wismut miners entering this investigation were recruited from 1990 to 1997 for an indoor ra-
don study.'® They were between 49 and 81 years of age and with one exception smokers at the
time of diagnosis.

2.2 Project Goal

The aim of the reported research project was to search for genetic variants that could contribute to
increased lung cancer risk associated with radiation. In the context of two previous projects of the
BfS (3614510013 and 3614510014), 516 samples of Wismut miners were typed with the OncoArray.
These data together with those of the LUCY study, the German Lung Cancer Study (GLC) and other
lung cancer studies (as provided by the Transdisciplinary Research In Cancer of the Lung / Interna-
tional Lung Cancer Consortium TRICL / ILCCO) form the basis of the genome-wide association study
(GWAS) of the interaction between genomic markers and radiation exposure in respect to the lung
cancer risk reported here.
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2.3 Results

The study sample consisted in total of 28,599 Caucasian study participants - 463 study participants
were Wismut miners, 946 cases and controls were from the German Lung Cancer Study and 27,187
were from the OncoArray consortium ILCCO/TRICL. 49 of the 15,077 (0.3%) cases and 259 of the
13,522 controls (1.9%) were exposed to radiation from natural radionuclides (WLM> 50).

The data analysis included both single and multi-marker association models, while in the second all
markers of an LD block were considered together. All model estimates are adjusted for age, gender
and smoking behavior, as well as genomic population structures. For methodological reasons, the
association strengths estimated as odds ratio (OR) should not be considered as unbiased estimates
of relative lung cancer risk, but should be considered as study-internal variables.

In addition, the joint association of genes or the associated markers, which belong to one of 119
predefined gene sets, was investigated in a gene-set enrichment analysis. In this gene-set analysis,
the frequency of interacting LD blocks of a considered gene set was compared with that within all
remaining genes. We were looking for gene sets with a relative "accumulation" of conspicuous GxE
interactions, or genes that contribute significantly to this accumulation.

Summarizing the results of single and multi-maker association analyzes and gene set analysis, some
genes or sets of genes may be implicated in tumorigenesis of lung cancer interacting with occupa-
tional radon/radiation exposure. The most prominent genes and gene sets with significant GxE
interaction are:

For a genomic region - chromosome 1p31.3 - a genome-wide interaction with occupational ra-
don/radiation exposure could be observed (p = 5x107). This region covers the Gene UBE2U. The
intron marker rs2029868, with an estimated OR = 22.6 (95% Cl: 4.7-109; p = 0.0001), indicates a
positive interaction for the rare allele among radon-exposed miners.

Two other genes were detected by gene set analysis for nominal-significant "accumulation" of
prominent GxE interactions.

The gene FTO/ALKBH9 - on chromosome 16q12.2 - plays a central role in the molecular signal
pathway of the "DNA dealkylation involved in DNA repair" (gene set GO: 0006307). The gene set
achieved the lowest p-value in the gene-set analysis with p = 0.0139. An intron marker of the FTO
gene at position 53,995,500, with an estimated OR=7.9 (95% Cl: 4.7-109; p=0.0001), marks a posi-
tive association for the respective rare allele independently of a radon exposure. At the same time,
however, a negative interaction for the respective rare allele among radon-exposed miners
(OR=0.03, p=0.0130) is estimated for this marker.

The gene CUBN - on chromosome 10p13 - was the most strongly associated gene of the broadly
defined GO term: 0016020 "membrane (cellular-component)”, which only barely missed signifi-
cance (p=0.0558). A multi-marker model also revealed suggestive significance for the LD block
no. 58899 located within this gene (p=0.000013). The strongest positive interaction for the rare
allele among radon-exposed miners was estimated for then intron marker rs4748341 (OR>36;
p=5.6x10-6).

”

In addition, the gene family of “microRNAs” (HGNC: 476) and the “acyl-CoA metabolic process
(GO: 0006637) showed a remarkable "accumulation" of prominent GxE interactions. However, no
single gene could be attributed a central role in the investigated GxE interaction in these gene sets.

Single or multi-marker modeling identified 10 additional genomic regions of suggestive significance
that may harbor additional gene x radon interactions.
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For the first time, the genetic predisposition that influences the risk of lung cancer given a lifelong
occupational radiation exposure was investigated in a genome-wide study. The sufficient number
of cases for this study was only achieved by merging study data of the BfS and the collection of
international studies of TRILC/ILCCO. The conformity of the genotypic data was ensured by identi-
cal typing arrays and consistent typing protocols. However, the mechanisms of action of the genes
and molecular biological pathways identified by this study through statistical models need further
investigation and validation. Nevertheless, the results are already important for radiation protec-
tion. It has been shown that the risk of radiation-induced lung cancer is also determined by an indi-
vidual genetic predisposition.

2.4 Additional project task

The association of these candidate genes with lung cancer need to be validated by DNA samples
from the at present around 250 lung cancer cases of the BfS Wismut pathology archive. These are
the following genes (Tabelle 3):

Tabelle 3 Selection of candidate genes for validation
Gen _ Chromosome |
Genome-wide significant (multi-marker-model)
UBE2U 1p31.3  Multi-marker analysis
LOC107985187, LOC105372156, RP11-325K19.1 18g21.32 Multi-marker analysis
Identified by the gene-set-analysis
FTO/ALKBH9 16912.2 Gene-set analysis
CUBN 10p13 Gene-set analysis
SOX5, MIR920 12p12.1 Gene-set analysis
Suggestive significant (single- or multi-marker-model)
CSNK1G3, LINCO1170 5g23.2 Single-marker analysis
NAV2, NAV2AS4, NAV2AS5 11p15.1  Multi-marker analysis
CD163L1, LOC101927882, ACSM4, PEX5 12p13.31  Multi-marker analysis
C150rf32, ST8SIA2, snoU109, RP11763K1511, RP11763K1521 15g26.1 Multi-marker analysis

If there are still sufficient resources available, it would be also useful to validate the association of
genes revealed by other studies. These are (Tabelle 4):

Tabelle 4 Candidate genes for validation with external evidence
' Gene Chromosome Reference -
GSTM1 1p13.3 ¥
EPHX1 1942.12 ¥
IL6 7p153 2
CDKN2A 9p21.3 %
SIRT1 109213 2
MGMT 10926.3 2
P53 17p13.1 3%
GSTT1/GSTT2 22q11.23 1
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3 Kurzdarstellung des FE-Vorhabens

3.1 Aufgabenstellung

Ziel des Vorhabens ist abzuklaren, welche genetischen Varianten im Zusammenhang mit Strahlung
zu einem erhdhten Lungenkrebsrisiko beitragen.

Die im Rahmen der Vorgangerprojekte des BfS (3614510013 und 3614510014) gewonnenen geno-
mischen Daten der Wismut-Bergarbeiter der Bioprobenbank (3608504532), sowie die Daten der
LUCY-Studie, der Deutschen Lungenkrebsstudie (German Lung Cancer Study, GLC) und anderen
Lungenkrebsstudien (soweit diese vom Transdisciplinary Research In Cancer of the Lung / Internati-
onal Lung Cancer Consortium TRICL/ILCCO zur Verfiigung gestellt werden) bilden die Grundlage fir
eine genomweite Assoziationsuntersuchung (GWAS) der Interaktion zwischen genomischen Mar-
kern und der Strahlenexposition hinsichtlich des Lungenkrebsrisikos. In die Analyse flieRen die Ex-
positionsdaten, medizinische und epidemiologische Daten ein. Tabelle 64 im Anhang enthalt eine
detaillierte Studienbeschreibung der Originalstudien.

Die Qualitat der Genotypisierung der Proben von Wismut-Bergarbeitern und Proben anderer Stu-
dien wurde im Auftrag des BfS am Institut fiir Genetische Epidemiologie der Universitatsmedizin
Gottingen bereits geprift. Von Bergarbeitern, die bei der Wismut-AG beschéftigt waren, liegen
gute Abschatzungen Uber ihre Exposition gegeniiber Strahlung, als auch zum Teil durch andere
Noxen, wie Quarzstaub und Arsen, vor. Beschéftigte, deren kumulierte Lebenszeitexposition 50
,Working Level Months” (WLM) (bersteigt, werden von der dt. gesetzlichen Unfallversicherung
(DGUV) jahrlich, Beschéftigte mit weniger als 50 WLM alle drei Jahre zu Vorsorgeuntersuchungen
einbestellt. Die Gesundheitsdaten sowie andere epidemiologische Merkmale (z.B. das Rauchverhal-
ten) dieser Personen sind gut erfasst.

3.2 Voraussetzungen, unter denen das FE-Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das Forschungsvorhaben FKZ 615532253 schlieBt direkt an die Vorgadngerprojekte des BfS
(3614510013 und 3614510014) an. Im Projekt FKZ 3614510013 wurde das Gesamtprojekt geplant
und die Kooperation mit ILCCO/TRICL etabliert. Im Projekt FKZ 3614510014 wurden die Qualitat
der an der HGMU gewonnenen Genotypen geprift und mit der der Proben von ILCCO/TRICL vergli-
chen.

3.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Die vertraglich vereinbarte Leistung des Instituts fir Genetische Epidemiologie umfasst folgende
Arbeitspakete:

AP1. Arbeitspaket 1: Entwicklung eines geeigneten Modells zur Untersuchung von
Gen x Umwelt (Gen x Strahlung) Interaktionen

AP2: Arbeitspaket 2: Genomweite Assoziationsanalyse zum Lungenkrebsrisiko in Abhan-
gigkeit der Strahlenexposition unter Einbeziehung der Daten aus verschiedenen nationalen
(Wismut, LUCY, KORA) und internationalen Kollektiven (z.B. ILCCO, TRICL, GAME-ON).

AP 2.1a Zusammenfiihren und Harmonisieren phidnotypischer Daten
AP 2.1b  Zusammenfiihren und Harmonisieren genomischer Daten
AP 2.1c  Durchfitihren der GWAS

AP 2.2 Erstellung eines Zwischenberichts
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AP3: Arbeitspaket 3: Identifizierung krankheitsrelevanter genomischer Regionen, , Gene-
sets” und/oder regulatorischer Netzwerke und andere biologischer Signalwege hinsichtlich
des strahleninduzierten Lungenkrebses. Auswahl geeigneter SNPs, die in einem weiteren
Bergarbeiterkollektiv (Lungenkrebsfalle/gesunde exponierte Kontrollen) validiert werden.

AP 3.1 Zusammenstellen der zu untersuchenden ,,Gene-sets”
AP 3.2 Durchfiihrung einer GSA

AP 3.3 Auswahl zu validierender Kandidaten-SNPs

AP 3.4 Erstellung eines Abschlussberichts

Vertraglich wurde ferner folgender zeitliche Projektablauf vereinbart:

Ubersicht: Zeitlicher Ablauf

Jahr Kalender- Quartal Projektmo- Arbeitspaket Dauer von bis
monat nat
2016  Marz 4 1 AP1 AP1 2 Monate 1.3.
Modellentwicklung
Apr 1 2
30.4
Mai 3 AP 2 AP 2.1a 2 Monate 1.5.
GWA Harmonisieren der Phanotypen
Jun 4
30.6.
Jul 2 5 AP 2.1b 2 Monate 1.7.
Harmonisieren der Genotypen
Aug 6
31.8.
Sep 7 AP 2.1c 1% Monate 1.9.
GWA durchfiihren
Okt 3 8 15.10.
AP 2,28 % Monat 16.10. 31.10.
Nov 9 AP 3 AP 3.1 1 Monat 1.11.
GSA Gene-Sets definieren 30.11.
Dez 10 AP 3.2 1% Monate 1.12.
GSA durchfihren
2017 Jan 4 11 15.1.
AP 3.3 1 Monat 16.1.
Feb 12 SNPs auswahlen 15.2.
AP 3.4%3PT % Monat 16.2. 28.2.

AP... Arbeitspaket, B... Bericht verfassen, PT...Projekttreffen

Dieser Bericht enthalt die Ergebnisse der Arbeitspakete AP1 bis AP3.
Die Auswahl des fiir die Analyse geeigneten Basismodells erfolgte in Abhangigkeit von den zur Ver-
fligung stehenden Daten. Daher ist dieser Bericht im Weiteren nicht nach Arbeitspaketen struktu-
riert, sondern folgt einer inhaltlich auf sich aufbauenden Gliederung.
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3.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

In den vergangenen 10 Jahren wurden mehrere genomweite Assoziationsanalysen (GWAS) durch-
gefiihrt, um genetischen Risikofaktoren einer Lungenkrebserkrankung zu identifizieren. 45 Loci
wurden dabei mit unterschiedlicher Assoziationsstarke fiir die histologischen Subtypen des Lun-
genkrebses gefunden. Das TRICL/ILCCO-Konsortiums wurde 2004 mit dem Ziel gegriindet, Daten
vergleichbarer Fall-Kontroll- und Kohortenstudien zu Lungenkrebs auszutauschen und zusammen-
zubringen um die Fallzahlen fiir statistische Analysen zu vergréRern.t Im Rahmen von TRICL/ILCCO
wurden koordiniert GWAS durchgefiihrt. Eine Ubersicht (iber mit Lungenkrebs assoziierte Gene,
auch aus Studien die Kandidatengene untersucht haben, wurde im Rahmendes Forschungsvorha-
ben FKZ 3614510013 zusammengestellt. Ein Ubersichtsarbeit zu den Fortschritten in der Erfor-
schung genetischen Pradisposition flir Lungenkrebs in GWAS innerhalb der vergangenen 10 Jahre
wurde von Bosse and Amos, 2017 ¢ verdffentlicht.

Ein erhohtes Risiko fiir Lungenkrebs, verursacht durch Inhalation von Radon, wurde in mehreren
Studien zur Innenraumexposition in Wohnhd&usern als auch fir Uranbergarbeiter nachgewiesen. Es
wurde geschatzt, dass ionisierende Strahlung durch Radon 3% bis 15% der LC-Félle verursacht. %/

Bisher wurde die individuelle (genetisch bedingte) Strahlenempfindlichkeit vor allem hinsichtlich
Akut— bzw. Spéatfolgen einer Strahlentherapie unter Tumorpatienten untersucht. Als Untersuchungsme-
thoden fiir die Strahlenempfindlichkeit (bzw. DNA-Reparaturfahigkeit) in der Normalbevoélkerung
standen bisher nur in vitro Versuchssysteme zur Verfligung. Das individuelle strahleninduzierte
Tumorrisiko konnte bislang in der Normalbevdlkerung nicht abgeschatzt werden.

Seit 2009 hat das BfS eine Biobank mit Proben von Bergarbeitern des Uranerzabbaus (ehemals
Wismut AG) aufgebaut. Biologisches Material steht sowohl von gesunden, als auch von an
Lungenkrebs verstorbenen Bergarbeitern zur Verfligung. Dieses bildet zusammen mit den Expositi-
ons—, medizinischen und epidemiologischen Daten die Grundlage fiir diese genomweite Assozia-
tionsuntersuchung der Interaktion zwischen genomischen Markern und einer Strahlenexposition
hinsichtlich des Lungenkrebsrisikos.

3.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das Projekt forderte eine enge Zusammenarbeit mit dem Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS), das
die Rahmenbedingung des Gesamtprojektes festlegt und lber die notwendigen Bioproben von
Wismut-Bergarbeitern verfiigt.

Das Institut flr Genetische Epidemiologie der UMG betreute das Projekt statistisch, sowohl in der
Projektplanung, als auch wahrend der Genotypisierung und fiihrte die Qualitdtskontrolle und -
sicherung der Genotypisierung durch.

Die Abteilung fur Molekulare Epidemiologie, Genome Analysis Center des Helmholtz-Zentrums
Minchen (HGMU) fiihrte die Genotypisierung im Rahmen des Forschungsvorhabens FKZ
3614510013 durch.
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4 Eingehende Darstellung AP1-AP3

4.1 Datentransfer und -harmonisierung

Die Proben der in dieses Projekt eingehenden Wismut-Bergarbeiter wurden der BfS-Bioprobenbank
(BfS-Projekt 3608504532) entnommen. Die Bioprobenbank enthalt Proben von freiwillig teilneh-
menden, mannlich Bergarbeitern, die entweder einer hohen kumulativen Exposition (>750 WLM)
oder einer niedrigen kumulativen Exposition (<50 WLM) ausgesetzt waren und an keiner chroni-
sche Erkrankung (insbesondere Krebs, dekompensierte Nieren- oder Leberinsuffizienz) litten.?’

Die genotypischen Daten der am Helmholtz-Zentrum Miinchen Deutsches Forschungszentrum fiir
Gesundheit und Umwelt (HGMU) typisierten Personen (der Vorgangerprojekte 3614510013 und
3614S10014) waren zu Projektbeginn bereits am Institut fiir Genetische Epidemiologie (GenEpi)
vorhanden.

Die genotypischen und die phanotypischen Daten des TRICL/ILCCO-Konsortiums kénnen aus recht-
lichen Grinden derzeit nur auf dem Computer-Cluster des Dartmouth College in Hanover, New
Hampshire 03755, USA genutzt werden. Ein Zugang zum Computer-Cluster, und auch zu On-
coArray-Daten besteht fiir das Institut fiir Genetische Epidemiologie seit dem 6. April 2016.

4.1.1 Zusammenfiihren und Harmonisieren phanotypischer Daten (AP 2.1a)

4.1.1.1 Phédnotyp-Daten Wismut-Bergarbeiter

Einige Expositionsdaten, im Wesentlichen Working Level Months (WLM), der Wismut-Bergarbeiter
wurden vom BfS bereits fiir die Projektplanung im Jahr 2014 an die GenEpi Gibermittelt. Die Phano-
typ-Daten der Indoor-Radon-Studie (Wismut-Falle) wurden am 3. Marz 2016 an die GenEpi liberge-
ben. Durch Riickfragen an das BfS, bzw. in Kooperation mit der HGMU konnten fehlende Daten
identifiziert und vom BfS nachgeliefert werden. Die Phanotypen der Wismut-Bergarbeiter waren
am 16 August 2016 vollstandig und bereinigt. Fir 6 Wismut-Bergarbeiter waren in der Datenbank
dem BfS jedoch keine Phanotypen gespeichert. Nach Rickfrage an Frau Dr. Briske (HGMU) wurde
eine fehlende Angabe der Strahlenexposition bei Teilnehmern der INDOOR-Radon-Studien als
,hicht exponiert” (WLM=0) gewertet.

4.1.1.2 Phédnotyp-Daten — OncoArray-Konsortium

Zugang zu den Phanotyp-Daten des TRICL/ILCCO-Konsortium wurde uns am 6. April 2016 gewdhrt.
Die Prufung der Daten auf Vollstandigkeiten und ob sich Genotypen zuordnen lassen ergab einige
Inkonsistenzen. Diese wurden innerhalb des Konsortiums abgeklart. Bereinigte Phanotyp-Daten
liegen seit dem 31. Juli 2016 vor. Bei einer Person des OncoArray-Konsortiums waren die Angaben
zum Erkrankungsstatus widerspruchlich.

4.1.1.3 \Volistindigkeit aller Phéinotyp-Daten

Von den insgesamt 28.606 genotypisierten Personen liegen vollstiandige Angaben zu Alter bei Diag-
nose bzw. Interview, Geschlecht und dem Raucherstatus vor. Hingegen fehlen Angaben zu Pa-
ckungsjahren (pack years) bei 2.595 (9%) Personen, zu Zigaretten pro Tag bei 3.424 Personen (12%)
und zur Rauchdauer von 3.249 Personen (11%). In den statistischen Modellen kann daher nur der
Raucherstatus zum Adjustieren fir das rauchbedingte Lungenkrebsrisiko verwendet werden. Nach
Ausschluss der 6+1 Personen mit fehlenden WLM bzw. Alter kénnen die Informationen von 28.599
Personen in der Datenauswertung bericksichtigt werden.

4.1.2 Deskriptives: Phanotypen
Das Kollektiv besteht aus insgesamt 28.599 kaukasischen Studienteilnehmern (7 genotypisierte
Personen mussten wegen fehlender oder widerspriichlicher Phdanotypen ausgeschlossen werden).
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Insgesamt waren 49 der 15.077 (0,3%) Félle und 259 der 13.522 Kontrollen (1,9%) gegenlber Strah-
lung aus natlrlichen Radionukliden exponiert (WLM>50). Fiir 10 der 15.077 Falle wurde eine Strah-
lenexposition WLM<50 dokumentiert; diese werden in der Datenauswertung als nicht-exponiert
betrachtet. 27.187 Studienteilnehmer sind nicht exponierte Falle oder Kontrollen des OncoArray-
Konsortiums; 949 nicht exponierte Falle und Kontrollen der German Lung Cancer Study (GLC) wur-
den mit dem Illumina Human-550K Chip typisiert, und 463 Falle und Kontrollen waren ehemalige
Wismut-Bergarbeiter.

Von 20 Studienteilnehmern kommen 9 aus Nordamerika, 9 weitere aus Europa und zwei aus Israel
oder Russland. Etwa 1/3 der Studienteilnehmer sind Frauen, nur jeder 5-te hat nie geraucht. Das
mediane Alter bei Diagnose bzw. Interview lag bei 63 Jahren, war jedoch unter den Wismut-
Bergarbeitern mit medianen 76 Jahren deutlich héher und unter den Studienteilnehmern der GLC
mit medianen 46 Jahren deutlich niedriger (gemaR des Einschlusskriteriums Alter<50 Jahre der
GLC). Die Strahlenexposition unter den 308 Exponierten streute von 51 bis 1.479 WLM (im Mittel
966 WLM) (siehe Tabelle 5 und Tabelle 6; Details je Originalstudie siehe Tabelle 64, 63 und 64).

Tabelle 5 Studienteilnehmer: Strahlenexposition

. . . nicht- .
nicht-exponiert exponiert . exponiert
exponiert

gesamt

gesamt 28.599 100% 28.138 97 56 308 99% 1%
Lungenkrebs
Fdlle  15.077  53% 15.018 4 6 49 100% 0%
Kontrollen 13.522  47% 13.120 93 50 259 98% 2%
Originalstudie
German Lung Cancer Study 949 3% 949 100%
OncoArray-Konsortium  27.187 95% 27.187 100% .
Wismut-Bergarbeiter 463 2% 2 97 56 308 33% 67%
Geschlecht
mdnnlich  18.059 63% 17.598 97 56 308 98% 2%
weiblich 10.540 37% 10.540 100%
Rauchverhalten
Nie-Raucher ~ 5.676  20% 5.542 38 17 79 99% 1%
Ex-Raucher 9.518 33% 9.496 5 4 13 100% 0%
Raucher 12.039  42% 11.793 49 28 169 99% 1%
Jemals-Raucher 1.366 5% 1.307 5 7 47 97% 3%

Strahlenexposition: niedrig WLM >0 bis <20, moderat WLM 20 bis <50, hoch WLM>50;
Klassifikation fiir die Datenanalyse: nicht-exponiert WLM<50, exponiert WLM>50
Sieben genotypisierte Studienteilnehmer werden auf Grund fehlender Phanotypen von der Datenauswertung ausgeschlossen.

Tabelle 6 Studienteilnehmer: Alter bei Diagnose / Interview
gesamt Fdille Kontrollen
N Min Max Median | Min Max Median Min H Max
gesamt 28.599 15 96 63 13.522 15 96 62 15.077 21 95 64
Originalstudie
GLC 949 27 51 46 478 29 51 47 471 27 50 46
I‘?::;’;Zg,’; 27187 15 9 63 | 12642 15 96 62 | 14545 21 95 64
Wismut 463 28 90 76 402 28 90 77 61 49 81 67
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4.1.3 Zusammenfiihren und Harmonisieren genomischer Daten (AP 2.1b)

4.1.3.1 Imputation nicht typisierter Genotypen

Die Genotypen von 186 Lungenkrebsfillen der Heidelberg Lungenkrebsstudie, von 295 Lungen-
krebsféllen der LUCY-Studie sowie von 478 krebsfreien Kontrollen der KORA-Studie (alle Teil der
German Lung Cancer Study -GLC, einer Studie des TRICL/ILCCO-Konsortiums) wurden im Marz 2008
mit dem lllumina Human550K SNP-Array bestimmt. Dieses konnten in die hier beschriebene Unter-
suchung einbezogen werden, nachdem fehlende Genotypen (gegeniber einer Typisierung mit dem
OncoArray) imputiert wurden.

Die Imputation wurde im Dezember 2012 durch das TRICL/ILCCO-Konsortium durchgefiihrt (Zha-
oming Wang, Division of Cancer Epidemiology and Genetics, National Cancer Institute, NIH, Be-
thesda, MD 20892, USA: Imputation von >10 Million SNPs, mit den Daten des 1000 Genomes Pro-
jects als Referenz. Verwendetet Programme: IMPUTE2, MACH, Minimac). Details der Imputation
wurden an anderer Stelle publiziert.:3

Aus den dosage-files der Imputation wurde der jeweils wahrscheinlichste Genotyp pro Person und
Marker verwendet. Genotypen, bei dem die Wahrscheinlichkeit des wahrscheinlichsten Genotyps
weniger als 1,25-fache der des zweit-wahrscheinlichsten Genotyps war, wurden nicht weiter ver-
wendet

(Bsp (a): W(AA; AB; BB)=(0,90; 0,09; 0,01) > AA imputiert da 0,90/0,09=10;

Bsp (b): W(AA; AB; BB)=(0,50; 0,40; 0,10) > AA imputiert da 0,50/0,40=1,25;

Bsp (c): W(AA; AB; BB)=(0,40; 0,30; 0,30) > AA imputiert da 0,40/0,30=1,33;

Personen und Marker mit einer Rate fehlender Genotypen von jeweils >10% wurde ausgeschlos-
sen.

4.1.3.2 Vereinen der GLC-500K-Daten mit den OncoArray-Daten

411.984 SNPs von 949 Studienteilnehmern der GLC wurden schliefSlich mit 456.699 SNPs und
27.651 mit dem OncoArray typisierten Personen vereint. Der initiale Genotyp-Datensatz besteht
somit aus 456.699 genomischen Markern von 27.599 Individuen.

Das Kollektiv dieses Datensatzes wurde auf mogliche genomische Substrukturen untersucht, um die
Modellschdtzungen geeignet adjustieren zu kdnnen. Hierbei wurde die Anzahl notwendiger ,ge-
nomic principal components” (PC) bestimmt (Hauptkomponenten, die diese Substrukturen wieder-
spiegeln) und auf genomische Unabhéangigkeit der Studienteilnehmer geprift.

4.1.3.3 Priifen der genetischen Abstammung aller Personen

Vor jeglicher Modellschatzung ist zu priifen, ob die genotypisierten Studienteilnehmer als Kaukasier
gelten kdnnen, bzw. ob einzelne Personen von einer genomischen Mischpopulation (,admixed
source-population”) abstammen. Dazu wurde mit dem Programm ADMIXTURE? fiir jede Person die
Wahrscheinlichkeit der Zugehorigkeit zu den Populationen Kaukasier, Asiaten oder Afrikaner ge-
schatzt. Als Referenz dienten die Genotypen von nicht miteinander verwandte Personen, CEU-
Kaukasier, YRI-Afrikaner und CHB-Asiaten, aus HapMap.

LAlthough millions of SNPs have been identified, only a small subset needs to be genotyped in order
to accurately predict ancestry with a minimal error rate”.* Solche abstammungs-informative Mar-
ker (AlMs: , Ancestry Informative Markers“) sind genomische Varianten mit hohem Informationsge-
halt zur Unterscheidung regionaler Herkunft auf kontinentaler und globaler Ebene (z. B. gemaR des
“informativeness for assignment measures” |, das mit der Divergenz der Haufigkeiten des seltene-
ren Alleles (minor allele frequencies, MAFs) von AlMs zwischen Populationen steigt; oder Marker
mit extremen Fixierungsindex Fsr, einem Mal der Wahrscheinlichkeit, Kopien desselben Alleles
nach Herkunft — identity by descent — in verschiedenen Personen zu beobachtet).®
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Fir die Klassifikation in die genomischen Ethnizitaten Kaukasier, Asiaten und Afrikaner wurden 178
abstammungs-informative Marker (25 AlMs und 25 PCAIMS - PCA-Informative Markers - zur ldenti-
fikation inner-européischer Feinstrukturen3!, 128+26 AIMs zur Identifikation genomischer Ethnizits-
ten3%%3) der Fachliteratur entnommen (siehe Tabelle 7). Von diesen wurden 91 Marker mit dem
OncoArray typisiert. Von 68 nicht-typisierten Markern konnte je ein typisierter tagSNP (r>>0,8 und
Amar<0,1) bestimmt werden. Von diesen zusammen 159 AlMs wurden 107 Marker in allen drei
HapMap-Populationen typisiert, und stehen somit fiir die ADMIXTURE-Analyse zur Verfiigung.

Zusatzlich zur Kontrolle des Clusterings wurde eine Zufallsauswahl an 7.899 SNPs getroffen
(MAF>5%, keine fehlenden Werte, puwe>0,05, kein nennenswertes ,linkage disequilibrium LD“ —
untereinander, wurde durch gezielte Markerauswahl -, pruning” - sichergestellt), die dann gemein-
sam mit den AlMs in die ADMIXTURE-Analyse eingehen.

Tabelle 7 Abstammungs-informative Marker (AlMs)
Gesamt auf OncoArray als AIM verwend-  HapMap  Angereichtert
bar ok* durch
eine Zufalls-

tagAIM H auswahl

an SNPs*
AMIS genomischer Ethnizitdten 32 128 7 78 43 7 121 85 121
AMIS genomischer Ethnizitdten 33 26 14 4 8 14 12 8 12
AMIS inner-europaische 31 25 12 3 10 12 13 7 13
PCAMIS inner-europdische 3! 25 12 6 7 12 13 7 13
Zufallsauswahl an SNPs 7899
gesamt 204 45 91 68 45 159 107 8084

* Genotypen fir alle 3 HapMap-Samples (CEU, AFR, ASI) vorhanden

4.1.3.4 Priifen der genetischen Substrukturen

Die Prifung nach genetischen Subpopulationen erfolgte mit dem Clusteralgorithmus des Pro-
gramms ADMIXTURE . Alle typisierten Personen werden k ,ancestral populations clusters” (ap-
Cluster) zugeordnet. Diese ap-Cluster missen dabei nicht notwendiger Weise mit den HapMap-
Populationen (CEU, ARF, ASI) ibereinstimmen. Die optimale Anzahl k an ap-Clustern wird durch die
Bestimmung des Cross-Validierungsfehlers fir k=1 bis 8 bestimmt. Die ap-Cluster stellen eine Art
Dimensionsreduktion dar. Fiir jede Person werden die Wahrscheinlichkeiten p;, einem ap-Cluster
zuzugehoéren ausgegeben (,ancestry fractions”). Aus diesen p; kdnnen nun Profile fir die 3 Hap-
Map-Populationen erstellt werden. Mittels k-means FastClustering (PROC FASTCLUS) kann nun a)
die Zugehorigkeit jeder Person zu den genomischen Populationen CEU, ARF, ASI bestimmt werden
und b) eventuell weitere genomische Subcluster (gsub-Cluster) innerhalb der CEU und damit auch
Inhomogenitat zwischen den Studien untersucht werden. Die optimale Anzahl an genomischen
Subclustern wird durch Maximierung der pseudo-F Statistik bestimmt.3*

4.1.3.5 Ergebnis fiir die abstammungs-informativen Marker

Das am besten passende ADMIXTURE-Modell enthielt k=4 ancestral populations. Mit diesen lassen
sich die Stichproben der Originalstudien klar als ,kaukasisch” identifizieren und von HapMap-
Afrikanern und HapMap-Asiaten unterscheiden (siehe Abbildung 1). Ein Unterschied in der Haufig-
keit der ap-Cluster konnte weder hinsichtlich des Geschlechtes (HapMAp-Populationen, p=0,5773,
x2-Test) noch hinsichtlich des Erkrankungsstatus (OncoArray-Stichprobe, p=0,2748, x2-Test) beo-
bachtet werden. Es zeigt sich aber auch eine gewisse (zu erwartende) Inhomogenitat innerhalb der
kaukasischen Stichproben (siehe Abbildung 1). Am auffalligsten dabei ist die klare Abgrenzung der
OncoArray-Stichproben gegeniiber dem CEU-Sample von HapMap. Je nachdem welche Haufigkeit
einer ancestral population (1-4) man betrachtet, zeigen die Wismut-Studien, KENTUCKY, TAMPA
oder NELCS auffillige Besonderheiten.
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Anhand der 4 ap-Cluster konnte nur eine einzige Person (ID=7855; Studie: HSPH) als ,,genomischer
AusreiBer” klassifiziert werden.

Anhand dieser 4 ,ancestral population” wurden zunachst die Mittelpunkte von ethnischen ap-
Clustern (HapMap-Populationen) bestimmt. Danach wurde jede einzelne Person einer diese k-
means Cluster zugeordnet. Es zeigt sich, dass 6 genomische Subcluster (gsub-Cluster) gebildet wer-
den konnten (siehe Tabelle 8). Die gsub-Cluster 2 und 5 enthielten alle HapMap-Afrikanern und
HapMap-Asiaten (grafisch Dargestellt in Abbildung 1), interessanter Weise aber auch 5 der 60
HapMap-Kaukasier. Die anderen 4 genomische Subcluster (gsub-Cluster 1, 3, 4 und 6) dienen offen-
sichtlich zur Differenzierung der Kaukasier (grafisch Dargestellt in Abbildung 1).

Abbildung 1  Genetischen Substrukturen (ausschlieBlich anhand abstammungs-informativer Marker AlMs)
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A: Zuordnung der Stichproben als , kaukasisch”; gsub-Clustern 2 (horizontal) und 5 (vertikal)
B: Inhomogenitat innerhalb der kaukasischen Stichproben; gsub-Clustern 1 (horizontal) und 3 (vertikal)
Auf den Achsen sind die mittleren ,ancestry fractions” ausgewahlter gsub-Clustern je Originalstudien aufgetragen.
Der Kreisdurchmesser ist proportional zur StichprobengréRe. Die gsub-Clustern wurden ausschlielich anhand abstam-
mungs-informativer Marker AlMs gebildet.

Es konnte nur vereinzelt besondere Anhdufung einzelner gsub-Cluster in der einen oder anderen
Originalstudie identifiziert werden. Die meisten Studien zeigen einen Anteil von 11% Personen die
dem gsub-Cluster 2 und rund 2% Personen die dem gsub-Cluster 5 zugeordnet werden. Auffallig
war vor allem die NELCS-Studie, die einen héheren Anteil Personen im gsub-Cluster 5 aber auch im
gsub-Cluster 6 aufweist. Keine Auffalligkeiten wurden fir die Proben der Wismut-Studie beobach-
tet (siehe Anhang Tabelle 68 und Abbildung 41).

Tabelle 8 Verteilung der genomischen Subcluster innerhalb der HapMap-Individuen

Alle 210 17 8% 91 43% 11 5% 7 3% 64 30% 20 9%

AFR 60 . .22 36% . . . 38 63%
ASI 90 . . 68 75% . . .22 24% . .
CEU 60 17 28% 1 1% 11 18% 7 11% 4 6% 20 33%
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4.1.3.6 Ergebnis fiir die abstammungs-informativen Marker plus einer Zufallsauswahl an SNPs
Werden neben der AIMs (n=159) auch eine grol3e Zahl (n=7899) an zufallig ausgewahlten SNPs zum
Bestimmen von genomischen Strukturen verwendet, erhalt das am besten passende ADMIXTURE-
Modell k=25 ,,ancestral populations”. Durch dieses Modell konten jedoch nur n=162 Studienteil-
nehmer (=0,92%) mit (iber 90%igen Wahrscheinlichkeit einem einzigen der ap-Cluster zugeordnet
werden.

Anhand der Zugehorigkeit zu ap-Clustern lassen sich die Stichproben (je Studie) klar als Kaukasier
identifizieren und von HapMap-Afrikanern und HapMap-Asiaten unterschieden (siehe Abbildung 2).

Flr nur einen dieser 25 ap-Clustern konnte eine, auf dem 5% Niveau signifikant unterschiedliche
Haufung zwischen Fallen und Kontrollen erkannt werden (ap-Cluster Nr. 17, p=0,0377, logistischen
Regression; ebenso robuste lineare Regression, fiir etwa 15% der Studienteilnehmer ist dieser das
wahrscheinlichste ap-Cluster). Angesichts des multiplen Testens, kann dies aber als Zufallsbefund
gewertet werden.

Ein Unterschied in der Haufigkeit der ap-Cluster konnte weder hinsichtlich des Geschlechtes (Hap-
Map-Populationen, p=0,6823, x2-Test) noch hinsichtlich des Erkrankungsstatus (OncoArray-
Stichprobe, p=0,1862, x>-Test) beobachtet werden. Es zeigt sich aber auch eine gewisse (zu erwar-
tende) Inhomogenitat innerhalb der kaukasischen Stichproben (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2  Genetischen Substrukturen (abstammungs-informativer Marker und Zufallsauswahl an SNPs)
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A: Zuordnung der Stichproben als , kaukasisch”; gsub-Clustern 2 (horizontal) und 3 (vertikal)
B: Inhomogenitat innerhalb der kaukasischen Stichproben; gsub-Clustern 2 (horizontal) und 3 (vertikal)
Auf den Achsen sind die mittleren ,,ancestry fractions” ausgewahlter gsub-Clustern je Originalstudien aufgetragen.
Der Kreisdurchmesser ist proportional zur StichprobengroRRe. Die gsub-Clustern wurden anhand abstammungs-
informativer Marker und Zufallsauswahl an SNPs gebildet.

Anhand dieser 25 , ancestral populations” wurden nun zunachst die Mittelpunkte von ethnischen
ap-Clustern bestimmt. Danach wurde jede einzelne Person einem dieser k-means Cluster zugeord-
net. Es zeigt sich, dass 4 gsub-Cluster gebildet werden konnten (siehe Tabelle 9). Die gsub-Cluster 2
und 4 enthielten alle HapMap-Afrikanern und HapMap-Asiaten. Interessanter Weise aber auch 5
der 60 HapMap-Kaukasier. Der gsub-Cluster Nr. 3 dienen offensichtlich zur Identifizierung von Kau-
kasier, wobei je ein HapMap-Afrikaner und HapMap-Asiate diesem gsub-Cluster zugeordnet wurde
(siehe Tabelle 9).

Es konnte keine besondere Anhaufung einzelner gsub-Cluster in der einen oder anderen Studie der
OncoArray-Studienteilnehmer identifiziert werden (p=0,1183, x>-Test). Auffallig ist nur, dass etwa
9% der , Kaukasier” dem gsub-Cluster 2 zugeordnet werden (siehe Anhang Tabelle 69).
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Tabelle 9 Verteilung der ,,ancestral populations“-Cluster unter HapMap-Kontrollen
(AIMS + Zufallsauswahl an SNPs)

gesamt 1 2 3 4 |
- n n % n % n % n %
Alle 210 1 0% 8 42% 57 27% 63 30%
AFR 60 . .21 35%% 1 1% 38 63%
ASI 90 1 1% 67 74% 1 1% 21 23%
CEU 60 . .1 1% 55 91% 4 6%

4.1.3.7 Fazit

Die mit dem OncoArray typisierte Studienpopulation kann als , kaukasisch” angesehen werden.
Eine Untermischung von afrikanischer oder asiatischer DNA ist, wenn vorhanden, dann limitiert und
Uber alle Originalstudien gleichméRig verteilt. Die Wismut-Stichprobe zeigt keine besonderen Auf-
falligkeiten. Unterschiede zwischen Fallen und Kontrollen hinsichtlich der gesamt-genomischen
Ethnizitat konnten keine gefunden werden. Innerhalb der kaukasischen Originalstudien kann aber
ein begrenztes Mal an Heterogenitat nicht ausgeschlossen werden.

4.1.4 Deskriptives: Genotypen

Von den 456.699 fir die Analyse verwertbaren Markern sind nur 792 (0,1%) monomorph (siehe
Tabelle 10). Etwa 10% (n=48.790) haben aber eine MAF<1%, sind also seltene Varianten. Die Test-
starke einen Haupteffekt G und/oder eine Interaktion GxE statistisch nachzuweisen ist fir diese
Marker sehr gering. Dieser Anteil seltener Varianten schwankt nur gering zwischen den Autosomen
(Chromosom 1-22: 8,8% bis 12,0%), ist jedoch am X-Chromosom mit 21% deutlich héher. Die ge-
zielte Anreicherung des OncoArrays mit seltenen Varianten kann aus Abbildung 3 erkannt werden.
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Tabelle 10

Abbildung 3

Allelhdufigkeit unter genotypisierten Kontrollen (MAF: minor allele frequency)

MAF
monomorph selten
Chromosom \ % N

Alle 456.699 792 0,1% 48.790 10,6% 407.117 89,1%
1 32.473 54  0,1% 3.444 10,6% 28.975 89,2%
2 38.696 50 0,1% 3.887 10,0% 34.759 89,8%
3 29.334 37  0,1% 3.342 11,3% 25.955 88,4%
4 25.012 39 0,1% 2.665 10,6% 22.308 89,1%
5 28.909 57 0,1% 3.394 11,7% 25.458 88,0%
6 36,410 53 0,1% 3.864 10,6% 32.493 89,2%
7 23.095 34 01% 2263 97% 20.798 90,0%
8 24.513 37 0,1% 2335 95% 22.141 90,3%
9 19.815 25 0,1% 1.794 9,0% 17.996 90,8%
10 23.299 25 0,1% 2151 92%  21.123 90,6%
11 21.766 29 0,1% 2465 11,3%  19.272 88,5%
12 23.353 29 0,1% 2244 9,6% 21.080 90,2%
13 12.696 35 0,2% 1.709 13,4% 10.952 86,2%
14 14.547 22 0,1% 1.479 10,1% 13.046 89,6%
15 13.293 11 <0,1% 1.607 12,0% 11.675 87,8%
16 13.494 21 0,1% 1.409 10,4% 12.064 89,4%
17 14.908 21 0,1% 1.635 10,9% 13.252 88,8%
18 12.641 20 0,1% 1.240 9,8% 11.381 90,0%
19 11,826 15 0,1% 1,253 10,5% 10,558 89.2%
20 12,706 17  0,1% 1,121 8,8% 11,568 91.0%
21 5,567 7 0,1% 501 8,9% 5,059 90.8%
22 8,271 10 0,1% 879 10,6% 7,382 89.2%
X 10,075 144 1,4% 2,109 20,9% 7,822 77.6%

monomorph: MAF=0%; selten: MAF<1% (,rare variant“); haufig: MAF21% (,,polymorphism*)

Allelhdufigkeit unter genotypisierten Kontrollen (MAF: minor allele frequency)

Anzahl

30000
N 456,699
min 0.0000
max 0.5000
25000 mean 0.2014
median 0.1873
25%-quantile  0.0444
0000 4 10%-quantile 0.0091
2 5%-quantile  0.0049
15000

-0.05 000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055

MAF
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4.2 Basismodell ohne Genotypen

4.2.1 Bestimmung der Gewichtung der Studienteilnehmer aus Nicht-Wismut-Studien

In der zur Verfligung stehenden Stichprobe der Wismut-Bergarbeiter (BfS-Bioprobenbank plus Falle
der Indoor-Radon-Studie) kann das rohe Odds Ratio (OR) flir Lungenkrebs unter Strahlenexposition
(>50 WLM, mittlere WLM=966) mit

Odds Ratio-Schatzer (95%-Cl): 2,25 (1,16-4,38)

geschétzt werden (siehe Tabelle 11). Aufgrund der besonderen Zusammensetzung der Falle und
Kontrollen ist dieses OR eine stichproben-interne GroRe, die zwar die Fallwahrscheinlichkeit in der
analysierten Stichprobe quantifiziert, jedoch nicht also unverzerrter Schatzwert des relativen Lun-
genkrebsrisikos in der Grundgesamtheit angesehen werden kann. Siehe dazu Kapitel 4.7.

Adjustiert fur Alter und Rauchen steigt der Schatzwert auf OR=5,28 an. Dieser Wert ist vergleichbar
mit dem in einer anderen Untersuchung geschatztem relativen Risiko RR von 5,74 (95%-Cl: 8,85-
8,58) fuir Uranbergarbeiter, bei einer Exposition 2400 WLM und ebenfalls adjustiert fiir Rauchen.3*

Wirde man nun alle nicht-exponierten Falle und Kontrollen der Nicht-Wismut-Studien hinzufiigen,
erhielte man ein geschatztes rohes OR von nur 0,17, da das Verhaltnis der genotypisierten Falle
und Kontrollen nicht mit dem der Wismut-Studie korrespondiert. Daher ist es zwingend notwendig,
die Falle und Kontrollen der Nicht-Wismut-Studien zu gewichten, um die Schatzung des ORs der
Strahlenexposition und deren Interaktionen nicht zu verzerren.

Eine geeignete Gewichtung ergibt sich dabei aus der Gleichheitsbedingung ORyismur = ORgy1e der
geschatzten ORs:

_ 143x49 (143+13.121)x49

ORwismue = 25ox1z it ORaue = 259%(12+15.016-k)
Daraus ergibt sich k= % ﬁﬁz =0,073326 = 1:13,6.

Definiert man das Verhaltnis Fdlle : Kontrollen als kyjsmut = 12: 143, bzw. Knicht—wismut =
15.016:13.121, ergbit sich der Gewichtungsfaktor fiir nicht-exponierte Nicht-Wismut-Kontrollen
ebenso als k = Ky ismut/Knicht—wismuse (Siehe Tabelle 12, Tabelle 13 und Tabelle 14).

Wenn alle genotypisierten Falle und Kontrollen einbezogen werden, betragt das mit dieser Gewich-
tung geschétzte rohe OR schlielich

Odds Ratio-Schdtzer (95%-Cl): 2,25 (1,65- 3,07).

Als Alternative zur Gewichtung von nicht-exponierten Nicht-Wismut-Kontrollen kann auch (nur)
eine Zufallsauswahl von 15016 X k = 1101 Nicht-Wismut-Kontrollen beriicksichtigt werden. Das
ist dann sinnvoll, wenn die verwendeten Programme eine Gewichtung einzelner Personen nicht
zulassen (z.B. PLINK).
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Tabelle 11 Odds Ratio fiir Lungenkrebs nach Strahlenexposition: nur Wismut-Bergarbeiter

Strahlenexposition
(WLM>50)

Lungenkrebs

Kontrollen Fdlle gesamt

nicht-exponiert 143 12 155

259 49 308

exponiert

402 61

(1,16-4,38)
(2,37-14,1) adjustiert fur Alter
(2,05-13,6) adjustiert fur Alter und Rauchen

gesamt 463

Odds Ratio-Schatzer (95%-Cl): 2,25
Odds Ratio-Schatzer (95%-Cl): 5,78
Odds Ratio-Schatzer (95%-Cl): 5,28

Tabelle 12 Odds Ratio fiir Lungenkrebs nach Strahlenexposition: alle Studienteilnehmer (ungewichtet)

Strahlenexposition
(WLM>50)

Lungenkrebs

nicht-exponiert

Kontrollen

143+13.121

Fdlle

12+15.016

gesamt

exponiert

259

49

308

gesamt

13.523

15.077

28.600

Odds Ratio-Schatzer (95%-Cl) : 0,17 (0,12-0,23)

Tabelle 13

Odds Ratio fuir Lungenkrebs nach Strahlenexposition: alle Studienteilnehmer (gewichtet)

Strahlenexposition Lungenkrebs

(WLM>50)

Kontrollen Fdlle

gesamt

12+15.016 x k= | 14.377

1.113

nicht-exponiert | 143+13.121

exponiert 259 49 308

1.162

(1,65- 3,07).

13.523 14.685

Odds Ratio-Schatzer (95%-Cl): 2,25

gesamt

Tabelle 14 Gewichtung fiir Nicht-Radonexponierte Nicht-Wismut-Bergarbeiter

Fdlle: Kontrollen
(Nicht-Wismut)

Gewichtung der OR (0] 4
Nicht-Wismut-Fdlle*  (nur Wismut) (Wismut+
gewichtet Nicht-Wismut)

Fdlle:Kontrollen

(Wismut)

143:12 13.121: 15.016 0,073326 2,2545 2,2545
* Losung der Gleichheitsbedingung der Falle: Kontrollen zwischen nur-Wismut- und einer kombinierten Stichprobe: 143:12=(143+13.121):(12+15.016k)

4.2.2 Auswahl des besten mehrerer alternativer Basismodelle
Da das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken auch wesentlich von anderen Faktoren, wie Alter, Ge-
schlecht und dem Rauchverhalten abhdngt und sich die exponierten Fille (Wismut-Bergarbeiter)
durch diese Faktoren von allen anderen Personen unterscheiden, ist es notwendig im statistischen
Modell fir diese Faktoren bestmdoglich zu adjustieren. Es wurde daher ein geeignetes Basismodell,
d.h. ohne genetische Komponenten, gesucht, das alle relevanten Stérfaktoren auf adaquate Weise
bericksichtigt. Als Storfaktoren wurden in Betracht gezogen:
e Alter, Geschlecht, Raucherstatus

(als einzig rauchrelevante Variable, fiir die suffizient Information von alle Personen vorliegt),
e das Design der Originalstudien

(im Sinne des Rekrutierungsmechanismus; da nur die Studie des Moffitt Cancer Center im

case only-Design durchgefiihrt wurde, wurde diese zu hosp. CC hinzugezihlt)
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e der Kontinent der Originalstudie
(Russland und Israel wurden ob ihrer Bevolkerungsstrukturen gesondert beriicksichtigt)

Der Einfluss des Raucherstatus bzw. des Alters wurde ggf. geschlechtsspezifisch modelliert. Die
Wahl des die Daten am besten erklarenden Modells wurde anhand des AIC (Akaike’s Informations-
kriterium) getroffen. Grundlage hierfir bildet die Wahrscheinlichkeit der der beobachteten Daten
fir eine Modell mit erfolgter Parameterschatzung nach dem Maximume-Likelihood-Prinzip, die so-
genannte maximale ,Likelihood L“ (lblicherweise als -2In(L) angegeben). Das AIC ist definiert als
AIC = —2L + 2k, mit k der Anzahl der zu schatzende Parameter im Modell. Dies tragt also dem
Umstand Rechnung, dass die Modelanpassung (L) steigt wenn Variablen einem bestehendem Mo-
dell hinzugefiigt werden (also k ebenso steigt).

Ebenso wurde der Anteil konkordanter Personenpaare (es wird der tatsdchliche mit dem durch das
Modell geschatzten Erkrankungsstatus verglichen) und Somers’ D (als MalR der Korrelation zweier
ordinal-skalierter Variablen) bestimmt.

Die Anpassungsgiite der einzelnen Modelle an die beobachteten Daten ist in Tabelle 15 aufgelistet.
Modell Nr. 7 zeigt das kleinste AIC und ist daher mit 70% konkordanten Personenpaaren das Ba-
sismodell der Wahl. Die Anpassungsgtite (AIC) des Modell 5 unterscheidet sich jedoch nur gering-
flgig, die des Modells 6 nur duerst geringfligig von der des Modells 7, wenn auch ob der groRen
Fallzahl beide Male signifikant. Das adjustierte OR einer Strahlenexposition (>50 WLM) wird durch
das Modell 7 mit 3,18 (95%-Cl: 2,16-4,49) geschatzt und weicht nur geringfiigig von dem rohen OR
ab, das unter ausschlieRlich den Wismut-Bergarbeiter geschatzt wurde (siehe Tabelle 16 und Tabel-
le 13).%¢ Das Adjustieren nach Design und Kontinent der Originalstudie erscheint essentiell, da sich
der AIC zwischen Modell 4 und 5 sprunghaft verandert. Gleichzeitig gleicht sich das OR einer Strah-
lenexposition wieder den rohen OR unter nur Wismut-Bergarbeitern an.

Wird die dichotome Zielvariable Strahlenexposition (<50 bzw. >50 WLM) durch die kontinuierliche
GroRe WLM ersetzt (eine lineare Assoziation zum logit(OR) wird postuliert), so verschlechtert sich
die Modellpassung (Modelle Nr. 8-10) wieder geringfligig, wobei unter diesen dreien das Modell
Nr. 10 als Pendant zu Modell 7 die beste Anpassungsgiite aufweist.

Es existieren hinreichende wissenschaftlichen Belege fiir eine lineare Assoziation zwischen dem
WLM und dem ,,Excess Relative Risk“ ERR=RR-1 (bzw. dem RR).>°3%37.38 Djeses Modell wird iiblich
mit RR = eBo+A1¥)(1 + B,WLM) (ERR-Modell) definiert.>

Deshalb  wurden zusatzlich nicht-lineare, logistische Regressionsmodelle der Form
OR = ePo*F1¥)(1 4+ B,WLM) (ERR-Modell) an die Daten angepasst.3 (Das von Richardson und
Kaufmann 2009 publizierte SAS-Makro zur Bestimmung der loglikelihood-basierten 95%-
Konfidenzintervalle wurde wie folgt adaptiert: Das logistische Sub-Modell wurde auf mehrere Kova-
riablen erweitert. Die aus dem OR abgeleitete Erkrankungswahrscheinlichkeit wurde auf den Be-
reich 10 bis 1-10% beschrankt, um die Berechnung der loglLikelihood aus der Bernoulli-
Verteilung zu gewahrleisten. Die Berechnung der loglikelihood-basierten Konfidenzgrenzen wurde
fir alle Modellparameter automatisiert.)

Alle drei entsprechenden Modelle (Nr. 11-13) haben eine erkennbar schlechtere Anpassungsgiite
gegenliber Modell Nr.7, wobei unter diesen dreien das Modell Nr. 12 als Pendant zu Modell Nr.6
die beste Anpassungsgiite aufweist. Die Steigerung des ORs wird im Modell Nr. 13 mit 0,000129
pro ein WLM, in den Modellen Nr. 11 und 12 sogar als negativ geschatzt. In keinem Modell ist das
ORwim (pro ein WLM) signifikant. Der Schatzwert des Modells Nr. 13 fallt auch im Vergleich zu
publizierten Schitzung um bis zu einer 10er-Potenz niedrig aus (ERRwim=0,0021 %°; =0,008 35;
=0,013 %; =0,0012 *>%, =0,0021 #, =0,0053 >3#). Es kann vermutet werden, dass sowohl die Annah-
me: ,WLM=0 (keinerlei Strahlenbelastung)” fiir Nicht-Wismut-Bergarbeiter als auch die Zusam-
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mensetzung des Studienkollektive der Wismut-Bergarbeiter (DNA zur Genotypisierung musste vor-
handen sein; Auswahl der Falle aus der Indoor-Radon Studie sowie der Kontrollen aus der BfS-
Bioprobenbank) zu diesen deutlichen Verzerrung der Schatzwerte fir ERR/WLM filihren. Damit dis-
qualifiziert sich das von andere favorisierte ERR-Modell zusatzlich zur geringeren Anpassungsgiite
flr die hier berichtete Datenauswertung.

Tabelle 15 Anpassungsgiite verschiedener Basismodelle

Log-Likelihood-Test =
s =
] S —
L
b O
$% 538
LS Vug
< £ 5 S c I
o E ~ 0 O DS O O
SIT00I=I3ILSIE
Modell AIC  Awc %cp Somers’D -2in(l) df p-Wert &S = T a S OxAQxac<g
1 8107,1 531 0,3% -0,02 8103,2 1 23x10101
2 8112,8 537 20% 0,00 8100,9 5 21x10105 X X X X X
3 8097,4 522 51% 0,07 8081,4 7 35x10104 X X X X X X X
4 7709,5 134 66% 0,34 7687,5 10 22x102%* X XX X X X XX
5 75989 23 70% 0,41 74489 17 a1x10* X XX X X X X X X X
6 7579,6 4  70% 0,41 74245 20 20,0483 X XX XX XXX XXX
7 7575,7 0 70% 0,41 7419,2 21 -- X X X X X XXX XX
8(+5) 7624,3 49 70% 0,41 7592,3 15 ©0,0003 XX XX X X X X X X
9(+6) 76045 29 70% 0,41 7566,5 18 b0,2943 X XXX X XX X X X X
10(+7) 7603,4 28 70% 0,41 7563,4 19 -- X X X XX X X X X X
11 (+5) 7975,7 400 67% 0,35 7943,7 17 €2x10- XX XX X X X X X X
12 (+6) 7958,0 382 67% 0,35 7920,0 20 <3x101t XX XXX XXX X X X
13 (+7) 8002,5 427 64% 0,32 7964,5 21 - X X X X X X X X X X

X = Einflussvariable im Modell
Apc: Differenz von AIC to AIC,, (Modell 7); %cp = % konkordante Paare,
aim Vergleich zu Modell 7, ® im Vergleich zu Modell 10 (+7), ¢ im Vergleich zu Modell 13 (+7); + identische Kovariablen wie Modell #;
Modell 1-12: logistische Regression; Modell 11-13.: OR = ePo+F1) (1 4+ BsWLM)
Rauchen(Geschl.): das Rauchverhalten wurde geschlechtsspezifisch modelliert; Alter(Geschl.): das Alter wurde geschlechtsspezifisch modelliert;
Das Basismodell der Wahl wurde durch Fettdruck hervorgehoben.

Tabelle 16 Odds Ratios verschiedener Basismodelle fiir Lungenkrebs nach Strahlenexposition
Variable Modell OR (95%-CI) p-Wert
Strahlenexposition 1 2,25 (1,65-3,07) 3,1x107
exponiert (WLM>50) 2 2,20 (1,60-3,00) 7,9x107
vs. nicht-exponiert 3 1,79 (1,29-2,49) 4,0x10*
4 1,38 (0,98-1,93) 0,061
5 2,91 (2,00-4,25) 2,4x108
6 2,90 (1,99-4,24) 3,1x108
7 3,18 (2,16-4,69) 3,7x10°
pro 1 WLM 8 (+5) 0,000304 (-0,000064- 0,000672) 0,1071 s.e.1,9x10*
9(+6) 0,000310 (-0,000060- 0,000680) 0,1005 s.e. 1,9x10*
10(+7) 0,000365 (-0,000094- 0,000739) 0,0561 s.e.1,9x10*
ERR pro 1 WLM 11 (+5) -0,000120 (-0,000294- 0,000043) 0,4364 s.e.1,5x10*
12 (+6) -0,000120 (-0,000282-0,000037) 0,4411 s.e.1,5x10*
13(+7) 0,000129 (-0,000097- 0,000355) 0,5673 s.e.2,6x10*

Modell 1-12: logistische Regression; Modell 11-13: OR = e $o*F19(1 + B WLM);
ERR Excess Relative Risk; s.e. Standardfehler (standard error)
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Tabelle 17 Odds Ratios und p-Werte verschiedener Basismodelle

(weiblich vs. mdnnlich)

OR p-Wert
Strahlenexposition (WLM>50)*
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
225 220 1,79 1,38 291 290 3,18 | 3,1x107 7,9x107  4,0x10* 0,061 2,4x10®  3,1x10®  3,7x10°
Alter bei Diagnose/ unter Frauen 1,02 6,0x10°®
4 -9 -8 B
Interview** nier Mannern 101 1,00 1,01 101 g 7,210%  4,810°  3,6x10°  2,2x10° T 50775
Studiendesign hosp, cc+ 2,40 2,42 2,45 <1x10%  <1x10%®  <1x102%
(... vs. nested CC) pop, cc 1,35 1,35 1,34 0,020 0,022 0,024
Kontinent des Studien-  Amerika 1,65 1,66 1,65 2,9x10%°  2,4x10%°  4,0x1010
orts Israel 1,90 1,91 1,92 5,2x10%  4,7x10*  4,1x10*
(vs. Europa)
Russland 0,82 0,82 0,80 0,177 0,174 0,144
Rauchverhalten unter Frauen 7,58 7,89 N N <1x10%  <1x10%
(.. vs. Nie-Raucher) Raucher unter Ménnern 640 833 195 104 <1x10 <1x10 <1x10%  <1x10°%
Jemals- unter Frauen 1,64 1,63 0,082 0,084
-25 -25

Raucher unter Ménnern 549 452 “793 782 <Ix10% <1x10% T 151075 <1x10%
nter Frauen 3,25 3,25 2,6x10*  3,0x10

Ex-Raucher ———t U0 | 334 3,96 <IX10%  <Ix10% —=— 2
unter Médnnern 5,25 5,33 <1x10%  <1x10%
Geschlecht 084 1,10 1,12 1,10 - 0,00863 0,134 0,089 0,133 -

* exponiert vs. nicht-exponiert; ** pro Jahr; hosp. cc+ = Krankenhausbasierte Fall-Kontroll-Studie (hospital based case-control study) + Case-only Studie;
pop. cc = populationsbasierte Fall-Kontroll-Studie (population based case-control study)




4.2.3 Propensity-Score zur Zusammenfassung der nicht-genomischen StérgroRen

In der Datenauswertung von Beobachtungsstudien sind StérgrofRen besonders zu beachten, da
deren Einfluss auf die ZielgroRe, anders als in einem Experiment, nicht durch Randomisierung kon-
trolliert werden kann. Das Fehlen der Randomisierung in Beobachtungsstudien kann dazu fiihren,
dass sich Falle und Kontrollen nicht nur durch die zu untersuchende Exposition unterscheiden, son-
dern durch eine Vielzahl anderer (messbarer oder unbekannter) gegebenenfalls miteinander inter-
agierender StorgroRRen, die die Wahrscheinlichkeit zu erkranken jedes Studienteilnehmers mit be-
stimmen. Wenn diese Storfaktoren wiederum mit der zu untersuchenden ZielgroRRe korrelieren
(Confounding) konnen in den Studiendaten Scheineffekte beobachtet werden. Die Propensity-Score
(PS) Methode ist eine statistische Technik mit deren Hilfe versucht werden kann, diese Art der Ver-
zerrung durch mehrere interagierenden StorgréBen zu reduzieren, im besten Fall ganzlich zu elimi-
nieren.**2 Mit dem PS sollen alle Félle und Kontrollen hinsichtlich der StérgréRBen ,ausbalanciert”
werden. Die Ergebnisse von Beobachtungsstudien, die mit Hilfe der PS-Methode ausgewertet wur-
den, sind in der Regel — bei klinischen Studien — den Ergebnissen von randomisierten Experimenten
vergleichbar. Im Kontext solcher Studien konnte kein systematisches Uber- oder Unterschitzen von
,Behandlungseffekten” belegt werden.*

Der PS wird in der Fachliteratur definiert als die Wahrscheinlichkeit eines Studienteilnehmers als
Fall fUr eine Beobachtungsstudie rekrutiert geworden zu sein, bedingt einer Anzahl dafir relevanter
Storfaktoren X (Kovariablen) PS,.,, = P(case|X).

Vorteile der Propensity-Score-Methode sind:

e Mit Hilfe des PS konnen Falle und Kontrollen hinsichtlich deren Hintergrund-
Fallwahrscheinlichkeit (hinsichtlich gemessener StorgréRen) in Balance gebracht werden.

e Wenn die gemessenen StorgréRen ausreichend Information beinhalten, kénnen Kontrollen
mit nur geringer Hintergrund-Fallwahrscheinlichkeit, bzw. Falle mit sehr hoher Hinter-
grund-Fallwahrscheinlichkeit anhand des PS identifiziert und gegebenenfalls ausgeschlos-
sen werden (,subject pruning”). Dies kann transparenter dargestellt werden.*?

e Komplexe Verflechtungen der StérgroRen kénnen best-moglichst modelliert werden (z.B.
nested effects, CART-Analysen, etc.). Fir die Analyse der ZielgréRe selbst kann dann ein
einfacheres, fiir die Fragestellung besser angepasstes Modell verwendet werden.

e Auch wenn eine Vielzahl an StorgrofSen zur Bestimmung des PS herangezogen wird, bindet
der PS im finalen Analysemodell der ZielgrofRe nur einen Freiheitsgrad.

e In GWAS wird der PS nur einmal bestimmt, aber in der Modellierung jedes einzelnen Mar-
kers angewandt. Die dem PS zugrundeliegende innere Struktur der StérgroRen untereinan-
der wird nicht verdndert.

Als Nachteile der Propensity-Score-Methode gelten:

e Der PS kann nur auf Basis gemessener (bekannter) StorgrofRen geschatzt werden. Verzer-
rungen der Studienergebnisse durch ,unmeasured confounding” kann nicht vermieden
werden.*43

e Besteht nur ein geringer Uberlapp zwischen den Verteilungen des PS in Fillen und Kontrol-
len, ist das Risiko verzerrter Studienergebnisse hoch.*4*

e Die Schatzung des PS muss auf hinreichend suffizienten Daten (ausreichend grof3en Stich-
proben) basieren, da die Unsicherheit des PS nicht weiter berlicksichtigt wird.

e Es konnte kein Vorteil im Sinne von Power oder Signifikanz des Adjustierens anhand des PS
gegeniber dem Adjustieren direkt anhand der StorgroRen gezeigt werden.

e Die PS-Methode kennt mehrere Optionen, Adjustieren, Matchen, Stratifizieren oder Ge-
wichten, um den PS im finalen Modell zu berticksichtigen. Die Studienergebnisse kdnnen
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stark von der angewandten Option abhangen. Die Wahl der Option muss daher vor der
Analyse getroffen werden.

In der Anwendung der PS-Methode miissen gemaR Arbogast and Ray, 2011 *? drei wesentliche
Schritte eingehalten werden:
1. ,Building the Propensity Score”:
Die sorgfaltige Wahl eines Modells zur Berechnung des PS
2. ,Propensity Score Use - Restriction”:
Der Vergleich der Verteilungen des PS im Fallen und Kontrollen, ggf. der Ausschluss von
Studienteilnehmer
3. ,Propensity-Score Use in the Analysis”
Die sorgfaltige Wahl der Art und Weise, wie der PS im finalen Analysemodell beriicksichtigt
werden soll, d.h. Adjustieren, Matchen, Stratifizieren oder Gewichten

4.2.3.1 Wahl eines Modells zur Berechnung des Propensity-Scores
Der PS wurde fir die weitere Analyse als der lineare Pradiktor Sx aus dem Modell Nr. 7 (logisti-

sches Modell In (M) = fx, dem Basismodell der Wahl, bestimmt. Der vom Modell geschétzte

Pcontrol

PS wurde um die Effekte der Strahlenexposition (<50 bzw. >50 WLM), sowie der vier PCs fiir geneti-
sche Stratifikation bereinigt. Damit vereinigt der PS folgende StorgroRen: Alter, Geschlecht, Rauch-
verhalten, Studiendesign und Kontinent.

PS
Aus dem PS kann die Hintergrund-Fallwahrscheinlichkeit PS,;,, = ;T abgeleitet werden.

4.2.3.2 Vergleich der Verteilungen des Propensity-Scores in Féillen und Kontrollen

Der PS reicht unter allen Studienteilnehmern von -5,40 bis -0,28. Das entspricht einer Hintergrund-
Fallwahrscheinlichkeit von 0,5% bis 43%. Der mediane PS ist unter exponierten Fallen mit -2,85
(£ PSprop=5,5%) am niedrigsten, unter nicht-exponierten Féllen mit -2,09 (= PS,,,, =11%) am
hochsten (siehe Tabelle 18). Im Allgemeinen ist der PS unter Kontrollen erwartungsgemaR geringer
als unter Fallen. Die Wismut—Bergarbeiter (+Exponierte) zeigen jedoch keine systematische hohe-
ren oder niedrigeren PS (siehe Abbildung 4).

Nur 18 der Falle weisen einen PS auf, der gréRer ist als der Maximalwert unter den Kontrollen. Die-
se Falle hatten damit per se eine hohere Chance zu erkranken als jede andere Kontrollperson.
Ebenso weisen 3 Kontrollen einen PS kleiner als das Minimum unter den Fallen auf. Diese Kontrol-
len hatten also per se eine kleinere Chance zu erkranken als jeder andere Fall. 10 der Falle stam-
men aus der MSH-PMH Studie, 7 aus der HSPH- Studie. Die Restlichen stammen aus je einer ande-
ren Studie.

Da der Uberlapp der Verteilungen des PS in Fillen und Kontrollen Giber 99,9% (28.578/28.599) be-
tragt und keiner der 21 (18+3) auffalligen Studienpersonen gravierend hervorsticht, muss kein Stu-
dienteilnehmer von der Datenanalyse ausgeschlossen werden.

Tabelle 18 Verteilung des Propensity-Scores zwischen Fallen und Kontrollen

Propensity Score gesamt

nicht-exponiert exponiert exponiert exponiert
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Propensity Score gesamt Kontrollen Falle
nicht-
nicht-exponiert exponiert exponiert exponiert
N=28.599 N=13.263 N=259 N=15.028 N=49
Minimum -5,40 -5,40 -4,96 -5,38 -4,99
Mittelwert -2,49 -2,81 -3,16 -2,19 -2,92
Median -2,26 -2,64 -2,46 -2,09 -2,85
Maximum -0,28 -0,49 -2,27 -0,28 -2,49
Propensity-Score (gerundet)
-5 822 581 4% 77 30% 162 1% 2 4%
-4 3,295 2,572 19% - - 723 5% - -
-3 7,087 4.038 30% 24 9% 2980 20% | 45 92%
-2 15,286 5.738 43% 158 61% 9.388 62% 2 4%
-1 2,090 333 3% - - 1.757 12% - -
-0 19 1 <1% - - 18 <1% - -
gesamt 28,599 13.263 100 259 100 15.028 100 | 49 100
GLC OncoA Wismut GLC OncoA Wismut
PS-groBer als unter Kontrol-
len 18 - - - - = -
PS-Uberlapp 28.578 478  12.640 401 471  14.527 61
PS-kleiner als unter Fallen 3 —- 2 1 = - -

OncoA.. ... OncoArray-Konsortium (TRICL/ILCCO)

Abbildung 4  Verteilung des Propensity-Scores zwischen Fallen und Kontrollen

Ismalles PS within cases Ergest PS5 within controls

“

Die Abbildung zeigt Histogramme und Kernel-Dichten des Propensity-Scores;
in Blau = Kontrollen; in Rot = Félle;
gepunktete Linien = Dichte der strahlenexponierten Falle oder Kontrollen (nur Wismut-Bergarbeiter)

4.2.3.3 Optionen fiir die Beriicksichtigung des Propensity-Scores im finalen Analysemodell

4.2.3.3.1 Paarweises Zuordnen (Matchen)

Paarweises Zuordnen (Matching) anhand des PS besteht in der Auswahl einer (1:1 Matching) oder
mehrerer (m:1 Matching) Kontrollen je Fall, mit identischem oder vergleichbaren PS. ,,Matching on
the propensity score as a single variable has the effect of matching on all of the components of the
propensity score, without the drawback of matching on numerous individual variables, which leads
to greater and greater difficulty in finding appropriate matches due to the expansion in the number
of potential matching categories”.** Matching fiihrt zu einem direkten Vergleich von Féllen und
Kontrollen, ohne den Effekt von StorgréRen schatzen zu missen. Matching kann zu einer héheren
Effizienz der Datenanalyse fiihren, d.h. zu héherer Power statischer Tests und kirzeren Konfiden-
zintervallen.®
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In einer GWAS mit Zielerkrankung “depressive Storung” wurde 1:1 Matching innerhalb von
,ancestry-informative” Strata (definiert GUber PCs zum Adjustieren fiir Populations-Stratifikation)
um unter anderem ,stressful live events” (SLE) adaquat zu beriicksichtigen. Die Analyse zeigte, dass
wenn die zugrundeliegende Heritabilitat der Zielerkrankung (Depression) mit der Heritabilitat einer
wesentlichen Komponenten des PSs (hier SLE) tiberlappt, ungiinstiger Weise eine genetische Ahn-
lichkeit (,,genetic similarity”) von Fallen und Kontrollen erzeugt wird. Matching fiihrt in einem sol-
chen Fall zu Powerverlusten in Folge von Uberkorrektur.*

Matching fiihrt ferner zu dem Problem, dass bei geringem Uberlapp der PS-Verteilungen fiir einige
Falle, respektive Kontrollen, kein Matching-Partner gefunden werden kann (implizites ,subject
pruning”) *#®. Bei sehr geringem Uberlapp kann der Powervorteil des Matching verloren gehen. Es
gibt auch Uberlegungen, nach denen bei kombiniertem Matching und subject pruning die PS-
Methode zu verzerrten Ergebnissen fiihren kann (PSM-Paradox).*

Da 45 der 49 exponierten Fille (95%) einen PS in dem engen Bereich zwischen -3,5 und -2,5
(+ PSprop =3%-8%) aufweisen, dies aber nur fiir 24 der 249 exponierten Kontrollen (9%) der Fall ist,
ist ein suffizientes, alle Falle und Kontrollen einbeziehendes Matching ohne Gefahr des PSM-
Paradoxes kaum moglich.

4.2.3.3.2 Stratifizieren

Anhand des PS kénnen Strata (homogene Schichten im Sinne von &dhnlichen Personen) gebildet
werden. Die Schatzung des Einflusses der ZielgréRe im finalen Modell erfolgt dann bedingt auf die
Strata-Zugehorigkeit der Studienteilnehmer. Wie fir das Matching gilt, dass die meisten exponier-
ten Falle in einem Stratum (PS zwischen -3,5 und -2,5) liegen. Somit wiirde Stratifizieren faktisch
dem Ausschluss aller anderen Strata gleichkommen (subject pruning). Die Stichprobe wirde unné-
tig verkleinert werden. Powerverlust ware die Folge.

4.2.3.3.3 Gewichten

Es kann versucht werden, durch Gewichten die Verteilung des PS der Kontrollen und der Félle an-
zugleichen. Dabei bestimmt sich das Gewicht nach der ,inverse probability of treatment weight”
(IPTW). Entscheidend ist hier vor allem die Frage nach der Referenz-Verteilung: die der Falle, die
der Kontrollen oder die aller Studienteilnehmer. Diese Gewichte sind vergleichbar mit ,sampling
weights“, die dazu dienen die Reprasentativitat einer Stichprobe herzustellen. Zur Bestimmung der
Gewichte konnen folgende Funktionen verwendet werden:

. Z: 1-Z;
Referenz Félle und Kontrollen®!: w; = e—l + 1—6‘
i —Ci
. . e;
Referenz Félle*’: Félle: w; = 1 Kontrollen: w; = 7 ‘e
—€i
" 1—e;
Referenz Kontrollen’: Falle: w; = — : Kontrollen: w; = 1
i
PS
Mit Z; = 1 fiir Falle und Z; = 0 fiir Kontrollen, sowie der Fallwahrscheinlichkeit e; = TioPs

Unter den beteiligten Originalstudien ist die Rekrutierung der Kontrollen uneinheitlich. Die in diese
Analyse eingehenden Wismut-Bergarbeiter stammen aus der BfS-Bioprobenbank (Wismut-
Kontrollen) und der Indoor-Radon-Studie (Wismut-Félle). Folglich wiirde die gesamte Kohorte (hier
Falle und Kontrolle) als Referenz am sinnvollsten sein. Bei den Fall-Kontrollstudien wiederum kon-
nen die Falle als reprasentativ fiir Erkrankte gelten, die Kontrollen wurden in der Regel nach Alter
und Geschlecht gematched rekrutiert. Folglich wiirden die Falle als Referenz am sinnvollsten sein.
Durch eine Simulationsuntersuchung von Mansson, et al., 2007 *® beziiglich méglicher Verzerrun-
gen, die durch die PS-Methode in Fall-Kontroll-Studien erst erzeugt werden, konnte gezeigt wer-
den, dass ,[l]ittle to no effect modification by propensity score was induced by estimating the pro-
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pensity score using the unweighted case-control or the modeled control methods. We expect that
this will only be true ... if the model for exposure probability used does not include interactions be-
tween the covariates and case-control status”.

Kontrollen mit einem niedrigem PS wiirden ein Gewicht von weit Gber dem 15-fachen erhalten (bei
Referenz Fall und Kontrollen, als auch bei Referenz Fille) (siehe Abbildung 5). Auf der andern Seite
wirden Falle mit einem sehr hohem PS ein Gewicht von bis zum 8-fachen erhalten (Referenz Kon-
trolle). Damit wiirde diesen einzelnen, gemaR PS extremen Beobachtungen ein sehr hoher Einfluss
auf die Modellschatzung gewahrt. Ungeachtet welche Gewichtung vorgenommen wird verbleibt
ein héherer Anteil mit niedrigerem PS unter Kontrollen als unter Fallen. Ferner kann Gewichten nur
als PS-Option angewandt werden, wenn die verwendeten Programme der GWAS-Analyse eine Ge-
wichtung zulassen.

Abbildung 5 Verteilung des gewichten Propensity-Scores zwischen Fallen und Kontrollen

Gewichtung nach Fillen und Kontrollen

smalles PS within cases largest PS within controls

e |

T — T — T T
E -4 -2 0

Gewichtung nach Fillen Gewichtung nach Kontrollen

smalles PS within cases largest PS within controls

‘ ‘J}‘
: MLJ_L . m_.Hﬁ W

smalles PS within cases largest PS within controls
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-2 '1 ; ‘ -2 él
Die Abblldung zeigt Histogramme und Kernel Dichten des Propen5|ty -Scores;
in Blau = Kontrollen; in Rot = Félle;
gepunktete Linien = Dichte der strahlenexponierten Félle oder Kontrollen (nur Wismut-Bergarbeiter)

4.2.3.3.4 Adjustieren

SchlieBlich verbleibt als PS-Option das EinschlieRen des PS als Kovariable im finalen Analysemodell
(Adjustieren).* Dies ist die am wenigsten problematische Option und kommt einer tblichen multi-
variablen-adjustierten Modellschatzung am nachsten. In der Simulationsstudie von Mansson et al.
konnte auch gezeigt werden, dass eine als Artefakt durch die PS-Methode hervorgerufene Effekt-
modifikation nicht durch Adjustieren mit dem PS zu erwarten ist.*® Wie in Abbildung 6 erkennbar,
steht der PS im Allgemeinen in einer linearen Korrelation zum Logit der Fallwahrscheinlichkeit. Le-
diglich in den sehr seltenen Fallen besonders niedrigem oder besonders hohem PS wird die Lineari-
tats-Annahme verletzt. Eine weitere Transformation des PS fiir die hier beschriebene Datenanalyse
ist daher nicht notwendig.*?
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Abbildung 6  Spline-Linearitdt des Propensity-Scores in einem logistischen Regressionsmodell
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Die Abbildung zeigt den linearen Pradiktor 9 = In(pease/ (1 — Pease)) (Y-Achse) einer nicht-
parametrischen logistischen Regression einer Spline-Funktion des Propensity-Scores (x-Achse) als er-
kldrende Variable vor dem Hintergrund des Histogramms des Propensity-Scores aller Falle und Kon-

trollen.

4.2.3.4 Fazit

Die StorgroRen Alter, Geschlecht, Rauchverhalten, Studiendesign und Kontinent kdnnen addquat in
einem PS abgebildet werden. Kein Studienteilnehmer muss auf Grund eines markant hohen oder
markant niedrigen PS ausgeschlossen werden, da sich die Verteilungen des PS der Kontrollen und
der Falle fast vollstandig tiberschneiden.

Matchen und Stratifizieren anhand des PS sind als Analyseoption ungeeignet, da dies zu impliziten
»Subject pruning” fiihren wirde. Gewichten anhand des PS ist als Analyseoption ungeeignet, da
einzelne, extreme Beobachtungen die Analyseergebnisse sehr stark beeinflussen wirden. Daher
wird der PS als Kovariable in das finale Analysemodell aufgenommen.

4.2.4 Basismodell mit Propensity-Score

Schlussendlich wurde Gberpriift, inwieweit sich die Glite der Modellanpassung des gewahlten Ba-
sismodells (Modell Nr. 7) andert, wenn die einbezogenen Kovariablen durch den PS ersetzt werden.
Nicht alle der verwendeten Programme lassen eine Gewichtung einzelner Personen zu. Alternativ
zur Gewichtung von nicht-exponierten Nicht-Wismut-Kontrollen kann auch nur eine Zufallsauswahl
von 15.016 X k = 1.101 Nicht-Wismut-Kontrollen beriicksichtigt werden. Deshalb wurde ebenso
Uberprift, inwieweit sich die Giite der Modellanpassung des gewdhlten Basismodells unter Einbe-
ziehung nur einer Zufallsauswahl an nicht-exponierten Nicht-Wismut-Kontrollen dndert. Zehn sol-
che Zufallsauswahlen wurden getroffen.

Das Basismodell mit PS zeigt im Vergleich zu einem multiplen Basismodell eine héhere Modellan-
passung, bemessen am AIC (kleinere AIC = hdher Anpassungsgute). Dies ist auf die geringere An-
zahl zu schatzender Parameter zurlick zu fihren, da die Likelihood der Daten im Basismodell mit PS
héher ist als im multiplen Basismodell (kleinere -2InL = hoher Anpassungsgtite) (siehe Tabelle 19 —
Spalte -2InL). Die Punktschatzung des ORs beziiglich der Strahlungsexposition ist in beiden Model-
len mit 3,18 identisch; das 95%-Konfidenzintervall im Modell mit PS ist kiirzer, die Signifikanz hoher
(p=3,7x107° gegeniiber p=2,1x107"2).

Fazit: Das Modellieren mit PS ist gegenliber einem multiplen Modell vorzuziehen. Verzerrende
Effekte sind nicht zu erwarten.

Das Ersetzen der notwendigen Gewichtung von nicht-exponierten Nicht-Wismut-Kontrollen durch
eine entsprechende Zufallsauswahl fiihrt zu einer geringfligigen Streuung der Punktschatzung der
OR beziglich der Strahlungsexposition (OR zwischen 3,07 und 3,29) und der Signifikanz (p-Werte
zwischen 6,3x103 und 1,5x10?) (siehe Tabelle 20). Der Vorteil gegeniiber dem multiplen Modell
bleibt hingegen bestehen. Das OR pro Einheit PS wird Uber alle Modell mit Zufallsauswahl nahezu
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unverandert dem gewichteten Modell mit PS geschatzt. Die Glte der Modellanpassung in den Mo-
dellen mit Zufallsauswahl ist bemessen am AIC vernachlassigbar geringer.

Fazit: Die Alternativen ,,gewichtetes Modell mit PS“ und ,,ungewichtetes Modell mit Zufallsauswahl
und PS“ sind in der Schatzung des stichproben-internen ORs der Strahlenexposition und so-
mit der stichproben-internen Hintergrund-Fallwahrscheinlichkeit ebenbiirtig.

Tabelle 19 Modellanpassung des Basismodells mit Propensity-Score

Daic -2inL %cp SomersD  Fille Kontrollen gesamt

Bestes multiples Modell Nr.7 75757 24 7.4192 70% 041 15.077 13522 28.599
/ gewichtet

Propensity-Score / gewichtet 7.549,6 0 75356 70% 0,41 15.077 13.522  28.599
Propensity-Score / Zufallsauswahl 1 7.545,5 4 75315 71% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 2 7.548,5 1 7.5345 70% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 3 7.540,5 9 7.5265 71% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 4 7.552,4 3 75384 70% 0,41 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 5 7.544,9 5 75309 70% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 6 7.548,1 1 7.5341 70% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 7 7.552,3 3 7.538,3 70% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 8 7.545,4 4 7.531,4 70% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 9 7.546,3 3 75323 71% 0,42 1.162 13.522 14.684
Propensity-Score / Zufallsauswahl 10  7.549,0 1 7.5350 70% 0,42 1.162 13.522 14.684

Apc: Differenz zum AIC des Modells “Propensity-Score / gewichtet”; %cp ... % konkordante Paare
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Tabelle 20 Schatzung des Odds Ratios fiir Strahlenexposition im Modell mit Propensity-Score
Modell OR (95%-Cl) p-Wert
Strahlenexposition
Beste§ multiples Modell Nr.7 318(2,16-4,69)  3,7x10°
/ gewichtet
Propensity-Score / gewichtet 3,18 (2,30-4,40) 2,1x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 1 3,19(2,31-4,42) 1,8x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 2 3,21(2,32-4,43) 1,5x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 3 3,07 (2,22-4,24) 9,5x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 4 3,29 (2,38-4,54) 5,3x1013
Propensity-Score / Zufallsauswahl 5 3,15(2,28-4,35) 3,4x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 6 3,16 (2,29-4,37) 2,7x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 7 3,27 (2,37-4,53) 6,3x1013
Propensity-Score / Zufallsauswahl 8 3,18 (2,30-4,39) 2,2x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 9 3,17 (2,29-4,38) 2,5x1012
Propensity-Score / Zufallsauswahl 10 3,14 (2,27-4,34) 3,9x1012
Propensity-Score
Propensity-Score / gewichtet 2,71(2,47-2,98) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 1 2,71(2,47-2,98) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 2 2,71(2,47-2,98) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 3 2,70(2,46-2,97) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 4 2,71(2,47-2,98) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 5 2,71(2,46-2,97) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 6 2,71(2,46-2,97) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 7 2,71(2,46-2,97) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 8 2,72 (2,47-2,99) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 9 2,71(2,47-2,98) <1x10%
Propensity-Score / Zufallsauswahl 10 2,70 (2,46-2,97) <1x10%

4.3 Genomische Blockstruktur

Das menschliche Genom besteht aus einer Vielzahl an Regionen mit stark aneinander gekoppelten
Markern (den LD- oder Haplotyp-Blocken), die durch Rekombinations-,hot spots, voneinander
getrennt sind. Die Kopplung genomischer Marker innerhalb eines LD-Blocks bezieht sich auf die
Tatsache, dass bestimmte Allele an nahe gelegenen Stellen auf demselben Haplotyp haufiger auf-
treten kdnnen als dies durch Zufall zu erwartet ist.*>*° LD ist von grundlegender Bedeutung fiir die
Assoziationsstudien, da Assoziation zu einem Phanotyp nicht nur am ursachlichen Locus, sondern
auch an benachbarten Markern beobachtet werden kann. LD-Muster variieren aber zwischen Eth-
nizitdten.>! Ebenso kdnnen Markerpaare, die mehrere zehn Kilobasen voneinander entfernt sind, in
vollstdndigem LD zueinander sein, wahrend naheliegende Paare aus der gleichen Region in schwa-
chen LD zueinander stehen. Dariliber hinaus variiert die Lange der LD-Blocke von einem genomi-
schen Bereich zum nachsten.

Die beobachteten Assoziationen mehrerer Marker eines LD-Blocks zu einem Phanotyp missen da-
her als miteinander korreliert angesehen werden. Es ist daher von Bedeutung, die LD-Struktur der
typisierten Marker im Studienkollektiv zu ermitteln, um die ,Anzahl unabhangiger Tests” auf Asso-
ziation abschéatzen zu kdnnen. Dies ist notwendig, um in der Bestimmung der Signifikanz fiir multip-
les Testen addquat adjustieren zu kénnen. Ebenso kann eine Modellschatzung fiir alle Marker eines
LD-Blocks gemeinsam erfolgen.

Definitionen solcher Blocke basieren entweder auf der Schatzung von Haplotypen oder auf der
Schitzung des LDs zwischen Markern.>®? Fiir diese Untersuchung wurden Haplotyp-Blécke nach
der in PLINK implementierten Routine bestimmt (= gemaR Handbuch identisch mit der Voreinstel-
lung von Haploview: LD wird nur fiir Markerpaare mit weniger als 500 kb Distanz zueinander, min-
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destens 50% verfligbaren Genotypen und einer minimalen MAF>5% geschatzt. Ein Block enthalt
mindestens 95% Markerpaare mit "strong LD" gemiR den 95%-Konfidenzintervallen fiir D*).>3 LD-
Blocke werden ferner aus allen benachbarten Markerpaaren mit einem r?20,025 definiert. Marker-
Blocke ergeben sich aus der Kombination beider Definitionen.

Berisa and Pickrell, 2016 ** haben auf Basis der 1000-Genom-Projekt-Phase-I Daten (mapping
GRCh37/hg19) 1.083 sich nicht Gberlappende LD-Blécke u.a. fiir Kaukasier definiert. Diese Blécke
sind im Mittel 2,531 kb lang und umfassen 1 bis 4.300 haufige und 1 bis 765 selten Varianten des
OncoArrays (im Mittel 412 Marker).

Im Vergleich dazu werden 456.699 Blocke (74.660 Haplotyp-Blocke und 54.491 hot spots) durch die
in PLINK implementierte Routine identifiziert. Diese sind im Mittel nur 14 kb lang und umfassen
durchschnittlich 3,5 Marker. Fasst man alle, in LD zueinander stehende Marker (r?20,025) zusatzlich
zusammen, kénnen 103.983 Blocke (67.161 LD/Haplotyp-Blocke und 36.822 hot spots) definiert
werden. Diese sind im Mittel nur 20 kb lang und umfassen durchschnittlich 4,4 Marker. 5% dieser
Blécke umfassen mehr als 13 Marker (siehe Tabelle 22 und Tabelle 23).

Die Blockstruktur nach Berisa und Pickrell erscheint als fiir eine Analyse zu grob. Immerhin wird das
kiirzeste aller Chromosomen (Nr. 22) in nur 3 Blocke aufgeteilt. Bei der kombinierten Blockdefiniti-
on (Haplotyp + LD) sind das immerhin 2.584 Bl6cke.

Fazit: Die Analyse aller haufigen Varianten erfolgt in 103.983 Blocken. Davon umfassen 10.497
Blocke (~¥10%) nur selten Varianten, 70.289 Blécke (~68%) nur haufige. Die verbleibenden
23.197 Blécke (22%) beinhalten beides (siehe Tabelle 21).

Da die Blocke als unabhangig angesehen werden kénnen, lasst sich das genomweite Signifi-
kanzniveau gemaR Bonferroni auf " = 0,05/103.983 ~0,5 x 10~7 festlegen. Als sugges-
tives Signifikanzniveau wir ein @” = 1 x 107> betrachtet. (Seltene Varianten blieben bei der
Datenauswertung jedoch unbericksichtigt.)

Tabelle 21 Anzahl LD-Blocke mit seltenen und haufigen Varianten

Anzahl seltener Anzahl hédufiger Varianten

Varianten (MAF>1%)
(MAF<1%1) keine 1 oder mehr gesamt
keine - 70.289  70.289
1 oder mehr 10.497 23.197  33.694
gesamt 10.497 93.486 103.983

Block-Definition: Haplotyp +LD
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Tabelle 22 LD-Blécke je Chromosom
Blocktyp
Anzahl Anzahl Anzahl
cold hot Anzahl hdufiger seltener monomorpher
gesamt  spot spot SNPs Varianten Varianten Varianten

N N N Mittel Median Min. Max. Min. Max. Min. Max. Mittel
gesamt 103.983 67.161 36.822 4.4 3 1 1.230 1 76 1 6 19.658
1 7.461 4.818 2.643 4.4 3 1 280 1 76 1 3 21.553
2 8.664 5.550 3.114 45 3 1 142 1 25 1 2 19.785
3 6.705 4.330 2.375 4.4 3 1 206 1 38 1 2 20.656
4 5.954 3.894 2.060 4.2 3 1 100 1 23 1 1 22.393
5 6.366 4.107 2.259 4.5 3 1 156 1 61 1 2 20.185
6 7.510 4.865 2.645 4.8 3 1 205 1 22 1 1 16.473
7 5.278 3.439 1.839 4.4 3 1 250 1 21 1 3 21.067
8 5.410 3.525 1.885 4.5 3 1 101 1 13 1 2 19.124
9 4.581 2.956 1.625 4.3 3 1 73 1 28 1 2 17.477
10 5.215 3.403 1.812 4.5 3 1 85 1 23 1 2 18.323
11 4.905 3.159 1.746 4.4 3 1 85 1 62 1 3 19.492
12 5.142 3.350 1.792 4.5 3 1 349 1 18 1 1 18.407
13 3.232 2.047 1.185 3.9 3 1 107 1 56 1 4 20.394
14 3.414 2.205 1.209 4.3 3 1 193 1 12 1 1 18.664
15 3.180 2.057 1.123 4.2 3 1 51 1 38 1 2 18.518
16 3.264 2.103 1.161 4.1 3 1 82 1 12 1 1 20.054
17 3.185 2.055 1.130 4.7 3 1 1.230 1 48 1 2 18.006
18 3.007 1.943 1.064 4.2 3 1 126 1 16 1 1 18.684
19 2.765 1.788 977 4.3 3 1 180 1 14 1 1 14.138
20 2.910 1.875 1.035 4.4 3 1 159 1 8 1 1 15.811
21 1.357 886 471 4.1 3 1 42 1 14 1 1 19.829
22 1.894 1.214 680 4.4 3 1 221 1 8 1 1 12.875
23 2.584 1.592 992 3.9 3 1 295 1 34 1 6 40.000

cold spot: Marker in LD; hot spot: genomische Regionen unkorrelierter Marker; seltene Varianten: MAF<1%

Tabelle 23 Anzahl Marker pro LD-Block

q 0 0 0

103.983 21.596 26.005 15.231 10.092 22.990 7.916 153
20,7%  25,0%  14,6% 9,7% 22,1% 7,6% 0,1%
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4.4 Genomische Stratifikation

Um fir vorhandene Populationsstratifikation moglichst effizient adjustieren zu kénnen, wurde eine
geeignete Hauptkomponentenanalyse (PCA, ,principal component analysis”) auf einer Zufallsaus-
wahl typisierter Marker durchgefiihrt.>>>® Die Beschrankung der Anzahl beriicksichtigter Marker ist
durch den enormen Rechenaufwand der PCA bei grolRen Stichproben notwendig. Ebenso ware eine
PCA durch die Multikolinearitat von Markern im LD zueinander nicht mehr valide berechenbar. Im
finalen Schatzmodell werden dann eine ausreichend Anzahl an PCs (Hauptkomponenten) bertick-
sichtigt um hinreichend fiir Populationsstratifikation zu adjustieren, wobei sich die Frage stellt, wie
viele PCs ,,ausreichen”.

Zwei Ansatze hierfiir wurden verfolgt:

a) Alle PCs mit signifikanter Varianzzerlegung (Tracy-Widom Statistik)
b) Alle PCs mit signifikanter Anderung im Schitzer des Dezentralititsparameters A der x>-
Verteilung der Teststatistiken aller Marker.

Die Berechnung der PCs erfolgte mit den Programmen SMARTPCA und EIGENSTRAT.®® Die Schét-
zung erfolgte auf Basis aller verfligbaren Genotypen des OncoArray-Konsortium, der Wismut und
KORA-Studien ungeachtet der Verfligbarkeit und Validitat von Phanotypen. Fir die Schatzung wur-
de ein Set an zufdllig ausgewahlten, nicht-korrelierten Markern (m=26.600; ,,pruned”) verwendet,
wobei gemiR Price, et al., 2008 >’ Marker in ,long-range LD“-Regionen ausgeschlossen wurden
ebenso wie Regionen um bekannte ,susceptibility genes” fiir Lungenkrebs (5p15.33 TERT 1.200-
1.400kb; 15925.1 CHRNA3 78.800-79.000kb; 15925.1 HYKK 78.700-78.900kb; 6p21.33 BAG6/BAT3
31.600-31.700kb) ergénzt durch jene 22 disponierende Gene (,novel identified susceptibility loci“)
aus dem OncoArray-Projekt.*® Da einige SNPs nahe ausgeschlossener Regionen Einfluss auf signifi-
kant zwischen Fallen und Kontrollen differenzierende PCs nehmen, wurden die Regionen nachtrag-
lich erweitert. Ebenso wurden alle Marker ausgeschlossen, die eine signifikante ,,crude” Assoziation
zum Fall/Kontroll-Status aufweisen (p<0,05 oder FDR<0,05). Diese 99 Regionen umfassen insge-
samt 6.907 der m=26.600 Zufallsmarker (siehe Anhang Tabelle 75).

Fir alle Berechnungen wurden nur Marker mit einer Allelhdufigkeit MAF>1%, einer Call-Rate>90%
und Unterschieden zwischen erwarteter und beobachteter Heterozygositat von An.:<8%-Punkte*
sowie Personen mit einer Call-Rate>90% verwendet. (*Ob der groBen Fallzahl wurden schon kleins-
te absolute Abweichungen vom HWE mit puwe<1x10%° — y2-Test mit einem Freiheitsgrad - als
hochst-signifikante ausgewiesen. puwe ist deshalb kein sinnvoll verwendbares Ausschlusskriterium
ungeeigneter Marker)

Die Berechnung der PCA erfolgte in zwei Schritten:
1. Prufschritt — zur Bereinigung des Markersatzes und Suche nach genomischen Einzelfillen

a. Bei PCs mit signifikanten Unterschieden zwischen Fallen und Kontrollen (cc-signifikant
gemall ANOVA) wurden jene Marker, die mit dem betroffenen PC am starksten korre-
lieren (,eigenbestsnps”) aus dem Markersatz ausgeschlossen, um ein Uberkorrigieren
durch fir den Fall/Kontroll-Status relevante PCs zu verhindern. Ebenso wurden alle mit
einer betroffenen PC signifikant korrelierten Marker ausgeschlossen (psc<0,05, p-Wert
korrigiert gemall genomic control) oder die mindestens 1% der Variabilitat einer be-
troffenen PC erklaren.

b. Ebenso wurde nach Personen gesucht, die als genomische Einzelfille (AusreifRer) anzu-
sehen sind. Der Ausreifler-Grenzwert wurde mit 0=45 (Programmparameter outlier
sigma thresh) festgelegt. Die Anzahl moglicher AusreiRer wurde mit 10 begrenzt. Alle
auffalligen Personen wurden mit jenen der ADMIXTURE-Analyse abgeglichen und bei
Ubereinstimmung aus den Kollektiven als ,,genomische Einzelfdlle" ausgeschlossen.
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Dieser 1. Prifschritt wurde maximal 10x wiederholt, oder bis keine PC einen signifikanten
Unterschied zwischen Fallen und Kontrollen aufwies.

2. Nach Bereinigung inaddaquater Marker und auffalliger Personen wurde die PCA ohne Pri-
fung auf AusreiBer durchgefihrt.

Die maximale Anzahl zur Korrektur von genomischen Substrukturen notwendiger PCs wurde
durch die Zahl signifikanter PCs gemaR der Tracy-Widom-Statistik, wie in SMARTPCA implemen-
tiert, bestimmt. Die Anzahl notwendiger PCs orientiert sich an der Schatzung des ,genome wi-
de inflation factors A ,,gemaR genomic control“.**>° Fir die Analyse wird jene Anzahl PCs mit
dem geringstem A herangezogen, wenn signifikant mit dem CC-Status assoziierte PCs unberiick-
sichtigt bleiben.

4.4.1 Ergebnis Markersatz | (m=26.600 Zufallsmarker)

Aus den 472.998 zur Analyse zur Verfligung stehenden Markern, wurden zuféllig 26.600 {iber
alle Chromosomen gleichmaRig verteilte Marker fir die Bestimmung der PCs ausgewahlt. Da-
von ausgeschlossen wurden Indels (gemeinsame Bezeichnung fir die Mutationsformen Inserti-
on=Einschub und Deletion=Auslassung), Marker aus “long-range LD-regions” und Marker mit
auffalligen Abweichungen vom HWE. Fir die Bestimmung der PCs verblieben zuletzt m=15.060
Marker. In vier Durchlaufen wurden weitere 1.723 CC-signifikante Marker ausgeschlossen. Die
finale PC-Schatzung beruht daher auf 13.337 Markern.

Die Tracy-Widom-Statistik weist fir die ersten 439 der maximal 28.606 PCs einen statistisch
nachweisbaren Erklarungsbeitrag fir die genetischen Substrukturen in der Stichprobe aus.
Uber den jeweiligen Erklarungsgrad wird dabei keine Aussage getroffen. Damit kann zunichst
die Obergrenze der notwendigen Anzahl PCs auf 439 beschrankt werden.

Die Chi%-Verteilung der Teststatistiken aller m=26.600 Marker ist um den Faktor A=1,656 (be-
obachteter Median/ theoretischer Median) gestreckt (=inflated). Durch Adjustieren mit 4 PCs
lasst sich A auf einen Wert von 1,139 senken, durch Adjustieren mit 5 PCs auf einen Wert von
1,108 senken. Die 5. PC korreliert jedoch signifikant (p=0,001) mit dem Erkrankungsstatus (sie-
he Tabelle 24 und Abbildung 7). Das Adjustieren an weiteren PCs erbringt keine weitere Sen-

kung von A.
Tabelle 24 Inflationsfaktor A gemaR “genomic control“: Markersatz | (m=26.600 Zufallsmarker)
. . korrigiertes A
p-Wert korrigiertes A . .
pC Korrelation zu CC (alle PCs) ElRGTEBEEd s
PCs)
unkorrigiert 1,656

1 0,069 1,436 1,436

2 0,023 1,131 -

3 0,852 1,141 1,445

4 0,732 1,139 1,455

5 0,001 1,108 -

6 0,587 1,106 1,453

7 0,741 1,109 1,457

8 0,664 1,105 1,458

9 0,415 1,110 1,470

10 0,147 1,111 1,458

11 0,417 1,106 1,457

12 0,609 1,105 1,463

13 0,435 1,107 1,459

14 0,921 1,106 1,460

15 0,139 1,097 1,463

16 0,484 1,094 1,469

17 0,756 1,097 1,469

18 0,169 1,095 1,459

19 0,464 1,099 1,460

20 0,267 1,097 1,461

PC = principal component, CC = Erkrankungsstatus (case control status)
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4.4.2 Ergebnis Markersatz Il (m=33.661 Zufallsmarker)

Die Berechnung wurden mit einer alternativen Zufallsauswahl des OncoArray-Konsortiums von
m=33.661 Markern wiederholt. Die Liste diese Marker steht allen Mitgliedern von TRICL/ILCCO-
Konsortium via Wiki-OncoArray zur Verfligung (http://consortia.ccge.medschl.cam.ac.uk/oncoarray/doku.php;
Abschnitt: Principal Component Generator; download: PCgenerator_program.zip — darin enthalten:
PCA_SNPIist.txt).

Aus den 472.998 zur Analyse zur Verfligung stehenden Markern, wurden zufallig 33.661 (ber alle
Chromosomen gleichmaRig verteilte Marker fir die Bestimmung der PCs ausgewahlt. Davon ausge-
schlossen wurden Indels, Marker aus “long-range LD-regions” und Marker mit auffalligen Abwei-
chungen vom HWE. Fiir die Bestimmung der PCs verblieben zuletzt m=24.811 Marker. In vier
Durchlaufen wurden weitere 8.682 CC-signifikante Marker ausgeschlossen. Die finale PC-Schatzung
beruht daher auf 16.129 Marker.

Die Tracy-Widom-Statistik weist fir die ersten 15.753 der maximal 28.606 PCs einen statistisch
nachweisbaren Erkldrungsbeitrag fiir die genetischen Substrukturen in der Stichprobe aus. Uber
den jeweiligen Erklarungsgrad wird dabei keine Aussage getroffen. Damit kann zunachst die Ober-
grenze der notwendigen Anzahl PCs auf 15.753 beschrankt werden.

Die Chi%-Verteilung der Teststatistiken aller m=33.661 Marker ist wie zuvor um den Faktor A=1,656
(beobachteter Median/ theoretischer Median) gestreckt (=inflated). Durch Adjustieren mit 4 PCs
lasst ich A auf einen Wert von 1,152, durch Adjustieren mit 5 PCs aus einen Wert von 1,109 senken.
Die 5. PC korreliert jedoch signifikant (p=0,0002) mit dem Erkrankungsstatus (siehe Tabelle 25 und
Abbildung 8). Das Adjustieren an weiteren PCs erbringt keine weitere Senkung von A.

Tabelle 25 Inflationsfaktor A gemaR “genomic control“: Markersatz Il (m=33.661 Zufallsmarker)
pC p-Wert korrigiertes A korrigiertes A
Korrelation zu CC (alle PCs) (alle nicht CC-sig. PCs)
unkorrigiert 1,656

1 0,170 1,617 1,617

2 0,057 1,298 1,298

3 0,120 1,158 1,158

4 0,532 1,152 1,152

5 0,0002 1,109 -

6 0,454 1,110 1,159

7 0,395 1,102 1,157

8 0,045 1,104 -

9 0,160 1,105 1,163

10 0,491 1,104 1,165

11 0,870 1,104 1,163

12 0,504 1,104 1,162

13 0,702 1,103 1,159

14 0,933 1,102 1,160

15 0,607 1,102 1,159

16 0,190 1,100 1,156

17 0,702 1,103 1,154

18 0,840 1,103 1,154

19 0,890 1,107 1,157

20 0,056 1,101 1,155

PC = principal component, CC = Erkrankungsstatus (case control status)
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Abbildung 7 Inflationsfaktor A gemaR “genomic control“: Markersatz | (m=26.600 Zufallsmarker)
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Abbildung 8 Inflationsfaktor A gemaR “genomic control“: Markersatz Il (m=33.661 Zufallsmarker)
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4.4.3 Fazit

Wenn man die Zufallsauswahl an Markern des OncoArray-Konsortiums (Oxford, m=33.661 Marker)
zur Schatzung von A verwendet, sind die ersten flnf PCs tendenziell starker mit dem Fall-Kontroll-
Status der Proben korreliert, als unter Verwendung der Zufallsauswahl m=26.600 Marker (siehe p-
Werte). Unabhéngig davon welcher Markersatz herangezogen wurde, der Parameter A erreicht erst
durch adjustieren mit jeweils 5 PCs eine Wert von ~1,1 (urspriinglich als akzeptabler Wert aner-
kannt ©), dandert sich aber kaum (oder gar nicht) mehr, wenn mit weiteren PCs adjustiert wird. Je-
doch ist dieser 5. PC jeweils (fur beide Marker-Satze) mit dem CC-Status signifikant korreliert und
konnte daher die Power zum Aufdecken von Marker x Phdnotyp (G)-Assoziation oder einer GxE-
Interaktion senken.

Die Akzeptanz eines Rest-A von ~1,1 kann durch die Untersuchung von Yang 2011 gerechtfertigt
werden: “Before large-scale GWAS being conducted, this method [genomic control method] ... be-
came a standard approach to quantify and adjust for population structure. In the first wave of
GWAS, the genomic inflation factors observed in GWAS with thousands of individuals were usually
<1,1, which were usually interpreted to be due to subtle population structure. Much larger inflation
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factors have been observed in GWAS with large sample size especially when pooling a number of
GWAS into a meta-analysis” .... ,,We have shown by theory, simulation studies and analysis of mul-
tiple data sets that a significant inflation of test statistics is to be expected under polygenic inher-
itance even when there is no population structure.” *

Es scheint daher sinnvoll mit nur 4 PC flir genomische Stratifikation zu adjustieren. Das geschatzte A
unter Verwendung der Zufallsauswahl m=26.600 Marker ist kleiner als unter Verwendung der Zu-
fallsauswahl m=33.661 Marker. Demzufolge wurden die diesbezliglichen Eigenwerte der PCA in den
statischen Modellen zum Adjustieren als Kovariablen verwendet.
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4.5 Analysemodell fiir eine Einzelmarker-Assoziationsanalyse

Es wurde folgendes Analysemodell zur Schatzung der GxE- Interaktion verwendet:

Pp
1-pp

In(0ddp) = In (22=) = B, + BuiPCi + BrsPS + G + Bk + Boxi (G - )

D: Erkrankungsstatus (D=1: LK-Patienten; D=0: Kontrollen)

G: Anzahl des selteneren Allels am Marker m

E: Strahlenexposition (0: nicht-exponiert bei WLM <50, 1: exponiert bei WLM>50)
PS:  Propensity-Score (vereinige nicht-genetischen Risikofaktoren des Lungenkrebses)
PC: Vier Eigenvektoren der PCA zum adjustieren flir Populationsstratifikation

Mit diesem Modell werden nur Marker mit einer Allelhdufigkeit unter Kontrollen mit einer
MAF>1% analysiert. Bei einer geringeren MAF ist die Wahrscheinlichkeit (Power) eine Assoziation
aufzudecken gering. Dafiir ist die Wahrscheinlichkeit hoch, in der kleinen Gruppe der exponierten
Falle kein seltenes Allel zu beobachten und damit den zentralen Modellparameter S;«g nicht
schatzen zu kdnnen.

Die Signifikanz einer Gen x Umwelt-Interaktion wurde mit drei Verfahren bewertet:

1. Test des Parameters S;«f allein (HO: Boxg = 0),
Korrektur nach Bonferroni anhand m=103.983 unabhangiger LD-Regionen.

2. Joint-Test von B; und B;xg nach Kraft et al. ¢
Korrektur nach Bonferroni anhand m=103.983 unabhangiger LD-Regionen

3. Hybrid 2-Schritt (H2)-Verfahren von Murcray et al.
Aufteilung der Marker (Vorfiltern) hinsichtlich deren marginalen Assoziation zu D bzw. E -
Korrektur nach Bonferroni anhand m unabhangiger LD-Regionen, wobei m vom Vorfilter
abhangt.

Fir Verfahren 1 und 2 werden nur alle beobachteten Daten verwendet. Bei Verfahren zwei ist zu-
satzlich auf die Robustheit der Schatzung von Sy« zu achten, um Fehlschliisse zu vermeiden.

Fur das Hybrid 2-Schritt (H2)-Verfahren 2 miissen zwei weitere Modelle fir den Screening-Schritt
(marginale ExG- bzw. DxG-Effekte) gefittet werden. Das a-Signifikanzniveau wird im Verhaltnis

p : (1-p) zwischen beiden Screening-Modellen aufgeteilt, wobei p ein frei wahlbarer Wert zwischen
0 und 1 ist. Die beiden marginalen Screening-Modelle lauten:

ExG-Modell: In (125715) = By +PPEr+ BpsPS + BG Ao = pa
Das ExG-Modell musste nicht-adjustiert durch die Eigenvektoren PC;-PC4 geschatzt werden,
da anderenfalls aufgrund der geringen Fallzahl (nur n=308 exponierte) bei den meisten
Markern S keine Schatzergebnisse erzielt werden konnten. Fiir Populationsstruktur wur-
de daher gemaR ,,genomic control” (GC) korrigiert, der entsprechende p-Wert psc verwen-
det. Der von PLINK exportiere Standardfehler s.e. korrespondiert jedoch mit dem unkorri-

—lni(:R)). Daher wurde s.e. an den pgc angepasst (pgc~ ISEOR)), wihrend
T . GC

der Punktschéatzer In(OR) unverédndert lbernommen wurde.

gierten p-Wert (p~

Da mit PLINK nur eine Modellschdtzung nach Zufallsauswahl nicht-exponierten Falle mog-
lich ist, wurden 10 solcher Zufallsauswahlen getroffen. Die Parameterschatzer wurden im
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Sinne des ,,modell averaging” zusammengefasst und ein gemeinsamer p-Wert (liber meh-
rere Zufallsauswahlen) bestimmt.%3

DxG-Modell: In (:—ZD) = Bl + BPC, + BysPS + BLG ag = (1-p)a
Da die Strahlenexposition nicht in das DxG-Modell eingeht, ist weder eine Gewichtung noch
eine Zufallsauswahl nicht-exponierter Falle notwendig. Das Modell kann daher auf Basis al-
ler zur Verfligung stehenden typisierten Personen geschatzt werden. Ebenso wurde von
McKay et al. >8 eine Assoziationsanalyse je Marker des OncoArray-Konsortiums, aller typi-
sierten Kaukasier kombiniert mit 29.863 Fallen und 55.586 Kontrollen aus bereits zuvor
existierenden Lungenkrebs-Studien und nach Imputation nicht-typisierter Marker durchge-
fuhrt. So weit verfligbar, kdonnen alternativ die p-Werte dieser umfangreicheren Datenaus-
wertung zum Screening verwendet werden, auch wenn die im Vergleich kleine Stichprobe
aus Wismut-Bergarbeiter hierflr unberiicksichtigt bleibt.

4.6 Analysemodell fiir eine Multimarker-Assoziationsanalyse

Das Analysemodell zur Schatzung der GxE- Interaktion kann durch gemeinsames Schatzen alle Mar-
ker eines LD-Blocks zu eine analogen Analysemodell fir Multimarker-Interaktion erweitert werden:

Pp
1-pp

In(0ddp) = In (22=) = B, + BuiPCi + BosPS + B6G + FiE + Boxe(G - E)

D: Erkrankungsstatus (D=1: LK-Patienten; D=0: Kontrollen)

G:  Matrix der Anzahl seltenerer Allele aller Marker eines LD-Blocks

E: Strahlenexposition (0: nicht-exponiert bei WLM <50, 1: exponiert bei WLM>50)
PS:  Propensity-Score (vereinigte nicht-genetischen Risikofaktoren des Lungenkrebses)
PC: Vier Eigenvektoren der PCA zum Adjustieren fiir Populationsstratifikation

Mit diesem Modell werden nur Marker mit einer Allelhdufigkeit unter Kontrollen mit einer
MAF>1% analysiert, da die Wahrscheinlichkeit hoch ist, in der kleinen Gruppe der exponierten Falle
kein seltenes Allel zu beobachten und damit den zentralen Modellparameter B,y nicht schatzen
zu kénnen. Ebenso besteht die Gefahr der Ko-Linearitdt oder der linearen Abhangigkeit (resultie-
rend aus ,,complete separation of data points”) zu anderen Markern.

Fir den Parametervektor B¢y wurde ein Test der Nullhypothese Ho: Bgxr = 0, gleichbedeutend
mit keiner Interaktion an jedem Marker, durchgefiihrt.

Entsprechend wurde fiir den Joint-Test nach Kraft et al. die Nullhypothese Ho: B¢ = 0 und Bexg =
0 gepriift.

Sind die genomischen Marker (G) bzw. die Interaktionsvariablen (GxE) stark miteinander korreliert
(Ko-Linearitat) oder nur wenige Exponierte tragen einen seltenen Genotyp, dann kann die Schét-
zung der Modellparameter und damit verbunden das Testen der Nullhypothesen unmoglich oder
nur mit geringer Prazision erfolgen. Dies tritt vor allem in LD-Blécken auf, fir die viele Marker typi-
siert wurden (bei extrem langen LD-Blocken oder bei hoher Markerdichte). Um Ko-Linearitat, linea-
re Abhangigkeiten von Modellvariablen und instabile Parameterschatzungen zu vermeiden, wurden
gef. Marker bzw. Interaktionsterme vor der Modellschatzung wie folgt eliminiert:
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- Hatten alle (oder alle bis auf einen) Exponierten denselben Genotyp, wurde kein Interakti-
onsterm gebildet.

- Bei nahezu vollstindiger Ubereinstimmung zweier Marker (Korrelation r>0,99), wurde ei-
ner der beiden Marker ausgeschlossen.

- Wurden fir einen Marker weniger als 2 Trager des selteneren Alleles unter den exponier-
ten Féllen beobachtet und ebenso erwartetet (gegeben die MAF der nicht-exponierten
Kontrollen), wurde kein entsprechender Interaktionsterm gebildet (analog fiir Kontrollen).

- Alle verbleibenden Marker wurden auf lineare Abhangigkeiten geprift (gemaR der Routi-
nepriifung von proc logistic). Abhdngige Marker bzw. Interaktionsterme wurden ausge-
schlossen.

- Marker bzw. Interaktionsterme wurden ausgeschlossen, denen bei der Modellschatzung
von proc logistic eine df=0 zugewiesen wurde (um die Likelihood maximieren zu kénnen)
oder die Teststatistik eine Wert x><0,0001 angenommen hat (instabile Schitzung oder
hochgradig insignifikante Effekt). Das Modell wurde erneut geschatzt.

- Konnten die Tests weiterhin nicht valide durchgefiihrt werden, wurden zunachst robuste
Regressionsmodelle unter Maximierung von ,,Firth’s Penalized Likelihood” geschiatzt.®* Da-
nach wurden die standardisierten, geschatzten Parameter f§ = B/s. e.p gebildet. Ubertraf

ﬁ das 10-fache der Schatzung aus der vorherigen Modellanpassung, wurde der Marker
bzw. die Interaktion als nur instabil schatzbar ausgeschlossen.

- Konnten die Tests weiterhin nicht valide durchgefiihrt werden, wurden schrittweise Marker
bzw. Interaktionsterme aus den zu priifenden Nullhypothesen ausgeschlossen. Die Reihen-
folge der Elimination erfolgte gemaR dem AIC (entsprechend dem unter ,AIC-optimales
Modell“ beschrieben Vorgehens, siehe nachste Seite). Die Marker und Interaktionsterme
wurde jedoch nicht aus dem Modell ausgeschlossen.

Trotz allen Vorfilterns und Selektierens von Markern und Interaktionstermen, die eine zuverlassige
Schatzung der Modelle storen kdnnten, wurden die Testergebnisse auf ,Gberpriifenswerte” Ergeb-
nisse (die durch nummerische Besonderheiten hervorgerufen worden sein kénnen) untersucht.
Dabei wurden folgende Heuristiken verwendet:

Der Test des Parametervektor Bgxg wird als ,liberprifenswert” bezeichnet, wenn

a) weniger als 2 Trager des selteneren Allels unter den exponierten Kontrollen oder unter den
exponierten Fallen beobachtet wurden (instabile Parameterschatzung).

“«

Der Joint-Test der Nullhypothesen Ho: B¢ = 0und Bexr = 0 wird auch als ,Uberpriifenswert
bezeichnet, wenn

b) der p-Wert fiir Ho: Bgxg =0 groRer ist als 0,05
(nicht einmal lokal signifikante Interaktion)
oder

c) derp-WertfirHe: Bg=0 kleiner ist als der des Joint-Tests
(genomischer Haupteffekt starker signifikant als der Haupteffekt + Interaktion).

AlC-optimales Modell

Zusatzlich wurde eine Modellselektion mit schrittweiser Elimination (,backward selection”) durch-
gefiihrt. Die Wahl des zu eliminierenden Markers bzw. Interaktionsterms erfolgte nach der Anpas-
sungsgilite des Modells bemessen am AIC (,,Akaike information criterion”). Es wurden aber nicht alle
Marker bzw. Interaktionsterm eliminiert. Das schlussendlich ,beste” Modell musste mindestens
einen Marker bzw. einen Interaktionsterm enthalten, damit hierfiir eine entsprechender Test
durchgefiihrt und ein p-Wert berechnet werden konnte.
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4.7 Einschrankungen der Interpretierbarkeit von Parameterschatzern

Es sei hier angemerkt, dass die in diese Analyse eingehenden Daten nicht einer einzelnen Erhebung
mit definiertem Studiendesign entstammen. Die Daten wurden vielmehr aus drei Quellen zusam-
mengeflgt:

Die Lungenkrebsfille der Wismut-Bergarbeiter entstammen der sogenannten Indoor-Radon-Studie,
die zwischen 1990 und 1997 durchgefiihrt wurde.®>%® Die Lungenkrebsfille wurden dabei aus der
Allgemeinbevdlkerung liber Studienkliniken rekrutiert. Die obere Altersgrenze betrug 75 Jahre. Die
lungenkrebsfreien Kontrollen unter den Wismut-Bergarbeiter stammen aus einer Population, die
an der Gesundheitsvorsorge der Wismut AG teilnahmen. Die Rekrutierung erfolgte ca. 2009 und
somit 15-20 Jahre spater als die Rekrutierung der Falle. Es handelt sich also um Langzeitliberleben-
de, von denen die Halfte Gber 80 Jahre alt waren. Wichtig anzumerken ist, dass die Wismut-
Beschéftigten keine Zufallsauswahl darstellen, da die verwendeten Proben quotiert nach Exposition
zur Genotypisierung ausgewdhlt wurden. Diese beiden Gruppen bilden sozusagen die Kern-
Stichprobe (n=463 Personen), die durch nicht-exponierte Fille und Kontrollen des internationalen
OncoArray-Konsortiums erganzt wurden (n=28.600 Personen). Diese Datenauswertung wurde da-
her als ein Vergleich von Fallen und Kontrollen angelegt. Um Missverstandnisse, insbesondere in
der Interpretation von Schatzergebnissen, vorzubeugen, wird das Design dieser Untersuchung als
Fall-Kontroll-Vergleich (,,case-control comparison”) bezeichnet. Im Folgenden werden wichtige As-
pekte zur Interpretation der Analyseergebnisse diskutiert:

Das Odds-Ratio (OR) ist eine MaR zur Quantifizierung der Assozi- Krankheitsstatus
ationsstarke eine Exposition (hier Radon) mit einer dichotomen krank  gesund
ZielgroRe (hier der Krankheitsstatus Lungenkrebs). Das OR setzt

dabei die Chance exponiert zu sein eines Kranken (a: c) ins Ver- _5 ja a b
héltnis zu der eines Gesunden (b:d). Somit ergibt sich die '§

Schatzgleichung OR = Z/L; = %. (siehe Tabelle rechts). Das OR u% nein c d

ist robust gegenliber ungleichen oder nicht reprasentativen
,Stichprobenziehung” sowohl hinsichtlich der Krankheit als auch
der dichotomen Exposition (wie hier <50 WLM / >50 WLM). Werden z.B. k-mal so viele Kranke wie
Gesunde in die Analyse aufgenommen, so hat das keinen Einfluss auf die Schatzung der OR, da gilt:
OR = % = %. Jedoch verbirgt sich hinter der dichotomisierten Exposition die kontinuierlicher
ExpositionsgroRe WLM als Mal der lebenslangen, berufsbedingten Strahlenexposition. Durch die
gegeniliber der Grundgesamtheit (alle Wismut-Bergarbeiter) nicht-proportionale Auswahl an be-
sonders hohen oder besonders niedrig exponierten Bergarbeiter fiir die BfS-Biobank ', kann die
Schatzung der ORs multiplikative verzerrt sein, wenn diese ungleich 1 sind. Aus der Ableitung des
ORs einer GxE-Interaktion aus dem verwendeten Analysemodell (siehe Einschub nachste Seite)
Iasst sich zeigen, dass das OR;y; unabhdngig von den ORs der Haupteffekte fir G und E ist. Selbst
wenn diese verzerrt geschatzt werden, ist ein Test der Null-Hypothese H,: fsxz = 0 mit ORgxy =
ePexe ein valides, statistisches Vorgehen zum Nachweis einer GxE-Interaktion, dem Ziel dieser Un-

tersuchung.

Alle Studienteilnehmer kdnnen auf Basis ihrer DNA als Kaukasier angesehen werden und wurden in
verschiedenen Regionen Europas und Nordamerikas rekrutiert. Die Erganzungsstichprobe musste
im Verhaltnis Fdlle : Kontrollen der viel kleineren Kernstichprobe der Wismut-Bergarbeiter ange-
passt werden, um die ORg einer Radonexposition unter den Wismut-Bergarbeiter zu fixieren (siehe
Kapitel 4.2.1). Jegliches, geschatztes OR ist damit lediglich eine stichproben-interne GroRe.

Aufgrund beider Argumente wird daher verzichtet, ORs als unverzerrte Schatzer eines relativen
Lungenkrebsrisikos fiir Kaukasier zu verallgemeinern. Ein solches Verallgemeinern z.B. der ORg war
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auch nicht Ziel dieser Untersuchung, da das durch Radon induzierte Lungenkrebsrisiko mit zahlrei-
chen geeigneteren Studien bereits belegt wurde.*>37,40.67-69

Einschub: Aus dem vereinfachten Analysemodell (ohne den Termen: B,;PC; und BpsPS) lasst sich
folgendes ableiten:

In(0ddp) = B, + B1;PC; + BpsPS + PG + BrE + Bexe(G - E)

0ddE=1,G=O _ eﬁ"eﬁ’f

= = = B
ORg =0 0dd;_1 020 o ePE
0ddE=1,G=1 eBoeBEeBGxE
0RE,G=1 = Odd = eﬁo = 0RE,G=OeﬁGXE
E=1,6=1
Bex
ORgxg = 8220 = ORE(E::: £~ ePexs VOR,
ebenso
OR _ OddE=O,G=1 _ e‘goeﬁc — JBc
GE=0 0ddg=¢,6=0 e ¢
OddE=1,G=1 eBoeﬁGeﬁGxE
0RG,E=1 = 0dd = eBo = ORG=OeﬁGXE
E=1,6=0
Bex
ORgxg = gﬁzz: - OR%;D;G E = eBexs WOR,

G:  genomische Exposition am Marker m
E: Strahlenexposition

Verzerrende Effekte durch Beobachtungsungleichheit konnen ausgeschlossen werden, da hinsicht-
lich der Informationsqualitdt von Alter, Geschlecht, Rauchstatus und der des arztlich diagnostizier-
ten Primartumors der Lunge kaum Unterschiede zwischen den Studien bestehen. Ebenso wurden
die Genotypen aller Personen nach identischen Protokollen mit identischer Technologie in nur vier
Zentren bestimmt.

Somit bleibt noch die Frage nach der Strukturgleichheit zwischen Féllen und Kontrollen, die sich in
drei Aspekte aufteilen lasst:

Strukturgleichheit hinsichtlich des Genoms: Um fiir genomische Substrukturen innerhalb der un-
tersuchten Stichprobe zu adjustieren, wurde - gemal8 des Standards bei GWAS - die Genotypen
einer Hauptkomponenten-Analyse unterworfen und die ersten vier ,principal components” in die
Analyse Modelle aufgenommen. Die Kernstichprobe aus Wismut-Bergarbeitern nimmt dabei eine
zentrale Lage unter allen Teilstichproben und somit keine extreme Stellung ein (siehe Kapitel
4.1.3.4).

Strukturgleichheit hinsichtlich des Alters: In den beiden folgenden Grafiken (siehe Abbildung 9),
wurde die Altersverteilung der einzelnen Teil-Stichproben (blau und schwarz) sowie aufgeteilt nach
Fallen und Kontrollen (rot) dargestellt. Im linken Bild sind prozentuale Haufigkeiten innerhalb der
Teil-Stichproben abgebildet. Das erkennbare héhere Alter der Wismut-Kontrollen ist jedoch nur
von geringer Bedeutung, da sich deren lebenslange, berufsbedingte Radonbelastung nach Ende der
Beschéftigung im Bergbau nicht mehr verdndert hat. Die rechte Abbildung zeigt die Anzahl der Teil-
nehmer je Teil-Stichprobe und relativ zur Anzahl an Féllen bzw. Kontrollen gesamt. Die Grafik ver-
anschaulicht, dass fir eine Altersadjustierung in den statistischen Modellen auch ausreichend élte-
re Personen (75, 80 und alter) des OncoArray-Konsortiums zur Verfligung standen.
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Abbildung 9  Altersverteilung
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Strukturgleichheit hinsichtlich des Uberlebens bis zur Rekrutierung: Die Selektion der Wismut-
Langzeit-Uberlebenden als Kontrollen kann theoretisch zu Verzerrung durch Confounding fiihren,
wenn einzelne Gene fiir eben dieses Langzeit-Uberlebende verantwortlich gemacht werden kén-
nen. Gene, die fiir sich allein einen solchen Effekt zeigen, sind nach dem Stand des derzeitigen Wis-
sens nicht bekannt. Polygenetische Effekte, die sich aus sehr kleinen Effekten sehr vieler Gene zu-
sammensetzen, kdnnen nicht ausgeschlossen werden. Effekte dieser Art wurden in der Datenana-
lyse in zweierlei Hinsicht bericksichtigt: Erstens, die Verteilung der -2:In(p)-Werte der Einzel- als
auch der Multimarkern-Analyse folgte einer Chi?>-Verteilung mit einem Freiheitsgrad (df=1). Polyge-
netische Effekte, die Einfluss auf die Schatzung der GxE-Interaktion nehmen, konnten also nicht
beobachtet werden. Zweitens, fiir die Gen-Set-Analyse wurde ein Verfahren gewahlt, das eine so-
genannte , kompetitive Null-Hypothese” priift. Alle Gene eines betrachteten Gen-Sets wurden mit
allen verbleibenden Genen (Komplementar-Set) verglichen. Polygenetische Effekte die nicht mit
der Funktion des betrachteten Gen-Sets in Beziehung stehen, wiirden unter der Null-Hypothese
(kein Unterschied zwischen den Sets) sowohl das Gen-, als auch das Komplementar-Set betreffen.
Der statistische Vergleich beider Sets miteinander ist daher nicht negativ beeinflusst.

SchlieBlich soll hier noch darauf hingewiesen werden, dass GWAS zwar mit {iblichen, epidemiologi-
schen Studiendesigns konzipiert werden, deren Ergebnisse (statistische Assoziationen) aber nicht
als Beleg eines kausal wirkenden Risikofaktors angesehen werden.”®’* Das kénnen statistische As-
soziationen nicht leisten. Es hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass GWAS-Resultate auch nur
einen (kleinen) Teil der Heritabilitdt (des vererbbaren Risikos einer Erkrankung) erklaren
kénnen.”7¢ Ziel diese Projekts war es viel mehr, Hinweise auf molekularbiologischen Mechanismen
zu finden, die in der Atiologie des Lungenkrebses eine Rolle spielen, um z.B. in Zukunft Personen,
die von der Natur mit Defiziten darin ausgestatten wurden und daher eine héheren Lungenkrebsri-
siko bei beruflich hoher Radonexposition mit sich tragen, identifizieren zu kénnen. Die Liste der aus
dieser Untersuchung hervorgehenden Gene, Loci und Mechanismen basiert auf deren statistisch
auffalligen Assoziationen (in den Daten dieser Untersuchung). Die erzielten Ergebnisse sollten je-
doch repliziert und mit andern wissenschaftlichen Methoden weiter untersucht werden, in vivo, in
vito oder in silco. Die Kausalitat einer Gen-Radonexposition-Lungenkrebs-Beziehung ist damit nicht
bewiesen.
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4.8 Resultate der Einzelmarker-Assoziationsanalyse (AP 2.1c)

4.8.1 Signifikanz fir den Interaktionseffekt GXE bzw. fiir den Joint-Test G/GxE

Keiner der haufigen Marker erzielte genomweite Signifikanz, weder fir den Interaktionstest S;«g
noch fir den Joint-Test B; und Bgxg- Sechs Marker erzielten einen p-Wert<1x107® (suggestive Sig-
nifikanz), entweder im Einzel- oder im Joint-Test. FUnf dieser sechs Marker waren im jeweils ande-
ren Test zumindest lokal signifikant (p<0,05, siehe Tabelle 26, Tabelle 27 und Abbildung 10, sowie
Manhattan-Plots: Abbildung 11 und Abbildung 12).

Vier der sechs auffdlligen Marker (rs7705033, rs7735409, rs6891344 und rs11747272) liegen auf
Chromosom 5q23.2 nahe beieinander, jedoch in 3 verschieden LD-Blécken, und kénnen dem Gen
CSNK1G3 (casein kinase 1 gamma 3) zugeordnet werden. Fir die beiden Marker rs6891344 und
rs11747272 wurde ein Odds Ratio fir Interaktion von ORex™~3,5 (hinsichtlich des selteneren Allels)
mit einem p~1,5x10” geschatzt, wobei jeweils kein genetischer Haupteffekt ORs™~0,97 beobachtet
wurde. Fir die beiden Marker rs7705033 und 7735409 wurde ein OResx™0,25 (hinsichtlich des sel-
teneren Allels, das entspricht einen ORegx™4 hinsichtlich des hiufigeren Allels) mit einem p=0,8x10°
bzw. 1x10° geschatzt, wobei ebenfalls jeweils kein genetischer Haupteffekt ORs™~0,94 beobachtet
wurde.

CSNK1G3 kodiert ein flir Kasein-Kinase1 (CK1) relevantes Protein und wurde bislang nicht direkt mit
Lungenkrebs in Verbindung gebracht; die CK1-Familie hingegen schon. ,, Die Mitglieder der Casein-
Kinase-1 (CK1)-Familie sind evolutiondr hoch konserviert und werden in vielen Eukaryoten — von
Hefen bis zum Menschen — exprimiert. Tierische CK1-Isoformen (a, 8, y, 8, €) und deren Splei3vari-
anten regulieren zahlreiche zelluldre Prozesse. Zu diesen zdhlen unter anderem Membrantransport-
prozesse, tageszeitlicher Rhythmus, Zellzyklusprogression, Chromosomensegregation, Apoptose
sowie Diffferenzierungsprozesse. Mutationen sowie Deregulation der Expression und Aktivitét von
CK1 stehen im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheitsbildern, einschliefSlich neurodegenera-
tiver Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson, Schlafrhythmusstérungen sowie proliferativer
Erkrankungen, insbesondere Tumorerkrankungen.””’

Auffallig ist ebenso der Marker rs10911725 auf Chromosom 1 mit einem geschatzten Odds Ratio
flir Interaktion von ORexe™0,21 (hinsichtlich des selteneren Allels, das entspricht einer ORex™5 hin-
sichtlich des haufigeren Allels; p=5x10°). Dieser Marker kann keinem protein-kodierenden Gen
zugeordnet werden, ist aber umgeben von Pseudo- und nicht-funktionalen Genen.

Der Marker rs10435954 auf Chromosom 9 fallt zwar hinsichtlich eines geringen p-Werts im Joint-
G/GxE-Test auf. Die Signifikanz kann aber als Uberprifenswert angesehen werden, weder der gene-
tische Haupteffekt (p; = 0,1890) noch der Interaktionsterm (pgxg = 0,8691; ORex=0,95, 95%.Cl:
0,57- 1,59) signifikant waren.

Tabelle 26 Signifikanz fiir den Interaktionseffekt GXE bzw. fiir den Joint-Test G/GxE: Ubersicht

Signifikanz Joint-G/GxE-Test
(significant at ... level) nicht signifikantam  signifikant am .
signifikant. 0.05-Level 1x10°-Level
Interaction GXE
nicht signifikant. 438.857 10.261 1*
signifikant am 0.05-Level 9.677 12.807 2
signifikant am 1x10-5-Level - 3 -

* tberpriifenswert Signifikanz da pg /e > Do
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Abbildung 10 Signifikanz fiir den Interaktionseffekt GXE bzw. fiir den Joint-Test G/GxXE: Gegeniiberstellung
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Abbildung 11 Manhattan-Plot: Signifikanz fiir den Interaktionseffekt GxE (je Marker)
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Abbildung 12 Manhattan-Plot: Signifikanz fiir den Joint-Test G/GxE (je Marker)
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Tabelle 27 Signifikanz fiir den Interaktionseffekt GXE bzw. fiir den Joint-Test G/GxXE: ausgewihlte Marker

OR (95%-Cl)
Position E
(GXE Modell)
rs10911725 1925.3 - 185395182 5078 5x10¢  3x10° 1,02(0,89-1,16) 6,70(4,30-10,4) 0,21(0,11-0,42)
rs7705033 5023.2 - 122774785 33131 1x104 8x10¢ 0,94 ( 0,82- 1,09) 4,98 ( 3,31- 7,49) 0,27 (0,13-0,57)
rs7735409 5g23.2 - 122778705 33131 3x104 1x10° 0,94 ( 0,81- 1,08) 5,03 (3,34-7,57) 0,25 ( 0,11-0,53)

rs6891344 5923.2 CSNK1G3 123136656 33135 3x10®  1x10° 0,96(0,84-1,10) 1,57 (0,96-2,55)  3,91(2,18-6,99)
rs11747272  5923.2  CSNK1G3 123179990 33137 4x10® 2x10° 0,97(0,86-1,10) 1,23(0,69-2,19) 3,35( 1,98-5,68)
chr ... Chromosom; Position... Position am Chromosom [bp];
G: Haupteffekt des Genotyps; E: Haupteffekt der Strahlenexposition; GXE: Interaktion

4.8.2 Signifikanz gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren nach Murcray et al.

4.8.2.1 Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps (DxG-Modell, Screening)

Tabelle 28 Verteilung der p-Werte aus dem Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps (DxG-Modell)

Das Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps (DxG- p-Wert N %
Modell) kann ohne Zufallsauswahl oder Gewichtung von nicht- %gesamt 471.654 100%
exponierten Nicht-Wismut-Fallen geschatzt werden. Es konnten <1x107 s 0%
dabei 5 Marker mit einem p<1x107 (genomweite Signifikanz), " .
weitere 90 Marker mit einem 1x107<p<1x10” (suggestive Signifi- "XIOG 2 Of
kanz) gefunden werden (siehe Tabelle 28). Die genomweit signifi- s v 0%
kanten Marker liegen auf den Chromosomen 1,2,3 und 6; keine ~x10° & 0%
davon jedoch in einer bisher mit Lungenkrebs assoziierten geno- ~x10° >42 0%
mischen Region (LK-Regionen) (siehe Tabelle 29 und Anhang Ta- ~x10% 5089 1%
belle 75). Der Marker auf Chromosom 1 liegt nur knapp neben der 0,01-0,05 21.036 4%
LK-Region 1p31, die mit dem Adenokarzinom assoziiert ist. Der >0,05 444.892 94%

Marker auf Chromosom 6 liegt nur knapp neben der LK-Region

6p21 BAGS6, die am starksten mit dem Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma) assozi-
iert ist. Der Marker auf Chromosom 3 liegt nur knapp neben der LK-Region 3p28, die mit dem A-
denokarzinom assoziiert ist.

Tabelle 29 Marker mit genomweit signifikanter Assoziation im Modell eines marginalen Haupteffekts des Geno-
typs (DxG-Modell)

Chromosom Position OR (95%-Cl) p-Wert
rs2099402 2 110.442.280 0,02 (<0,01-0,06) 3.4x10!
chrl_80007216_G_T 1 80.007.216 0,04 (0,01-0,12) 8.0x1010
chr3_181845803_A_G 3 181.845.803 0,04 (0,01-0,13) 6.8x10%
chr2_594051_G_T 2 594.051 0,10(0,04-0,24) 3.9x1008
chr6_23928138_A_T 6 23.928.138 0,13 (0,06-0,28) 9.3x10708

Vergleicht man den Manhattan-Plot mit dem der Hauptanalyse des OncoArray-Konsortiums
TRICL/ILCCO von McKay et al. *%, zeigen sich deutliche Unterschiede in den als mit Lungenkrebs
assoziiert beobachteten Regionen und den erzielten Signifikanzen (siehe Abbildung 13 und Abbil-
dung 14). McKay et al. konnten mit Lungenkrebs assoziierte Marker in 19 genomischen Regionen
(LK-Regionen) identifizierten. Die teils sehr deutlichen Signifikanzen wurden aber erst in einer Me-
ta-Analyse der OR-Schatzern aus der mit OncoArray typisierten Stichprobe mit den OR-Schéatzern
aus bereits zuvor existierenden LK-Studien (bestehend aus 29.863 Fallen und 55.586 Kontrollen,
nicht-typisierte OncoArray-Marker wurden imputiert) erzielen. Sofern vergleichbar, konnten mit
den Stichproben dieser Untersuchung und der von McKay et al. im Allgemeinen vergleichbare Ef-
fekte beobachtet werden. Damit lassen sich die Unterschiede zwischen beiden Untersuchungen auf
die erzielte statistische Signifikanz zurtickfihren (nicht auf die geschétzte Richtung und Stérke der
Assoziation), vor allem hervorgerufen durch unterschiedliche Fallzahlen.
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Insgesamt wurden in dieser Untersuchung 29.291 Marker in diesen 19 LK-Regionen typisiert. Von
87 Markern konnten mit den zur Verfligung stehenden Stichproben keine Schatzergebnisse im
DxG-Modell erzielt werden. Die meisten LK-Regionen beinhalten mindestens einen Marker mit
einem p-Wert kleiner 1x103. Ausnahmen sind dabei die Regionen 1p31, 4p16, 1112, 1521 und
19q13 (siehe Tabelle 30).

Da das DxG-Modell nur dem Screening nach Regionen/Markern mit potentiell beobachtbarer GxE-
Interaktion dient, konnen anstelle der aus den Daten ermittelten p-Werte im DxG-Modell alterna-
tive die von McKay et al. berechneten p-Werte herangezogen werden.

Abbildung 13 Manhattan-Plot: Genetischer Haupteffekt im Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps
(DxG-Modell)- mit OncoArray typisierter Stichprobe
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Abbildung 14 Manhattan-Plot: Genetischer Haupteffekt im Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps
(DxG-Modell) - Meta-Analyse McKay et al.
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Tabelle 30 Verteilung der p-Werte aus dem Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps (DxG-Modell) in
genomischen Lungenkrebs-Regionen (gem3R McKay et al.)

LK ‘ . . . p-Wert . .
LK-Regionen Subtyp gesamt <1x107 .x107 .x10® .x10° .x10* 0,01-0,05
1p31 LK gesamt 42 42
3028 Adenoma-LK 51 1 2 48
4pl6 LK gesamt 14 14
5p15_TERT LK gesamt 3.583 11 5 32 130 3.405
6p21_BAG6 LK gesamt 7.333 27 1 14 93 320 6.878
6927 LK gesamt 74 1 3 70
8p21 LK gesamt 220 2 4 214
9p21 Adenoma-LK 886 1 1 8 24 852
9931 Plattenepithel 8.879 12 2 17 121 362 8.365
10924 Adenoma-LK 2.396 7 26 99 2.264
11912 LK gesamt 23 . 2 21
11923 LK gesamt 43 2 7 34
12p13 LK gesamt 186 1 11 174
13913 LK gesamt 2.847 21 4 21 109 2.692
15921 LK gesamt 280 22 258
15g25_CHRNA3 LK gesamt 318 1 2 13 302
19q13 LK gesamt 75 1 3 71
20q13 Plattenepithel 1.929 3 1 3 1 15 70 1.836
22q12 LK gesamt 112 2 2 1 107
gesamt  29.291 87

4.8.2.2 Korrektur fiir multiples Testen basierend auf der Anzahl LD-Blécke

(beobachtete p-Werte des DxG-Modells)
Die Wahl des Signifikanz-Parameters p nimmt nur geringflgig Einfluss auf die Identifikation der
signifikantesten Marker (siehe Tabelle 70 im Anhang). Bei p=0,99 wurde der geringste nach Bonfer-
roni korrigierte p-Wert von 0,28315 eines Interaktionseffekts (GxE-Effekt) fiir einen Marker erzielt.

Der betreffende Marker ist rs6891344 auf Chromosom 5qg23.2, der bereits zuvor als suggestiv signi-
fikant erkannt wurde. Der fir multiples Testen (mT) korrigierte p-Wert betragt p,»r=0,28315. Dieser
entspricht einem riickskalierten p-Werte von p* = 2,7 X 107

(p* = 0,28315/103.983 LD — Blocke = 2,7 x 107°).

Auch durch das H2-Verfahren verfehlt dieser Marker damit genomweite Signifikanz nur knapp.
Ebenso auffillig ist der benachbarte Marker rs11747272 mit p»7=0,45036. Dieser p-Wert entspricht
einem riickskalierten p-Werte von p* = 0,45036 /103.983 LD — Blécke = 4,3 x 107°.

Unter der Wahl von p=0,99 zeigen 7 weitere Marker auf den Chromosomen 1, 2, 3 (2x), 12 (12x)
und 17 Hinweise hinsichtlich einer GxE-Interaktion nach dem Kriterium pm<1. Dieser Grenzwert
entspricht einem unkorrigierten p-Wert von p* = 1 /103.983 LD — Blécke ~1 x 107° Bei einem
beliebigen p zwischen 0,5 und 1-10% kénnen fiir zwei weitere Marker von Chromosom 1 und 7
Hinweise auf GxE-Interaktionen gewonnen werden (siehe Tabelle 31 und Tabelle 32).

4.8.2.3 Korrektur fiir multiples Testen basierend auf der Anzahl LD-Blécke
(p-Werte aus der Datenauswertung von McKay et al.)

Ersetzt man die Ergebnisse des DxG-Modells durch die auf der weit umfangreicheren Analyse beru-
henden p-Werte von McKay et al., nimmt die Wahl des Signifikanz-Parameters p deutlich Einfluss
auf die Identifikation des signifikantesten Markers (siehe Tabelle 71). Bei p=1-1x107° (also einer
nahezu kompletten Korrektur fiir genomweites Testen im D-Modell und kaum Korrektur im E-
Modell) wird der geringste nach Bonferroni mT-korrigierte p-Wert von pmr=0,03856 eines GxE-
Effekts flir einen Marker erzielt.
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Dies betrifft den Marker rs12440014, fir den damit ein genomweit signifikanter GxE-Effekt gezeigt
werden kann. Der mT-korrigierte p-Wert von p,r=0,03856 entspricht einem riickskalierter p-Werte
von p* = 0,03856 /103.983 LD — Blocke = 3,7 X 1077

Dieser, wie funf weitere auffallige Marker liegen auf dem Chromosom 15qg25.1 nahe oder innerhalb
des Gens CHRNB4 (Cholinergic Receptor Nicotinic Beta 4 Subunit). Diese LK-Region ist als mit Lun-
genkrebs assoziiert bereits (bestens) bekannt, jedoch wurde die starkste genetische Assoziation
etwa 69 kb upstream fiir das Gen CHRNAS beobachtet (ORs=1,29; p=3,6x101%). Die Assoziation des
Marker rs12440014 zu LK war in der Analyse von McKay mit p=1,6x10>! (OR=0,81) ebenso signifi-
kant.

Fir den Marker rs12440014 wurde eine ORex=0,26 (hinsichtlich des selteneren Allels, das ent-
spricht einer ORexe™4 hinsichtlich des hdufigeren Allels) mit einem p=0,00117 geschatzt, wobei kein
genetischer Haupteffekt ORs=0,99 beobachtet wurde. Die Signifikanz des GxE-Effekts wird also erst
durch das massive Vorfiltern von Markern mit dem marginalen Haupteffekts des Genotyps (in dem
Verfahren von Murcray et al.) sichtbar.

Flr weitere 5 Marker aus anderen LD-Blécken in dieser genomischen LK-Region konnten Hinweise
auf eine GxE-Interaktion gefunden werden. Diese Marker liegen bis zu 11 kb up- bzw. 33 kb
downstream von rs12440014 (siehe Tabelle 33).

Auffallig (auch mit unter Vorfiltern von Markern) sind die bereits erwdhnten Marker auf Chromo-
som 5, rs6891344 und rs11747272, sowie der Marker rs10911725 von Chromosom 1.
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Tabelle 31

Signifikante Marker gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren von Murcray et al. bei p=0.99

p-Wert? OR (95%-Cl)
Marker Position LD-Block GxE G/GxE E
(GXE Modell)

rs10911725 1925.3 -- 185395182 5078 5.3x10® 2.7x10> 1.02(0.89-1.16) 6.70(4.30-10.4) 0.21(0.11-0.42) 0.55151
rs1437730 2937.3 -- 240632788 15988 5.5x10° 1.2x10* 1.00(0.88-1.13) 7.98(4.59-13.8) 0.33(0.19-0.57) 0.66810
rs9825051 3p24.3 ZNF385D 21799575 17185 0.05101 4.5x10* 5.14(1.87-14.1) 5.27(1.39-19.9) 0.33(0.10-1.02) 0.25763
rs9842091 3p22.2 SLC22A13 38307510 17806 0.11504 7.7x10* 13.0(2.35-71.9) 2.22(1.01-4.88) 0.22(0.03-1.49) 0.58102
rs6891344 5023.2 -- 123136656 33135 2.7x10°% 1.0x10° 0.96(0.84-1.10) 1.57(0.96-2.55) 3.91(2.18-6.99) 0.28315
rs11747272 5¢23.2 -- 123179990 33137 4.3x10% 1.8x10° 0.97(0.86-1.10) 1.23(0.69-2.19) 3.35(1.98-5.68) 0.45036
rs7970379 12p13.31 ACSM4 7451788 68621 6.3x10> 2.8x10° 0.91(0.73-1.13) 2.45(1.70-3.54) 10.8(3.29-35.8) 0.77448
rs7302538 12p13.31 CD163L1 7499479 68623 4.8x10°> 1.5x10% 0.94(0.76-1.18) 2.45(1.69-3.53) 12.9(3.66-45.4) 0.59377
rs9895796 17922 HLF/MMD 53412915 88292 0.14432 1.8x10* 4.18(1.60-10.9) 5.00(1.16-21.4) 0.46(0.16-1.32) 0.72889

L unkorrigierte p-Werte; 2 fir multiples Testen korrigierte p-Werte

G: Haupteffekt des Genotyps; E: Haupteffekt der Strahlenexposition; GxE: Interaktion
Tabelle 32 Weitere signifikante Marker gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren von Murcray et al. bei beliebigem p

Marker

rs4545364

Chr.

1p21.1 -

Position

107125001

LD-Block

p-Wert?

GxE

G/GxE

3373 0.83118 0.83201

OR (95%-Cl)
3

(GXE Model)

2.37(0.96- 5.87)

1.85 ( 0.59- 5.72)

1.11 ( 0.40- 3.09)

min. p-Wert?
H2-methods
p beliebig

0.83201

rs9692033

7p21.3 LOC105375150

10245417

43207 0.00866 0.67324

1.04 ( 0.35- 3.06)

2.93 ( 1.22- 7.00)

0.09 ( 0.01- 0.56)

0.67324

Lunkorrigierte p-Werte; 2 fur multiples Testen korrigierte p-Werte
G: Haupteffekt des Genotyps; E: Haupteffekt der Strahlenexposition; GXE: Interaktion
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Tabelle 33

Marker

Signifikante Marker gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren von Murcray et al. bei p=1-1x1016) / p-Werte des DxG-Modells von McKay et al.

Position

LD-Block

OR (95%-Cl)
E

(GXE Modell)

p-Wert?

(H2)

1-p=1x10-16

rs10911725 1g25.3 -- 185395182 5078 5.3x10® 2.7x10° 1.02(0.89-1.16) 6.70(4.30-10.4) 0.21(0.11-0.42) 0.55151
rs4635969 5 1308552 28958 0.01147 0.01290 0.93(0.80-1.07) 3.98(2.70-5.85) 0.37(0.17-0.81) 0.37843
rs6891344 5q23.2 - 123136656 33135 2.7x10% 1.0x10°> 0.96(0.84-1.10) 1.57(0.96-2.55) 3.91(2.18-6.99) 0.28315
rs11747272 5q23.2 - 123179990 33137 4.3x10-06 1.8x10° 0.97(0.86-1.10) 1.23(0.69-2.19) 3.35(1.98-5.68) 0.45036
rs6495309 15¢g25.1 CHRNA3 78915245 82002 0.00723 0.02320 0.99(0.87-1.13) 4.05(2.75-5.98) 0.35(0.16-0.76) 0.23866
rs28534575 15925.1 CHRNB4 78923845 82002 0.00595 0.02075 1.00(0.89-1.12) 4.15(2.80-6.14) 0.36(0.17-0.75) 0.19635
rs12440014 15¢25.1 CHRNB4 78926726 82003 0.00117 0.00445 0.99(0.88-1.12) 4.43(3.00-6.55) 0.26(0.11-0.60) 0.03856
rs1316971 15¢25.1 CHRNB4 78930510 82005 0.00522 0.00593 0.97(0.84-1.13) 4.09(2.78-6.02) 0.32(0.14-0.72) 0.17223
rs17487514 15g25.1 CHRNB4 78953785 82008 0.00705 0.01529 1.02(0.89-1.17) 1.81(1.06-3.07) 2.01(1.19-3.39) 0.23249
rs6495314 15g25.1 RPL18P11 78960529 82008 0.01448 0.02987 1.02(0.91-1.13) 1.62(0.86-3.05) 1.87(1.12-3.12) 0.47788

Lunkorrigierte p-Werte; 2 fir multiples Testen korrigierte p-Werte

G: Haupteffekt des Genotyps; E: Haupteffekt der Strahlenexposition; GXE: Interaktion

64



4.9 Resultate der Multimarker-Assoziationsanalyse

Die Signifikanz einer Interaktion wurde mit vier Modelansatzen beurteilt. Es wurden entweder alle
Marker eines LD-Blocks in das Analysemodell als Haupt- und Interaktionsterm aufgenommen (taxa-
tives Modell), oder nur eine Auswahl an Markern gemaR dem AIC-Kriterium (AIC-Modell). In beiden
Modellen wurden je LD-Block sowohl ein Interaktionstest S« als auch der joint-Test S; V Boxr
durchgefihrt.

Die so erzielten p-Werte kdnnen mit einfacher Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen hinsicht-
lich statistischer Signifikanz bewertet werden. Dariiber hinaus wurden die p-Werte der Interakti-
onstests B;xg beider Multimarker-Modelle (taxatives und AIC-Modell) gemafR dem Hybrid-2-
Schritt-Verfahren nach Murcray, et al., 2011 ® hinsichtlich statistischer Signifikanz bewertet. Dabei
wurden im Screening sowohl die p-Werte marginaler Haupteffekte aus dem DxG-Modell oder die
ermittelten p-Werte von McKay et al. beriicksichtigt.

Tabelle 34 Ubersicht der Modelansitze und Bewertungsmethoden der Signifikanz fiir Multimarker-Modelle

Marker je LD-Block Test DxG-Screening ‘

Einfache Bonferroni-Korrektur

alle Marker Interaktionstest B¢ xg -
Auswahl gemaR AIC Interaktionstest B¢ xg -
alle Marker joint-Test B¢ || Bexe
Auswahl gemaR AIC joint-Test B¢ || BexE
Hybrid-2-Schritt Verfahren nach Murcray, et al., 2011 ©2
alle Marker Interaktionstest B¢« g DxG-Modell
alle Marker Interaktionstest B;xg p-Werte von McKay et al.
Auswahl gemaR AIC Interaktionstest B¢« g DxG-Modell

Auswahl gemaR AIC Interaktionstest B¢ xg p-Werte von McKay et al.
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4.9.1 Signifikanz gemaR GxE bzw. fiir G/GXE (joint test) mit einfacher Bonferroni-
Korrektur

4.9.1.1 Korrelation der Signifikanzen der verschiedenen Modelle

P-Werte je LD-Block wurden fiir vier Modelansatzen (Interaktionstest bzw. Joint-Test; jeweils taxa-
tives oder AIC-Modell) berechnet. Die Korrelation der —log(p-Werte) ist zwischen den Tests inner-
halb derselben Modelle groRer (r=0,88 bzw. 0,94) als zwischen den Modellen fiir jeweils denselben
Test (r=0,65 bzw. 0,61). Die Bestimmung der Signifikanz nach Marker-Auswahl (AIC-Modelle) zeigt
eine sehr hohe Ubereinstimmung (r=0,94) zwischen den Test auf. Die Ubereinstimmung ist etwas
geringer (r=0,88), wenn alle Marker eines LD-Blocks in das Analysemodell aufgenommen werden.

Abbildung 15 Korrelation der p-Werte von vier Multimarker-Modellen/Tests
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taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AlC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AIC-Kriterium;
p-Werte sind als —In(p-Wert) dargestellt. r: Korrelationskoeffizient;
Marker mit fragwirdiger Signifikanz sind als Kreuz dargestellt.
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4.9.1.2 QQ-Plot der Signifikanzen der verschiedenen Modelle

In QQ-Plots werden die erzielten Verteilungen der p-Werte der unter der Null-Hypothese (keinerlei
Interaktion) theoretisch erwarteten Verteilung gegeniibergestellt. Unter der Annahme, dass nur fir
wenige LD-Blocke tatsadchlich eine Gen-Strahlungs-Interaktion besteht, sollten sich die dargestellten
Punkte auf der Diagonalen befinden. Bei konservativen Tests (Signifikanzen werden tendenziell
unterschatzt) liegen die Punkte unterhalb, bei zu liberalen Test (Signifikanzen werden tendenziell
zu haufig ausgewiesen) oberhalb der Diagonale.

Aus den QQ-Plots der vier Ansatze lasst sich erkennen, dass der Joint-Test g V Bgxg im taxativen
Modell deutlich, im AIC-Modell leicht konservativ ist. Die Testergebnisse der Joint-Tests werden
daher nicht weiter dargestellt. Die Verteilung der p-Werte des Interaktionstests S« lassen keine
Verzerrung erkennen.

Abbildung 16 QQ-Plots der p-Werte von vier Multimarker-Modellen/Tests
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taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fiir jeden Marker eines LD-Blocks;
AlC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AIC-Kriterium;

p-Werte sind als —In(p-Wert) dargestellt
gestrichelte Linie: Regressionsgerade Aller p-Werte <0.5

4.9.1.3 Ergebnisse des Interaktionstests [ je LD-Block

Von 91.440 der 103.983 definierten LD-Blécke (88%) konnten Tests durchgefiihrt werden. 2.046 LD-
Blocke (2%) enthielten keine valide typisierten Marker, 10.497 LD-Blocke (10%) enthielten aus-
schlieBlich seltene Varianten (MAF<1%). Genomweit signifikante Interaktion konnte mit dem Inter-
aktionstest B« fUr keinen LD-Block beobachtet werden, weder im taxativen noch im AIC-Modell.

GemaR taxativen Modell konnte fiir den LD-Block Nr. 91734 auf Chromosom 18 eine suggestive
Signifikanz (p=2,6x10°) erzielt werden (siehe Abbildung 17). Dieser LD-Block beinhaltet die fiinf
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Marker rs1346830, rs11659206, rs7237496, rs9946324 und rs8091054 und ist umgeben von vier
Genen: Zwei nicht-charakterisierte, nicht-codierende RNA Gene (LOC107985187, LOC105372156),
dem ruck-transkribierten Pseudo-Gen CTBP2P3 /ENSG00000267153 und dem transkribierten
Pseudogen RP11-325K19.2 / ENSG00000267382.

Gemal AIC-Modell konnte fiir den LD-Block Nr. 33137 auf Chromosom 5 eine suggestive Signifi-
kanz (p=6,3x10°) erzielt werden (siehe Abbildung 18). Dieser LD-Block beinhaltet die Marker
rs3909326, rs6876166, rs12514988, rs11747272 sowie rs10052257 und liegt nahe dem Gen
CSNK1G3. Eine suggestiv-signifikante Interaktion mit dem Marker rs11747272 wurde bereits im
Kapitel 4.8.1 dargelegt.

Im Weitern zeigen jeweils benachbarte LD-Blocke der Chromosomen 11 und 12 im Modell mit
Marker-Auswahl eine Tendenz hin zu suggestiver Signifikanz.

Abbildung 17 Manhattan-Plot: Genetische Interaktion im Modell mit allen Markern je LD-Block
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Abbildung 18 Manhattan-Plot: Genetische Interaktion im Modell mit Marker-Auswahl je LD-Block
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4.9.2 Signifikanz gemaB Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren im taxativen Modell
Das Hybrid-2-Schritt-Verfahren nach Murcray, et al., 2011 %2 erlaubt die Korrektur fir multiples
Testen der Interaktion GxE an der Signifikanzen der marginalen Haupteffekte (fir G und fir E). Da-

bei wird die Bedeutung der beiden marginalen Haupteffekte anhand eines Parameters p unterei-
nander gewichtet.
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4.9.2.1 Korrektur fiir multiples Testen basierend auf der Anzahl LD-Blécke (D-Screening durch
das DxG-Modell)

Die Wahl des Signifikanz-Parameters p nimmt nur geringfligig Einfluss auf Identifikation der signifi-

kantesten Marker (siehe Tabelle 72 und Abbildung 42 im Anhang). Bei p=0,999 wurde der geringste

nach Bonferroni korrigierte p-Wert eines Interaktionseffekts (psxe=0,2715) fiir einen LD-Block er-

zielt. Das entspricht suggestiver Signifikanz.

Abbildung 19 Manhattan-Plot: Signifikanz gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren bei p=0.999 fiir genetische Interak-
tion je LD-Block im Modell mit allen Markern / D-Screening durch DxG-Modell
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Tabelle 35 Liste suggestiv signifikanter LD-Bl6cke gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren bei beliebigem p im Mo-
dell mit allen Markern / D-Screening durch DxG-Modell

P
fiir min. p- p-Wert min. p-Wert riickskalierter
Wert GxE H2-korrigiert p-Wert*
2271 1p21.3 UBE2U 0,999 3,0x10° 0,0018 0,2715 2,6x10®
68623 12p13.31 CD163L1 0,999 0,0001 0,0017 0,9352 9,0x10®
LOC101927882
ACSM4
91734 18qg21.32 LOC107985187 0,500 2,6x10® 8,3x10° 0,2726 2,6x10®
LOC105372156
RP11-325K19.1
CTBP2P3

* nach H2-Korrektion, riickskalierter p-Werte;
GxE Gen x Radon — Interaktion; G/GxE (joint test) Haupteffekt und Interaktion

Insgesamt zeigten drei LD-Blocke suggestive Signifikanzen (iber eine sehr weite Spanne fiir p von
0.5 bis 1-10"Y. Dies sind die LD-Blécke Nr. 2271 auf Chromosom 1 (riickskalierter p-Wert: p* =
2,6 X 107°), Nr. 68623 auf Chromosom 12 (p* = 9,0 X 107°) und Nr. 91734 auf Chromosom 18
(p* =2,6x107°).

Der LD-Block Nr. 2271 enthalt die Marker rs7545208, rs77199888, rs2806532, rs7526950,
rs17126246, rs2029868, rs10789152, rs705540, rs11588217 und rs705551. Diese gruppieren sich
um das Gene UBE2U (ubiquitin conjugating enzyme E2 U), einem Gen aus der Familie UBE2
(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/102: Ubiquitin conjugating enzymes E2:
,Ubiquitin-conjugating enzymes, also known as E2 enzymes and more rarely as ubiquitin-carrier
enzymes, perform the second step in the ubiquitination reaction that targets a protein for degrada-
tion via the proteasome. The ubiquitination process covalently attaches ubiquitin, a short protein
of 76 amino acids, to a lysine residue on the target protein.”). Diese Gen-Familie ist mitentschei-
dend tiber ,Leben oder Tod“ eines Proteins.”® Sie steht auch in Verbindung mit der Regulierung von
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Signalwegen, die fiir das native Immunsystem von Bedeutung sind, sowie mit der Antigenprasenta-
tion auf MHC Klasse | Molekiilen.

Der LD-Block Nr. 68623 enthalt die Marker rs11051842, rs10844153 und rs7302538. Diese liegen
innerhalb des Gens CD163L1 (CD163 molecule like 1) und neben dem nicht-kodierenden RNA-Gen
LOC101927882.

4.9.2.2 Korrektur fiir multiples Testen basierend auf der Anzahl LD-Blécke (D-Screening durch p-
Werte des DxG-Modells von McKay et al.)

Die erzielten Signifikanzen unterscheiden sich nicht von jener, bei der das D-Screening des Hybrid-

2-Schritt (H2)-Verfahren auf Basis des DxG-Modells erfolgte (sieh Kapitel 4.9.2.1).

4.9.3 Signifikanz gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren im Modell mit Marker-Auswahl
je LD-Block

4.9.3.1 Korrektur fiir multiples Testen basierend auf der Anzahl LD-Blécke (D-Screening durch
das DxG-Modell)

Die Wahl des Signifikanz-Parameters p nimmt nur geringfiigig Einfluss auf die Identifikation der

signifikantesten Marker (siehe Tabelle 73 und Abbildung 43 im Anhang). Bei p=0,9999 wurde der

geringste nach Bonferroni korrigierte p-Wert eines Interaktionseffekts (pexe=0,0214) fir einen LD-

Block erzielt. Das entspricht einer genomweiten Signifikanz.

Abbildung 20 Manhattan-Plot: Signifikanz gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahren bei p=0.5 fiir genetische Interaktion
je LD-Block im Modell mit Marker-Auswahl / D-Screening durch DxG-Modell
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Tabelle 36 Liste suggestiv signifikanter LD-Blcke gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahrens bei beliebigem p im
Modell mit Marker-Auswahl / D-Screening durch DxG-Modell

LD-Block | P p-Wert min. p-Wert  riickskalierter
fiir min. p-Wert G/GxE H2-korrigiert p-Wert*

2271 1p21.3 UBE2U 0,9999 3,2x10® 7,5x10® 0,0563 5,4x107

33135 5q23.2 CSNK1G3 0,5 2,5x10® 6,5x10® 0,2585 2,5x10°
LINC01170

58899 10p13 CUBN 0,5 0,000013 0,000025 0,1878 1,8x10°

69267 12p12.1 SOX5 0,5 0,000071 0,000038 0,9875 9,5x10°®
MIR920

91734 18q21.32 -- 0,9999 1,2x10°® 4,3x10° 0,0214 2,1x107

* nach H2-Korrektion, riickskalierter p-Werte;
GxE Gen x Radon — Interaktion; G/GxE (joint test) Haupteffekt und Interaktion
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Insgesamt zeigten 5 LD-Blocke genomweite oder suggestive Signifikanzen, drei Gber eine sehr weite
Spanne fir p von 0,5 bis 1-10Y, zwei weitere nur bei einem p von 0,5.

Der LD-Block Nr. 91734 auf Chromosom 18q21.32 (riickskalierter p-Werte: p* = 2,1 x 1077) erzielt
dabei genomweite Signifikanz. Der LD-Block Nr. 2271 auf Chromosom 1p21.3 (rickskalierter p-
Werte: p* = 5,4 X 1077) verfehlt diese knapp.

Die drei LD-Blocke mit suggestiver Signifikanz sind LD-Block Nr. 33135 auf Chromosom 5q23.2
(p* = 2,5 x 107°), LD-Block Nr. 58899 auf Chromosom 10p13 (p* = 1,8 x 107¢) und LD-Block Nr.
69267 auf Chromosom 12p12.1 (p* = 1,8 x 107°).

Der LD-Block Nr. 91734 enthalt 4 typisierte Marker zwischen rs1346830 und rs8091054. Alle Mar-
ker liegen nahe oder innerhalb der Pseudogene LOC107985187 und LOC105372156.

Der LD-Block Nr. 2271 enthalt 9 typisierte Marker zwischen rs7545208 und rs704550. Alle Marker
liegen nahe oder innerhalb des Gens UBE2U. Das Gen UBE2U kodiert das Enzym ubiquitin conjuga-
ting E2 U. Es ist Teil der Genfamilie Ubiquitin conjugating enzymes E2.

4.9.3.2 Korrektur fiir multiples Testen basierend auf der Anzahl LD-Blécke

(D-Screening durch p-Werte des DxG-Modells von McKay et al.)
Die Wahl des Signifikanz-Parameters p nimmt nur geringfiigig Einfluss auf die Identifikation der
signifikantesten Marker (siehe Tabelle 74 und Abbildung 44 im Anhang). Bei p=0,9999 wurde der
geringste nach Bonferroni korrigierte p-Wert eines Interaktionseffekts (pexe=0,0214) flr einen LD-
Block erzielt. Das entspricht suggestiver Signifikanz.

Insgesamt zeigten 4 LD-Blécke genomweite oder suggestive Signifikanzen, drei davon Uber eine
sehr weite Spanne fiir p von 0.5 bis 1-10',

Der LD-Block Nr. 91734 auf Chromosom 18q21.32 (riickskalierter p-Werte: p* = 2,1 x 1077) erzielt
dabei genomweite Signifikanz. Der LD-Block Nr. 2271 auf Chromosom 1p21.3 (riickskalierter p-
Werte: p* = 5,4 X 1077) verfehlt diese knapp.

Fur die beiden LD-Block Nr. 33135 und 33135 auf Chromosom 5 (riuickskalierter p-Werte: p* =
2,5 X 107° bzw. p* = 5,9 x 107°) konnte eine suggestiv signifikante GxE-Interaktion beobachtet
werden.

Abbildung 21 Manhattan-Plot: Signifikanz gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahrens bei p=0.9999 fiir genetische Inter-
aktion je LD-Block im Modell mit Marker-Auswahl / D-Screening durch D-XG-Modell von McKay et al.
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Tabelle 37 Liste suggestiv signifikanter LD-Bl6cke gemaR Hybrid-2-Schritt (H2)-Verfahrens bei beliebigen p im
Modell mit Marker-Auswahl / D-Screening durch p-Werte des DxG-Modelles von McKay et al.

2271 1p21.3 UBE2U 0,9999 3,2x10° 7,6x10° 0,0563 5,4x107

33135 5q23.2 CSNK1G3 0,5 2,5x10° 6,6x10° 0,2585 2,5x10°
LINC01170

33137 5q23.2 CSNK1G3 0,5 0,000013 0,000025 0,6083 5,9 x10®
LINCO01170

91734 18q21.32 -- 0,9999 1,2x10® 4,3X10° 0,0214 2,1x107

* nach H2-Korrektion, riickskalierter p-Werte;
GxE Gen x Radon — Interaktion; G/GXE (joint test) Haupteffekt und Interaktion
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4.10 Ubersicht: LD-Blécke mit mindestens suggestiver Signifikanz

Durch die verschiedenen Methoden zur Bestimmung statistischer Signifikanz konnten flir insgesamt
16 LD-Blocke in 12 genomischen Regionen eine suggestive oder genomweite signifikante GxE-
Interaktion gefunden werden (siehe Tabelle 38). Eine Ubersicht einer Multimarker-
Assoziationsanalyse je LD-Block, bzw. je Region ist in Tabelle 39 gegeben. Die Ergebnisse von Mo-
dellschatzungen der auffélligen Regionen sind im Anschluss aufgelistet.

Die Signifikanz flr LD-Blocke nach Variablenselektion (AIC-Modell) ist stets groRer als die im taxati-
ven Modell, in dem fir jeden Markern eines LD-Blocks sowohl ein Haupt- als auch ein Interaktions-
effekt geschatzt wurden. Daher darf vermutet werden, dass Gen x Radon-Interaktionen auf punk-
tuelle Varianten innerhalb der LD-Blocke zuriickzufiihren sind und eher weniger durch mehrere
Varianten markiert werden. Diese Vermutung wird ebenso durch die héhere Signifikanz der Modell
einzelner LD-Blocke (z.B. 33131 oder 69267) im Vergleich zu LD-Block-Uberspannenden Modellen
(z.B.: 33131-33137 oder 69262-69267) unterstitzt.

Tabelle 38 LD-Blécke mit mindestens suggestiver Signifikanz in der Einzel- und Multimarker-Assoziationsanalyse
LD-Block  Region Gen / Marker p-Wert Modell D-Screening
(H2)
2271 1p21.3 UBE2U 9 5% 1077 AIC-Modell GXE (H2) McKay et al.?
5x 1077 AIC-Modell GXE (H2) DxG-Modell @
3x107¢ AlC-Modell GxE

3x107° taxatives Modell ~ GxE (H2) McKay et al.®
3x10°° taxatives Modell ~ GxE (H2) DxG-Modell®)

5078 1925.3 rs10911725 (--) 7 5x 10°° Einzelmarker GXE
33131 5¢23.2 rs7705033 (--) 12 8 x 107 Einzelmarker G/GxE
rs7735409 (--) 1%x107° Einzelmarker G/GXxE
33135 5qg23.2 rs6891344 (--) 4 1x107° Einzelmarker G/GxE
rs11747272 (--) 2x107° Einzelmarker GXE
CSNK1G3* 3x10°° AlC-Modell GXE (H2) DxG-Modell @
LINC0O1170* 3x10°° AIC-Modell GXE (H2) McKay et al. 2
33137 5qg23.2 CSNK1G3* 5 6x107° AlC-Modell GxE (H2) McKay et al.
LINCO1170* 6x107° AIC-Modell GxE
58899 10p13 CUBN 10 2x10°° AlC-Modell GXE (H2) DxG-Modell @
64068 11p15.1 NAV2 NAV2AS4 NAV2AS5 16 4x107° taxatives Modell  GxE (H2) McKay et al.9
4x107° taxatives Modell  GxE (H2) DxG-Modell ©
68621 12p13.31 CD163L1/ACSM4* 3 4x10°° taxatives Modell ~ GxE (H2) McKay et al.?
PEX5* 2x10°° taxatives Modell ~ GxE (H2) DxG-Modell @
68623 12p13.31 CD163L1 3 2x107° taxatives Modell ~ GxE (H2) McKay et al.?
LOC101927882 9x 107 taxatives Modell  GxE (H2) DxG-Modell »
ACSM4®
69267 12p12.1 SOX5* 14 1x107° AlC-Modell GXE (H2) DxG-Modell @
MIR920?
82002 15025.1 rs6495309 (CHRNA3) 6 2% 107  Einzelmarker GXE(H2)  McKayetal.®
rs28534575 (CHRNB4) 2%x1076  Einzelmarker GXE(H2)  McKayetal.®
82003 15025.1 rs12440014 (CHRNB4) 4 4x1077 Einzelmarker GXE (H2) McKay et al. 9
82005 15025.1 rs1316971 (CHRNB4) 2 2x107¢  Einzelmarker GXE(H2) ~ McKayetal.®
82008 15g25.1 rs17487514 (RPL18P11) 14 2x107° Einzelmarker GxE (H2) McKay et al.
rs6495314 (--) 5x10°° Einzelmarker GXE (H2) McKay et al.
C150rf32 ST8SIA2 snoU109 11 4x107° AIC-Modell GxE (H2) DxG-Modell @
82566 15926.1 RP11763K1511
RP11763K1521
91734 18921.32 LOC107985187 4 3x10°° taxatives Modell  GxE (H2) McKay et al.
LOC105372156 3x10°° taxatives Modell  GxE (H2) DxG-Modell ©
RP11-325K19.1 3x107° taxatives Modell ~ GxE
CTBP2P3 1x10°° AlC-Modell GxE
2x1077 AlC-Modell GxE (H2) DxG-Modell @
2x 107 AIC-Modell GXE (H2) McKay et al.?

* Intergenetischer Bereich zwischen angegebenen Genen, ® nahe dem angegebenen Gen; nwarker Anzahl Marker in LD-Block;
taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; p des H2-Verfahren: a) 0,9999 b) 0,999 ¢) 0,5d) 1 —1 x 107
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Tabelle 39 Ubersicht der Signifikanz aus einer Multimarker-Assoziationsanalyse fiir auffillige LD-Blocke

LD-Block Region Gene / Marker p-Wert (GXE — Interaktion)
taxatives AIC-Modell
Modell
2271 1p21.3 UBE2U 3x1075 3x 1076
5078 1925.3 0,0021 1x107*
33131 5923.2 0,0005 1x10°°
33135 5q23.2 CSNK1G3* LINCO1170* 1x107° 2x107°
33137 5q23.2 CSNK1G3* LINCO1170* 9% 1075 3% 1075
33131-33137 0,0216 8 x107°
58899 10p13 CUBN 0,0001 2x107°
64068 11p15.1 NAV2 NAV2AS4 NAV2AS5 0,0083 0,0001
68621-68623 12p13.31 CD163L1 LOC101927882 ACSM4® 0,0002 8x107°
69267 12p12.1 SOX5% MIR920° 0,0232 7 X 1075
69262-69267 SOX5® MIR920* 0,9047 0,0746
82003 15g25.1 CHRNB4 0,0297 0,0028
82002-82008 15925.1 CHRNA3 CHRNB4 0,1965 0,0051
82566 15926.1 C150rf32 ST8SIA2 snoU109 0,0161 0,0018
RP11763K1511 RP11763K1521
91734 18921.32 LOC107985187 LOC105372156 3x107° 1x107°
RP11-325K19.1

* |ntergenetischer Bereich zwischen angegebenen Genen, * nahe dem angegebenen Gen; nwarker Anzahl Marker in LD-Block;
taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fiir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium;

4.10.1 Modellschdtzung LD-Block Nr. 2271 (Chr. 1p31.3; UBE2U)

Der LD-Block Nr. 2271 im Chromosomabschnitt 1p31.3 iberdeckt das Gene UBE2U (Abbildung 22)
Fir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablenselektion eine sig-
nifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 7 der 9 Marker verbleiben
im AIC-Modell (Tabelle 40). Dabei zeigen die Marker rs705540 (OR=4,17; 95%-Cl: 1,11- 15,6) und
rs2029868 (OR=22,6; 95%-Cl: 4,7-109) eine positive Interaktion fiir das jeweils seltene Allel. Im
Gegenzug zeigen die Marker rs7545208 (OR=0,34; 95%-Cl: 0,1-0,8) und rs10789152 (OR=0,01; 95%-
Cl: <0,11) eine negative Interaktion fir das jeweils seltene Allel. (Zur eingeschrankten Interpretati-
on der ORs siehe Kapitel 8.)

Abbildung 22 UBE2U mit ausgewadhlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens UBE2U (mehrere Definitionen) sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 64.270K bis 64.220K des Chromosom 1p31.3 gemaR GeneDB 7°

Tabelle 40 Modellschidtzung: LD-Block Nr. 2271

taxatives Modell AlC-Modell |

Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio! p-Wert |
Propensity Score 2,75 (2,50-3,03) 2,1x10°% 2,75 (2,50-3,03) 1,6x10°%
Strahlenexposition 2,23  (0,92-5,39) 0,0729 2,37 (1,00-5,62) 0,0482
rs705540 1,05 (0,85-1,30) 0,6212
rs705551 1,00 (0,85-1,17) 0,9876
rs2029868 0,99 (0,72-1,37) 0,9900
rs2806532 1,09 (0,91-1,29) 0,3309 1,02 (0,92-1,13) 0,6134

74



Schlussbericht BfS-Projekt 3615 S 32253

AIC-Modell
Odds-Ratio?

taxatives Modell

Odds-Ratio? p-Wert

p-Wert

rs7526950 093 (0,75-1,15)  0,5449
rs7545208 094 (0,81-1,10)  0,4925
rs10789152 0,94 (0,66-1,34)  0,7484
rs11588217 1,05 (0,73-1,49)  0,7766
rs17126246 0,90 (0,62-1,29)  0,5822
Expo.x rs7545208 0,43  (0,16-1,19)  0,1063 0,34 (0,14-0,82)  0,0172
Expo.xrs7526950 0,55 (0,13-2,21)  0,4046 0,58 (0,15-2,21)  0,4254
Expo.xrs705551 0,35 (0,11-1,13)  0,0806 0,34 (0,11-1,03)  0,0568
Expo.xrs705540 4,51 (1,12-18,0)  0,0330 417 (1,11-156)  0,0336
Expo.x rs2806532 0,72 (0,23-2,25)  0,5737
Expo.x rs2029868 153  (1,66-142)  0,0160 22,6  (4,68-109)  0,0001
Expo.x rs17126246 0,55 (0,04-7,43)  0,6532
Expo.x rs11588217 4,82 (0,43-53,6)  0,2004 2,84 (0,50-16,0)  0,2359
Expo. xrs10789152 0,02 (<0,01-0,21)  0,0010 0,01 (<0,01-0,11) 0,000043

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

" AIC-Modell

p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 1,9587 9 0,9921 1 06134
Interaktion(en) GXE 36,6912 9 0,00003 7 3,176x10°

Gemeinsamer Effekt (joint) 40,5512 18 0,0018 8  7,505x10°
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

taxatives Modell

4.10.2 Modellschdtzung LD-Block Nr. 5078 (Chr. 1g25.3,intergenetischer Bereich)

Der LD-Block Nr. 2271 im Chromosomabschnitt 1p31.3 liegt im intergenetischen Bereich. Fiir die-
sen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablenselektion eine signifikante
GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 3 der 7 Marker verbleiben im AIC-
Modell (Tabelle 41). Dabei zeigen die Marker rs10911725 (OR=0,09; 95%-Cl: 0,02-0,3), rs10737261
(OR=0,37; 95%-Cl: 0,1-1,2) und chrl_185386615_C_T (OR=0,57; 95%-Cl: 0,2-1,5) eine negative In-
teraktion fiir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR>47 und da-
mit wesentlich héher als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Dadurch ist die Einteilung in Risiko-
erhdhende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Zusammen betrachtet kann aber auf eine Stratifi-
kation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blockes Nr.
5078 geschlossen werden.

Tabelle 41 Modellschatzung: LD-Block Nr. 5078

taxatives Modell AIC-Modell |
Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio! p-Wert |

Propensity Score 2,73 (2,48-3,00) 2,0x10% 2,73 (2,48-3,00) 1,2x10%
Strahlenexposition 20,4 (0,03->999) 0,3522 47,4 (4,6- 493) 0,0012
chrl_185386615_C_T 1,02 (0,87-1,20) 0,7189
rs4651259 0,94 (0,80-1,11) 0,5009 0,97 (0,88-1,06) 0,5293
rs7519702 1,01 (0,87-1,17) 0,8363
rs10737261 1,05 (0,83-1,33) 0,6567
rs10798014 1,09 (0,86-1,38) 0,4559
rs10911725 1,05 (0,80-1,36) 0,7127
rs10911734 1,02 (0,82-1,28) 0,8047
Expo. x rs7519702 1,12 (0,51-2,42) 0,7713
Expo. x rs4651259 0,72 (0,24-2,16) 0,5673
Expo. x rs10911734 1,49 (0,48-4,57) 0,4831
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taxatives Modell AlIC-Modell
Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio! p-Wert
Expo. x rs10911725 0,09 (<0,01-2,33) 0,1498 0,09 (0,02-0,34) 0,0004
Expo. x rs10798014 1,27 (0,06-23,9) 0,8703
Expo. x rs10737261 0,52 (0,02-10,9) 0,6744 0,37 (0,11-1,22) 0,1057
Expo. x chr1_185386615_C_T 0,56 (0,21-1,48) 0,2451 0,57 (0,22-1,48) 0,2536

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AlIC-Modell

x> df p-Wert df p-Wert‘

Haupteffekt(e) G 1,7001 7 0,9746 1 0,5293
Interaktion(en) GXE 22,4521 7 00021 3 0,0001
Gemeinsamer Effekt (joint) 24,6258 14 0,0384 4 0,0004

df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.3 Modellschatzung LD-Block Nr. 33131 (Chr. 5923.2, intergenetischer Bereich)

Der LD-Block Nr. 33131 im Chromosomabschnitt 5g23.2 liegt im intergenetischen Bereich. Fir die-
sen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablenselektion eine signifikante
GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 7 der 12 Marker verbleiben im AIC-
Modell (Tabelle 42). Dabei zeigen die Marker rs7728845 (OR=46; 95%-Cl: 3,9- >500). rs7703080
(OR=38; 95%-Cl: 2,3- >600) und rs13165542 (OR=57; 95%-Cl: 2,6- >1000) eine positive Interaktion
fiir das jeweils seltene Allel. Im Gegenzug zeigen die Marker rs7735409 (OR=0,02; 95%-Cl: <0,5),
rs6887967 (OR=0,04; 95%-Cl: <0,5) und rs4572998 (OR=0,17; 95%-Cl: 0,04-0,7) eine negative Inter-
aktion fir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR>4 und damit
etwas hoher als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Dadurch ist die Einteilung in Risiko-
erhdhende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Zusammen betrachtet kann aber auf eine Stratifi-
kation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blockes Nr.
33131 geschlossen werden.

Tabelle 42

taxatives Modell

Modellschatzung: LD-Block Nr. 33131

AIC-Modell |

Odds-Ratio? Odds-Ratio? p-Wert |
Propensity Score 2,74 (2,49-3,02) 4,9x10% 2,74 (2,49-3,02) 1,1x10%
Strahlenexposition  <0,01 0,9854 4,14 (1,82-9,40) 0,0007
rs1972627 1,11 (0,79-1,56)  0,5349
rs4572998 1,00 (0,77-1,30)  0,9671
rs6884946 0,98 (0,77-1,25)  0,9254
rs6887967 0,94 (0,71-1,26)  0,7068
rs7703080 0,89 (0,59-1,32)  0,5645
rs7705033 1,48 (0,41-532)  0,5437
rs7728845 1,11 (0,76-1,63)  0,5748
rs7731839 1,05 (0,79-1,38)  0,7214
rs7735409 0,67 (0,19-2,29)  0,5245 0,95 (0,86-1,05)  0,3454
rs11241696 1,00 (0,85-1,18)  0,9211
rs12109037 0,94 (0,70-1,25)  0,6799
rs13165542 0,94 (0,63-1,40)  0,7954
Expo.xrs7735409 0,03 (<0,01-3,62)  0,1532 0,02 (<0,01-0,54)  0,0184
Expo.x rs7731839  >999 0,9846
Expo. x rs7728845  >999 0,9807 46,0 (3,92- 539)  0,0023
Expo.xrs7703080 43,2 (2,55- 732)  0,0090 380 (2,30- 627)  0,0109
Expo. x rs6887967 0,05 (<0,01-0,69)  0,0252 0,04 (<0,01-0,50)  0,0117
Expo.x rs6884946 4,93 (0,79-30,4)  0,0856 423 (1,19-150)  0,0256

76



Schlussbericht BfS-Projekt 3615 S 32253

AIC-Modell
Odds-Ratio?

taxatives Modell

Odds-Ratio? p-Wert

p-Wert

Expo. x rs4572998 0,17 (<0,01-8,11) 0,3692 0,17 (0,04-0,69) 0,0129
Expo. x rs1972627 >999 0,9850
Expo. x rs13165542 50,8 (1,56->999) 0,0269 57,1 (2,56->999) 0,0106

Expo. x rs12109037 1,26 (0,03-47,3) 0,8971
Expo. x rs11241696 1,01 (0,27-3,72) 0,9788

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AIC-Modell

x> df p-Wert df p-Wert ‘
Haupteffekt(e) G 2,1681 12 0,9991 1 0,3454
Interaktion(en) GXE 33,0555 11 0,0005 7 0,000014

Gemeinsamer Effekt (joint) 36,7623 23 0,0344 8 0,000013
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.4 Modellschdtzung LD-Block Nr. 33135 (Chr. 5923.2; zwischen CSNK1G3 und LIN-
C01170)

Der LD-Block Nr. 33135 im Chromosomabschnitt 5923.2 liegt im nicht-kodierender Bereich zwi-
schen CSNK1G3 und LINCO1170. Fir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch
nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionster-
me von 3 der 4 Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 43). Dabei zeigt der Marker rs6891344
(OR=2,15; 95%-Cl: 1,2-3,9) eine positive Interaktion fiir das jeweils seltene Allel. Im Gegenzug zei-
gen die Marker rs6895877 (OR=0,35; 95%-Cl: 0,2-0,7) und rs257140 (OR=0,39; 95%-Cl: 0,2-03,8)
eine negative Interaktion fiir das jeweils seltene Allel.

Tabelle 43 Modellschatzung: LD-Block Nr. 33135

taxatives Modell AlIC-Modell
Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio!
Propensity Score 2,74 (2,49-3,01) 2,0x102¢ 2,74 (2,49-3,01) 1,0x1079
Strahlenexposition 5,57 (2,46-12,6) 0,000038 550 (2,70-11,2) 2,571x10°
rs257140 0,98 (0,85-1,12) 0,7946 0,97 (0,87-1,09) 0,7122
rs6882579 0,98 (0,82-1,18) 0,8930
rs6891344 1,01 (0,88-1,16) 0,8593
rs6895877 0,99 (0,88-1,13) 0,9975
Expo. x rs6895877 0,34 (0,16-0,72) 0,0046 0,35 (0,17-0,70) 0,0030
Expo.xrs6891344 2,12 (1,12-4,01) 0,0204 2,15 (1,19-3,91) 0,0112
Expo. x rs6882579 0,98 (0,36-2,70) 0,9832
Expo. x rs257140 0,39 (0,19-0,80) 0,0111 0,39 (0,20-0,78) 0,0079

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AIC-Modell
X2 df p-Wert df p-Wert

Haupteffekt(e) G 0,2027 . 4 0,9952 1 0,7122
Interaktion(en) GxE 27,7497 4 0,000014 3 2,486x10°

Gemeinsamer Effekt (joint) 29,4426 8 0,0003 4 6,535x10°
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.5 Modellschatzung LD-Block Nr. 33137 (Chr. 5923.2; zwischen CSNK1G3 und LIN-
CO1170)

Der LD-Block Nr. 33137 im Chromosomabschnitt 5923.2 liegt im nicht-kodierenden Bereich zwi-
schen CSNK1G3 und LINCO1170. Fiir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch
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nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionster-
me von 4 der 5 Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 44). Dabei zeigen gleich 4 Marker
(rs6876166, rs3909326, rs12514988 und s11747272; OR von 1,27-4,77) eine positive Interaktion fir
das jeweils seltene Allel. Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition
direkt mit OR=0,64 und damit wesentlich niedriger als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Zu-
sammen betrachtet markieren somit die haufigeren Allele der 4 Marker eine Senkung der Fall-
Wahrscheinlichkeit.

Tabelle 44 Modellschatzung: LD-Block Nr. 33137

taxatives Modell AIC-Modell

Odds-Ratio* Odds-Ratio! p-Wert
Propensity Score 2,73 (2,48-3,00)  3,9x109 2,73 (2,48-3,00) 3,7x10°%
Strahlenexposition 0,66 ( 0,10- 4,30) 0,6708 0,64 (0,11-3,58)  0,6140
rs3909326 0,96 (0,78-1,19) 0,7569
rs6876166 0,99 (0,87-1,14) 0,9898
rs10052257 0,97 (0,87-1,09) 0,6919 0,98 (0,88-1,08) 0,7211
rs11747272 0,99 (0,86-1,14) 0,9428
rs12514988 0,96 (0,78-1,17) 0,7055
Expo. x rs6876166 1,24 (0,45- 3,39) 0,6638 1,27 (0,49-3,30) 0,6196
Expo.xrs3909326 2,99 (0,72-12,4) 0,1310 2,97 (0,76-11,5)  0,1141
Expo.x rs12514988 3,82 (1,08- 13,4) 0,0368 3,76 (1,11-12,6)  0,0321
Expo.x rs11747272 4,75 (1,79-12,5) 0,0017 477 (183-12,4) 0,0014
Expo. x rs10052257 0,96 (0,55- 1,67) 0,8971

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell . AIC-Modell
X2 df p-Wert df p-Wert |
Haupteffekt(e) G . 0,3709 _5 0,9961 _1 0,7211
Interaktion(en) GxE 26,0107 5 0,000089 4 0,000025

Gemeinsamer Effekt (joint) 26,8247 10 0,0028 5 0,00007
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.6 Modellschiatzung LD-Blécke Nr. 33131-33137 (Chr. 5q23.2, nahe CSNK1G3)

Die LD-Blécke Nr. 33131-33137 im Chromosomabschnitt 5923.2 liegen um das Gene CSNK1G3
(Abbildung 23). Fiir diese LD-Blécke konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablense-
lektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 9 der 20
Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 45). Dabei zeigen die Marker rs11747272 (OR=2,68) und
chr5_123135986_A_G (OR=2,03; 95%-Cl: 0,6-6,6) eine positive Interaktion flr das jeweils seltene
Allel. Im Gegenzug zeigen gleich 7 Marker (OR von 0,15 bis 0,46), vor allem aber Marker
rs11746266 (OR=0,27; 95%-Cl: 0,1-0,7) eine negative Interaktion fiir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR>5,7 und
damit wesentlich hohere als in vergleichbaren Modellen geschéatzt. Dadurch ist die Einteilung in
Risiko-erhohende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Zusammen betrachtet kann aber auf eine
Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter Radon-Exposition durch die Marker der LD-Blocke
Nr. 33131-33137 geschlossen werden.

Abbildung 23 CSNK1G3 mit ausgewadhlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens CSNK1G3 sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 123.400K bis 123.900K des Chromosom 5g23.2 gemaR GeneDB 7°
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Tabelle 45 Modellschatzung: LD-Blocke Nr. 33131-33137

taxatives Modell AIC-Modell |

Propensity Score 2,73 (2,48-3,00) 4,0x10°* 2,73 (2,58-3,00) 3,7x10°%
Strahlenexposition 242 (0,04->999) 0,2143 409 (5,7->999) 0,0057
chr5_123045038_C_G 1,00 (0,81-1,23) 0,9893
chr5_123135986_A_G 1,18 (0,78-1,76) 0,4214
chr5_123170960_A_G 1,00 (0,66- 1,49) 0,9928
rs1834887 1,00 (0,85-1,17) 0,9534
rs2194046 1,00 (0,78-1,28) 0,9622
rs6876166 1,02 (0,88-1,17) 0,7697
rs6889596 1,05 (0,86-1,28) 0,6133
rs7703080 0,96 (0,81-1,14) 0,6960
rs10043442 1,03 (0,85-1,25) 0,7235
rs10052257 0,98 (0,87-1,11) 0,8262
rs10478586 1,08 (0,84-1,39) 0,5185
rs11241696 0,95 (0,83-1,09) 0,5260
rs11746266 1,09 (0,87-1,36) 0,4438
rs11747272 1,00 (0,85-1,16) 0,9974
rs12109037 0,99 (0,85-1,15) 0,9356
rs12514988 0,91 (0,70-1,18) 0,5100
rs12515947 1,02 (0,81-1,29) 0,8048
rs12520155 1,06 (0,83-1,36) 0,6081
rs13162753 1,07 (0,91-1,27) 0,3659
rs17480969 0,86 (0,70-1,07) 0,2013 0,93 (0,78-1,10) 0,4175
Expo. x rs7703080 0,71 (0,17-2,87) 0,6401 0,46 (0,17-1,24) 0,1277
Expo. x rs6889596 0,33 (0,06-1,69) 0,1872 0,28 (0,07-1,16) 0,0813
Expo. x rs6876166 0,82 (0,25-2,68) 0,7452
Expo. x rs2194046 0,23 (0,02-2,52) 0,2330 0,34 (0,09-1,26) 0,1097
Expo. x rs1834887 1,56 (0,40-6,03) 0,5183
Expo. x rs17480969 0,72 (0,12-4,31) 0,7222
Expo. x rs13162753 0,43 (0,13-1,44) 0,1733 0,40 (0,16-1,02) 0,0555
Expo. x rs12520155 1,28 (0,13-11,8) 0,8244
EXpo. X rs12515947 0,10 (<0,01-1,85) 0,1251 0,15 (0,03-0,75) 0,0212
Expo. X rs12514988 0,74 (0,10- 5,06) 0,7594
Expo. x rs12109037 1,31 (0,49- 3,45) 0,5821
Expo. x rs11747272 2,27 (0,72-7,15) 0,1595 2,68 (1,27-5,63) 0,0092
Expo. x rs11746266 0,47 (0,04-5,33) 0,5455 0,27 (0,10-0,72) 0,0083
Expo. x rs11241696 0,75 (0,21-2,65) 0,6644
Expo. x rs10478586 2,64 (0,28-24,9) 0,3954
Expo. X rs10052257 1,06 (0,54-2,08) 0,8632
Expo. x rs10043442 1,37 (0,14-12,9) 0,7783
Expo. x chr5_123135986_A G 2,52 (0,17-37,6) 0,5003 2,03 (0,62-6,64) 0,2382
Expo. x chr5_123045038 C_ G 0,18 (0,01-2,32) 0,1896 0,29 (0,06-1,26) 0,0996

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gem&R AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell . AIC-Modell

x> df H p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 45626 20 0,9999 1 0,4175
Interaktion(en) GxE 33,3932 19 0,0216 9 0,000078

Gemeinsamer Effekt (joint) 39,3914 39 0,4524 10 0,0001
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte
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4.10.7 Modellschdtzung LD-Block Nr. 58899 (Chr. 10p13; CUBN)

Der LD-Block Nr. 58899 im Chromosomabschnitt 10p13 liegt innerhalb des Gens CUBN (Abbildung
24). Fur diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablenselektion eine
signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 7 der 10 Marker ver-
bleiben im AIC-Modell (Tabelle 46). Dabei zeigen die Marker rs7896819 (OR=4,25), rs4748341
(OR>36) und chr10_17046641_A_T (OR=7,81; 95%-Cl: 2,1-29) eine positive Interaktion flr das je-
weils seltene Allel. Im Gegenzug zeigen die Marker rs7922356 (OR=0,11; 95%-Cl: <0,8) und
rs11592014 (OR=0,01; 95%-Cl: <0,11) eine negative Interaktion fiir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=0,1 und
damit wesentlich niedriger als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Dadurch ist die Einteilung in
Risiko-erhohende bzw. —senkende Marker diskutierbar. . Abgehsehen von dieser instabilen Schat-
zung des Radon-Haupteffekts kann aber auf eine Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter
Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blocks Nr. 58899 geschlossen werden.

Abbildung 24 CUBN mit ausgewadhlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens CUBN (mehrere Definitionen) sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 16.800K bis 17.150K des Chromosom 10q13 gemiR GeneDB 7°

Tabelle 46 Modellschatzung: LD-Block Nr. 58899

taxatives Modell AlIC-Modell |
Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio? p-Wert

Propensity Score 2,72 (2,47-2,99) 4,8x10%* 2,72 (2,47-2,99) 2,8x10°*
Strahlenexposition 0,07 (<0,01- 1,40) 0,0841 0,10 (<0,01-1,58) 0,1035
chr10_17029438_A_C 1,00 (0,77-1,29) 0,9956
chr10_17046641_A_T 0,93 (0,77-1,12) 0,4914
rs2291521 0,98 (0,83-1,16) 0,8730
rs2942366 0,98 (0,86-1,11) 0,7682
rs4748341 0,96 (0,65-1,44) 0,8760
rs7896819 0,94 (0,78-1,12) 0,5172
rs7897550 1,00 (0,78-1,28) 0,9627
rs7900486 1,12 (0,95-1,31) 0,1556
rs7922356 0,86 (0,65-1,14) 0,3154 0,92 (0,81-1,06) 0,2779
rs11592014 0,94 (0,65-1,34) 0,7386
Expo. x rs7922356 0,17 (0,02-1,41) 0,1012 0,11 (0,01-0,82) 0,0318
Expo. x rs7900486 2,04 (0,69-5,96) 0,1925 2,12 (0,75-6,00) 0,1538
Expo. x rs7897550 0,27 (0,06- 1,20) 0,0868 0,27 (0,06-1,13) 0,0742
Expo. x rs7896819 4,69 (1,21-18,1) 0,0250 4,25 (1,16-15,5) 0,0289
Expo. x rs4748341 520 (24,4- >999) 0,000061 559 (36,4->999) 5,624x10°
Expo. x rs2942366 1,09 (0,48-2,47) 0,8332
Expo. x rs2291521 1,51 (0,50-4,54) 0,4551
Expo. x rs11592014 0,01 (<0,01-0,14) 0,0003 0,01 (<0,01-0,11) 0,000028
Expo. x chr10_17046641_A_T 8,74 (2,31-33,0) 0,0014 7,81 (2,11-28,7) 0,0020
Expo. x chr10_17029438_A_C 0,78 (0,18-3,35) 0,7454

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fiir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gem&R AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AIC-Modell
X2 H df ‘ p-Wert ‘ df
Haupteffekt(e) G 38591 10 09535 1 0,2779
Interaktion(en) GxE 35,2553 10 0,0001 8 0,000013

Gemeinsamer Effekt (joint) 38,4639 20 0,0078 9 0,000025
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte
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4.10.8 Modellschatzung LD-Block Nr. 64068 (Chr. 11p15.1; CD163L1)

Der LD-Block Nr. 64068 im Chromosomabschnitt 11p15.11 (iberdeckt einen Teil des Gens NAV2
(Abbildung 25). Fiir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablense-
lektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 9 der 16
Marker verbleiben im AlIC-Modell (Tabelle 47). Dabei zeigen die Marker rs4756999 (OR=5,56; 95%-
Cl: 2,7-12) und rs2200568 (OR=5,63; 95%-Cl: 1,1-29) eine positive Interaktion fiir das jeweils selte-
ne Allel. Im Gegenzug zeigen die Marker rs2702656, rs2632019, rs2632010 und rs1055543 (OR
zwischen 0,04 und 0,35)eine negative Interaktion fir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=0,94 und
damit wesentlich niedriger als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Dadurch ist die Einteilung in
Risiko-erhohende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Abgehsehen von dieser instabilen Schat-
zung des Radon-Haupteffekts kann aber auf eine Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter
Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blocks Nr. 64068 geschlossen werden.

Abbildung 25 NAV2 mit ausgewahlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens NAV2 (mehrere Definitionen) sowie ausgewdhlter Marker
im Bereich 19.300K bis 20.100K des Chromosom 11p15.1 gemaR GeneDB 7°

Tabelle 47 Modellschatzung: LD-Block Nr. 64068

taxatives Modell AIC- Modell

Odds-Ratio! - Odds-Ratio! p-Wert
Propensity Score 2,72 (2,47-2,99) 1,2x10°3 2,73 (2,48-3,00) 9,9x109
Strahlenexposition 146 0,9956 0,94 (0,07-11,5) 0,9620
rs1055543 0,94 (0,66-1,33) 0,7329
rs2200568 1,02 (0,79-1,33) 0,8240
rs2632010 0,96 (0,74-1,24) 0,7666
rs2632019 0,91 (0,71-1,16) 0,4653
rs2632057 0,99 (0,69-1,42) 0,9663
rs2702656 0,81 (0,54-1,21) 0,3141 0,92 (0,81-1,05) 0,2618
rs2702735 1,01 (0,69-1,47) 0,9383
rs2729884 1,06 (0,65-1,73) 0,8094
rs4756999 0,95 (0,81-1,12) 0,5916
rs10766561 1,00 (0,77-1,31) 0,9713
rs10766565 0,95 (0,65-1,41) 0,8302
rs11025138 0,93 (0,70-1,23) 0,6213
rs11604718 0,96 (0,59-1,57) 0,8974
rs11605946 0,99 (0,69-1,43) 0,9918
rs11820210 0,91 (0,68-1,24) 0,5860
rs12271178 0,95 (0,73-1,22) 0,7098
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taxatives Modell

AIC- Modell

Odds-Ratio! p-Wert Odds-Ratio! p-Wert
expo_rs4756999 547 (2,19-13,6) 0,0003 556 (2,67-11,5) 4,25x10°
expo_rs2729884 >999 0,9643 3,37 (0,99-11,4) 0,0513
expo_rs2702735 0,61 (0,12-3,06) 0,5521
expo_rs2702656 <0,01 0,9543 0,04 (<0,01-0,55) 0,0150
expo_rs2632057 1,56 (0,34-7,18) 0,5636
expo_rs2632019 0,18 (0,03-1,07) 0,0600 0,12 (0,03-0,52) 0,0043
expo_rs2632010 0,23 (0,03-1,85) 0,1699 0,24 (0,07-0,78) 0,0178
expo_rs2200568 >999 0,9837 5,63 (1,08-29,1) 0,0392
expo_rs12271178 1,33 (0,09-18,1) 0,8299
expo_rs11820210 739 0,9867
expo_rs11605946 1,69 (0,33-8,55) 0,5213 2,44 (0,92-6,48) 0,0712
expo_rs11604718 <0,01 0,9684
expo_rs11025138 1,38 (0,10-17,7) 0,8016
expo_rs10766565 <0,01 0,9658
expo_rs10766561 >999 0,9847 3,42 (0,64-18,3) 0,1494
expo_rs1055543 <0,01 0,9624 0,35 (0,12-0,95) 0,0402

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AIC- Modell
X2 p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 4,0358 16 0,9988 1 0,2618
Interaktion(en) GXE 32,6234 16 0,0083 9 0,0001
Gemeinsamer Effekt (joint) 37,5660 32 0,2292 10 0,0001

df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.9 Modellschdtzung LD-Block Nr. 68621 (Chr. 12p13.31; CD163L1/ACSM4, PEX5)

Der LD-Block Nr. 68621 im Chromosomabschnitt 12p13.31 liegt im nicht-kodierenden Bereich zwi-
schen den Genen CD163L1/ACSM4 und PEX5 (Abbildung 26). Fiir diesen LD-Block konnte sowohl im
taxativen Modell, als auch nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet
werden. Die Interaktionsterme von 2 der 3 Marker verbleiben im AlIC-Modell (Tabelle 48). Dabei
zeigt der Marker rs7970379 (OR=14,3; 95%-Cl: 4,3-48) eine positive Interaktion fiir das jeweils sel-

tene Allel.

Abbildung 26 CD163L1, ACSM4 und PEX5 mit ausgewahlten Marker
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Die Abbildung zeigt die Lage der Gene CD163L1 und PEX5 (mehrere Definitionen) sowie ausgewdhlter Marker
im Bereich 7.150K bis 7.500K des Chromosom 12p12.31 gemaR GeneDB 7°

Tabelle 48 Modellschatzung: LD-Block Nr. 68621

taxatives Modell

Odds-Ratio? p-Wert

AIC-Modell

Odds-Ratio?

p-Wert

Propensity Score 2,72 (2,47-2,99)  3,8x10% 2,72 (2,47-2,99) 3,7x10%
Strahlenexposition 2,16 ( 1,29- 3,64) 0,0034 2,19 (1,31-3,66)  0,0028
rs7485862 0,99 (0,89-1,09) 0,8588
rs7970379 0,94 (0,78-1,13) 0,5570
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taxatives Modell AIC-Modell
Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio? p-Wert
rs11047873 0,89 (0,67-1,18) 0,4244 0,89 (0,68-1,17) 0,4261
Expo. xrs7970379 15,1 (4,47-51,4) 0,000013 14,3 (4,28-47,9) 0,000015
Expo. x rs7485862 1,31 (0,77-2,22) 0,3189 1,29 (0,77-2,18) 0,3267

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

AlIC-Modell

taxatives Modell

X2 df H p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 09862 3 10,8046 1 0,4261
Interaktion(en) GXE 19,0547 2 <.0001 2 0,000086
Gemeinsamer Effekt (joint) 19,7020 5 0,0014 3 0,0002

df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.10 Modellschdtzung LD-Bl6cke Nr. 68621-68623 (Chr. 12p13.31; CD163L1,

LOC101927882, ACSM4)

Der LD-Block Nr. 68621 im Chromosomabschnitt 12p13.31 liegt im nicht-kodierenden Bereich zwi-
schen den Genen CD163L1/ ACSM4 und PEX5 (Abbildung 26). Fiir diesen LD-Block konnte sowohl
im taxativen Modell, als auch nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet
werden. Die Interaktionsterme von 4 der 6 Marker verbleiben im AlIC-Modell (Tabelle 49). Dabei
zeigen alle 4 Marker rs7970379 rs7485862 rs7302538 und rs10844153 (OR zwischen 2,95 und 3,40)
eine positive Interaktion flr das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=0,32 und
damit wesentlich niedriger als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Dadurch ist die Einteilung in
Risiko-erhohende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Abgehsehen von dieser instabilen Schat-
zung des Radon-Haupteffekts kann aber auf eine Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter
Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blocks Nr. 68621 geschlossen werden.

Tabelle 49 Modellschatzung: LD-Blocke Nr. 68621-68623

AlIC-Modell
Odds-Ratio?

taxatives Modell
Odds-Ratio? p-Wert

p-Wert

Propensity Score 2,72 (2,48-3,00) 5,1x10% 2,72 (2,47-2,99) 4,1x10%
Strahlenexposition 0,30 (0,05-1,70)  0,1751 0,32 (0,05-1,77)  0,1944
rs7302538 0,98 (0,76-1,27) 0,9002
rs7485862 0,97 (0,85-1,10) 0,6891
rs7970379 0,94 (0,75-1,18) 0,6152
rs10844153 0,96 (0,85-1,09) 0,5913
rs11047873 0,89 (0,62-1,28)  0,5550 0,89 (0,68-1,18)  0,4427
rs11051842 0,98 (0,82-1,17) 0,8802
Expo.xrs7970379 3,54 (0,29-43,4)  0,3215 3,40 (0,28-41,2)  0,3352
Expo. x rs7485862 3,12 (1,16-8,37) 0,0239 3,21 (1,25-8,23) 0,0152
Expo.xrs7302538 16,7 (1,12- 250)  0,0409 15,8 (1,08- 232)  0,0436
Expo. xrs11051842 1,30 (0,41-4,09) 0,6430
Expo. x rs10844153 3,08 (1,26-7,51)  0,0130 2,95 (1,23-7,08)  0,0149

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fiir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gem&R AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

AlIC-Modell

taxatives Modell

x> df H p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 1,2449 6 09746 1 0,4427
Interaktion(en) GXE 24,2862 5 0,0002 4 0,000084
Gemeinsamer Effekt (joint) 25,1796 11 0,0086 5 0,0002
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df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.11 Modellschdtzung LD-Block Nr. 69267 (Chr. 12p12.1; SOX5, MIR920)

Der LD-Block Nr. 69267 im Chromosomabschnitt 12p12.1 liegt je nach Definition innerhalb oder in
der Ndhe des Gens SOX5 (Abbildung 27). Fir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell,
als auch nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interak-
tionsterme von 4 der 14 Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 50). Dabei zeigen die Marker
rs7978583, rs10842275, chr12_24281450_A_G und chrl2_24252977_C_T (OR zwischen 0,15 und
0,48) eine negative Interaktion fir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=9,58 und
damit wesentlich héhere als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Zusammen betrachtet markie-
ren somit die hdufigeren Allele der 4 Marker eine Risikosteigerung.

Abbildung 27 SOX5 mit ausgewahlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens SOX5 (mehrere Definitionen) sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 23.500K bis 24.600K des Chromosom 12p12.1 gemaR GeneDB 7°

Tabelle 50 Modellschatzung: LD- Block Nr. 69267

taxatives Modell AlIC-Modell |
Odds-Ratio! p-Wert Odds-Ratio? p-Wert |

Propensity Score 2,72 (2,47-2,99) 2,1x10% 2,72 (2,47-2,99) 2,2x10%
Strahlenexposition 30,5 (1,74- 536) 0,0192 9,58 (5,80-15,8) 1,0x10718
chri2_24207780_C_G 0,96 (0,70-1,32) 0,8279
chr12_24252977_C_T 0,99 (0,74- 1,33) 0,9791
chri2_24281450_A_G 0,80 (0,48-1,33) 0,4040
chri2_24281623_C_T 0,92 (0,77-1,10) 0,4085
rs1498879 0,91 (0,73-1,13) 0,3984
rs2030130 1,01 (0,87-1,17) 0,8312
rs7136388 1,09 (0,87-1,37) 0,4136
rs7952778 0,92 (0,75-1,14) 0,4852 0,94 (0,86-1,03) 0,1976
rs7978583 0,89 (0,71-1,12) 0,3591
rs10505933 1,08 (0,85-1,35) 0,5070
rs10734732 1,04 (0,82-1,31) 0,7346
rs10842275 1,01 (0,82-1,25) 0,8536
rs11047241 0,95 (0,68-1,32) 0,7678
rs11831634 1,01 (0,81-1,25) 0,9004
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AlIC-Modell
Odds-Ratio?

taxatives Modell

Odds-Ratio?

p-Wert p-Wert

Expo. x rs7978583 0,43 (0,07- 2,66) 0,3704 0,48 (0,20-1,16) 0,1049
Expo. x rs7952778 0,67 (0,13- 3,28) 0,6282
Expo. x rs7136388 0,70 (0,14- 3,42) 0,6661
Expo. x rs2030130 0,61 (0,28-1,30) 0,2032
Expo. x rs1498879 0,54 (0,10- 2,98) 0,4885
Expo. x rs11831634 1,42 (0,26-7,66)  0,6790
Expo. x rs11047241 0,58 (0,10- 3,18) 0,5388
Expo. x rs10842275 0,46 (0,12-1,75)  0,2589 0,42 (0,16-1,05)  0,0656
Expo. x rs10734732 0,87 (0,15- 5,05) 0,8794
Expo. x rs10505933 0,87 (0,17-4,38)  0,8740
Expo. x chr12_24281623_C_.T 0,60 (0,24-1,51)  0,2817
Expo. x chr12_24281450 A G 0,28 (0,02-2,70)  0,2722 0,15 (0,01-1,25)  0,0802
Expo. x chr12_24252977_C_T 0,19 (0,03-1,12) 0,0680 0,34 (0,10-1,09) 0,0702
Expo. x chr12_24207780 C.G 1,46 (0,27-7,78)  0,6506

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AlIC-Modell

X2 df p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 6,1831 14 09617 1 0,1976
Interaktion(en) GXE 26,3799 14 0,0232 4 0,000071

Gemeinsamer Effekt (joint) 34,8384 28 0,1746 5 0,000038
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.12 Modellschdtzung LD-Bl6cke Nr. 69250-69269 (Chr. 12p12.1; SOX5)

Die 19 LD-Blécke Nr. 69250-69269 um das Gen SOX5 (12p12.1- Abbildung 27) umfassen 97 typisier-
te Marker. Die meisten davon stehen mit mindestens einem anderen in sehr starkem LD zueinan-
der. Daher werden nur 16 Marker in das Schatzmodell aufgenommen.

Fir diese LD-Blocke konnte nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet
werden, nicht jedoch im taxativen Modell. Die Interaktionsterme von 3 der 16 Marker verbleiben
im AIC-Modell (Tabelle 51). Dabei zeigen die Marker rs1031895 (OR=1,45; 95%-Cl: 0,9-2,4),
chr12_24207780_C_G (OR=1,65; 95%-Cl: 1-2,7) und chr12_23788075_A_G (OR=1,34; 95%-Cl: 0,8-
2,1) eine positive Interaktion flr das jeweils seltene Allel.
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Tabelle 51 Modellschatzung: LD-Blocke Nr. 69267-69262
AIC-Modell |

Odds-Ratio! p-Wert Odds-Ratio! p-Wert

Propensity Score 1,40  (0,99- 1,98) 0,0522 2,71 (2,46-2,98) 1,2x10%

Strahlenexposition 0,23  (<0,01- 44,6) 0,5904 1,23 (0,51-2,94) 0,6380

chr12_23782727_G_T 0,57  (0,06-4,84) 0,6117

chr12_23788075_A_G 0,71 (0,11- 4,35) 0,7146

chr12_23826272_A_G <0,01 0,9844

chr12_23889474_A_G 0,97  (0,31-3,00) 0,9595

chr12_23969761_A_G 0,49  (0,14-1,69) 0,2608

chr12_24025701_A_G 1,10  (0,15-8,01) 0,9223

chr12_24185456_A_C <0,01 0,9486 0,95 (0,81-1,12) 0,5915

chr12_24207780_C_G 0,79  (0,27-2,28) 0,6670

chr12_24252977_C_T 1,56  (0,20-11,8) 0,6665

chr12_24295876_A_G 0,80  (0,29-2,15) 0,6647

rs1031895 0,51  (0,17-1,55) 0,2399

rs4301870 0,68  (0,18-2,48) 0,5622

rs9971691 0,86  (0,20-3,75) 0,8494

rs10771005 1,03 (0,39-2,76) 0,9394

rs16926713 0,69  (0,06-7,85) 0,7698

rs17477268 0,53 (0,07- 3,73) 0,5306

Expo. x rs9971691 0,76  (0,14-3,99) 0,7460

Expo. X rs4301870 1,37  (0,32-5,83) 0,6652

Expo. x rs17477268 0,98 (0,12- 8,11) 0,9901

Expo. x rs16926713 0,46  (0,01-11,0) 0,6355

Expo. x rs10771005 0,77 (0,25- 2,36) 0,6529

Expo. x rs1031895 2,46 (0,72-8,42) 0,1490 1,45 (0,89-2,36) 0,1331

Expo. x chr12_24295876_A_G 1,40  (0,45-4,29) 0,5499

Expo. x chr12_24252977_C_T 0,38  (0,03-4,15) 0,4324

Expo. x chr12_24207780_C_G 1,73 (0,53-5,64) 0,3567 1,65 (1,03-2,65) 0,0369

Expo. x chr12_24185456_A_C  >999 0,9540

Expo. x chr12_24025701_A_G 1,41 (0,16- 12,0) 0,7536

Expo. x chr12_23969761_A_G 2,54  (0,66-9,73) 0,1734

Expo. x chr12_23889474_A_G 0,77  (0,21-2,74) 0,6875

Expo. x chr12_23826272_A_G 0,30 0,9987

Expo. x chr12_23788075_A_G 1,68 (0,21-12,9) 0,6176 1,34 (0,83-2,14) 0,2198

Expo.chr12_23782727_G_T 1,15 (0,10- 12,5) 0,9055

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell

AlIC-Modell

X
Haupteffekt(e) G 50982 16 10,9952 1 00,7764
Interaktion(en) GxE 9,2046 16 0,9047 3 0,0746
Gemeinsamer Effekt (joint) 20,8263 32 09354 4 0,1956

df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.13

Modellschdtzung LD-Block Nr. 82003 (Chr.15¢g25.1, CHRNB4)

Der LD-Block Nr. 82003 im Chromosomabschnitt 15¢g25.1.2 liegt innerhalb des Gens CHRNB4
(Abbildung 28). Fiir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als auch nach Variablense-
lektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Der Interaktionsterm von einem der 4
Marker verbleibt im AlIC-Modell (Tabelle 52). Dabei zeigt der Marker rs12440014 (OR=0,33; 95%-
Cl:) eine negative Interaktion fiir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition mit OR=4,58 und damit
wesentlich hoher als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Abgesehen von dieser instabilen Schat-
zung des Radon-Haupteffekts kann aber auf eine Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter
Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blocks Nr. 82003 geschlossen werden.
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Abbildung 28 CHRNB4 mit ausgewdhlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens CHRNB4 sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 78.622K bis 78.655K des Chromosom 15¢25.1 gemaR GeneDB 7°

Tabelle 52 Modellschatzung: LD-Block Nr. 82003

taxatives Modell AlIC-Modell
Odds-Ratio* p-Wert Odds-Ratio! p-Wert
Propensity Score 2,71 (2,46-2,98) 1,2x10%* 2,72 (2,47-2,98) 3,8x10-96
Strahlenexposition 4,51 (3,06-6,63) 2,2x10% 4,58 (3,15-6,66) 1,5x10-15

rs11636753 0,98 (0,89-1,08)  0.7428
rs12440014 0,97 (0,87-1,08)  0.6539 0,98 (0,88-1,09) 0,7700
rs12440298 0,98 (0,78-1,23)  0.9086
rs77802411 1,06 (0,78-1,43)  0.7006

Expo.x rs77802411 1,07 (0,20-5,73)  0.9321
Expo. x rs12440298 1,32 (0,30-5,81)  0.7076
Expo. x rs12440014 0,33 (0,16-0,69)  0.0031 0,33 (0,16-0,68) 0,0028

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

Haupteffekt(e) G 0,4759 4 09758 1 0,7700

Interaktion(en) GXE 8,9752 3 10,0296 1 0,0028
Gemeinsamer Effekt (joint) 10,0091 7 0,1881 2 0,0087
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.14 Modellschdtzung LD-Blocke Nr. 82002-82008 (Chr.15¢g25.1, CHRNA3, CHRNB4)

Die LD-Blécke Nr. 82002-82008 im Chromosomabschnitt 15g25.1 liegen um die Gene CHRNA3 und
CHRNB4 (Abbildung 29). Fiir diese LD-Blocke konnte nicht im taxativen Modell, jedoch nach Variab-
lenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interaktionsterme von 5 der
19 Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 53). Dabei zeigen die Marker rs76912891 (OR=3,7;
95%-Cl: 1,3-11) und rs17487514 (OR=2,29; 95%-Cl: 1,3-4,2) eine positive Interaktion fiir das jeweils
seltene Allel. Im Gegenzug zeigen die Marker rs12440014 (OR=0,21; 95%-Cl: 0,08-0,6), rs12437528
(OR=0,19; 95%-Cl: <5,3) und chr15_78923987_C_T (OR=0,78; 95%-Cl: 0,54-1,3) eine negative Inter-
aktion fir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=3,98 und
damit ein wenig hoher als in vergleichbaren Modellen geschatzt, wobei der Marker rs73465097
einen nicht-signifikanten Haupteffekt der GroRe OR=0,78 markiert. Abgesehen von dieser instabi-
len Schatzung des Radon-Haupteffekts kann aber auf eine Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit
unter Radon-Exposition durch die Marker der LD-Blocke Nr. 82002-82008 geschlossen werden.

Abbildung 29 CHRB4 mit ausgewadhlten Markern
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens CHRB4 sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 78.680K bis 78.625K des Chromosom 15¢25.1 gemaR GeneDB 7°
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Tabelle 53 Modellschatzung: LD-Blocke Nr. 82002-82008

taxatives Modell AIC-Modell |

Odds-Ratio? p-Wert Odds-Ratio? p-Wert |
Propensity Score 2,66 (2,41-2,94) 1,8x10% 2,66 (2,42-2,94) 1,1x10%
Strahlenexposition 430 (0,56-32,5) 0,1577 3,98 (1,95-8,14) 0,0001
rs11636753 0,93 (0,76-1,14) 0,5122
rs12437528 1,13 (0,76-1,68) 0,5426
rs12440014 0,95 (0,78-1,16) 0,6494
rs12440298 0,97 (0,75-1,25) 0,8534
rs12594247 0,94 (0,77-1,16) 0,6180
rs12900519 0,94 (0,74-1,20) 0,6643
rs17487514 1,01 (0,87-1,17) 0,8657
rs60445394 0,83 (0,42-1,61) 0,5855
rs72743168 0,95 (0,76-1,18) 0,6674
rs73465097 0,77 (0,43-1,38) 0,3882 0,78 (0,47-1,29) 0,3476
rs74552499 1,09 (0,39-3,02) 0,8537
rs75106522 0,99 (0,71-1,40) 0,9959
rs75262975 0,79 (0,33-1,84) 0,5890
rs76152270 0,93 (0,60-1,44) 0,7591
rs76912891 1,03 (0,81-1,31) 0,7706
rs76943320 0,75 (0,28-1,99) 0,5687
rs77802411 1,05 (0,75-1,46) 0,7672
rs77823196 1,09 (0,53-2,24) 0,7934
rs79345755 0,96 (0,48-1,90) 0,9106
expo_rs77802411 1,78 (0,25-12,4) 0,5615
expo_rs76912891 4,67 (1,20-18,1) 0,0258 3,73 (1,25-11,1) 0,0181
expo_rs76152270 0,9809
expo_rs75106522 0,9586
expo_rs72743168 0,92 (0,34-2,48) 0,8755
expo_rs17487514 2,48 (1,14- 5,40) 0,0216 2,29 (1,25-4,21) 0,0073
expo_rs12900519 0,9597
expo_rs12594247 0,73 (0,18-2,90) 0,6652
expo_rs12440298 492 (0,43-56,0) 0,1983
expo_rs12440014 0,26 (0,07-0,88) 0,0310 0,21 (0,08-0,55) 0,0013
expo_rs12437528 0,15 (<0,01-4,73) 0,2820 0,19 (<0,01-5,27) 0,3338
expo_rs11636753 0,98 (0,34-2,81) 0,9842
expo_chrl5_78923987_C_T 0,51 (0,19-1,39) 0,1929 0,78 (0,47-1,29) 0,3476

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AlC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AlIC-Modell

Haupteffekt(e) G 4,6016 20 09999 1 03476
Interaktion(en) GxE 17,0624 13 0,1965 5 0,0051

Gemeinsamer Effekt (joint) 22,9101 33 0,9054 6 0,0070
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte

4.10.15 ModellschdtzungLD-Block Nr. 82566 (Chr.15¢26.1, ST8SIA2, snoU109)

Der LD-Block Nr. 82566 im Chromosomabschnitt 15926.1 liegt im Bereich nahe der Gene C150rf32,
ST8SIA2 und snoU109 (Abbildung 30). Fiir diesen LD-Block konnte sowohl im taxativen Modell, als
auch nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden. Die Interakti-
onsterme von 8 der 11 Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 42). Dabei zeigen die Marker
rs3931230 (OR=5,7; 95%-Cl: 0,9-35) und rs3848153 (OR=5,0; 95%-Cl: 0,9-29) eine positive Interak-
tion fir das jeweils seltene Allel. Im Gegenzug zeigen die Marker rs2045268 (OR=0,69; 95%-Cl: 0,4-
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1,3), chr15_93006740_A_G (OR=0,61; 95%-Cl: 0,3-1,1) und chrl5_92997155_A_G (OR=0,72; 95%-

Cl: 0,3-1,9) eine negative Interaktion fiir das jeweils seltene Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=0,08 und
damit wesentlich niedriger als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Dadurch ist die Einteilung in
Risiko-erhohende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Zusammen betrachtet kann aber auf eine
Stratifikation der Fall-Wahrscheinlichkeit unter Radon-Exposition durch die Marker des LD-Blocks

Nr. 82566 geschlossen werden.

Abbildung 30 ST8SIA2 mit ausgewdhlten Markern

96 K |32.490 K 92,418 K E 153931230 B EEREERY (5268 [32.488 K [52,478 K |32.420 K [92.490 K Jpz.sem k|
Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 107, 2015-03-13 (R
STESIAZ/MM_BREALLZ/HP_BREBEZ.1: fl’:su IEHSE— ialyitrapsferase 8% precursor [+2] i}&fﬁyff‘_ﬁ%-w-
F - SRS -
Die Abbildung zeigt die Lage der Gene ST8SIA2 und C150rf32 (mehrere Definitionen) sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 92.390K bis 92.500K des Chromosom 15¢26.1 gemaR GeneDB 7°
Tabelle 54 Modellschatzung: LD-Block Nr. 82566
AlC-Modell |

Odds-Ratio! p-Wert Odds-Ratio? p-Wert
Propensity Score 2,66 (2,41-2,93) 3,1x10°¥7 2,67 (2,43-2,95) 1,5x10°%
Strahlenexposition 0,07 (<0,01-3,65) 0,1927 0,08 (<0,01-3,64) 0,1970
chrl5_92987079_A_T 0,98 (0,65-1,47) 0,9490
chr15_92997155_A_G 0,97 (0,87-1,08) 0,6467
chr15_93006088_A_G 0,99 (0,83-1,19) 0,9796
chr15_93006740_A_G 0,97 (0,86-1,10) 0,7160
rs1455773 1,00 (0,84-1,18) 0,9972
rs1455777 1,01 (0,67-1,52) 0,9539
rs2045268 1,00 (0,83-1,20) 0,9626
rs2168351 0,96 (0,80-1,15) 0,6958 0,97 (0,88-1,06) 0,5377
rs3848153 0,93 (0,73-1,18) 0,5740
rs3931230 0,93 (0,70-1,22) 0,6068
rs66861609 1,01 (0,89-1,14) 0,8418
Expo. x rs66861609 2,17 (1,11-4,24) 0,0231 2,27 (1,19-4,33) 0,0127
Expo. x rs3931230 596 (0,83-42,7) 0,0758 5,66 (0,91-35,0) 0,0621
Expo. x rs3848153 5,42 (0,91-32,2) 0,0628 5,01 (0,86-29,1) 0,0728
Expo. x rs2168351 1,23 (0,44-3,40) 0,6792 1,31 (0,66-2,58) 0,4325
Expo. x rs2045268 0,73 (0,25-2,09) 0,5608 0,69 (0,36-1,29) 0,2488
Expo. x rs1455777 1,10 (0,04-27,8) 0,9506
Expo. x rs1455773 1,30 (0,52-3,26) 0,5642 1,37 (0,57-3,28) 0,4791
Expo. x chr15_93006740_A_G 0,62 (0,32-1,18) 0,1466 0,61 (0,33-1,14) 0,1277
Expo. x chr15_93006088_A_G 0,73 (0,27-1,97) 0,5480 0,72 (0,27-1,89) 0,5126
Expo. x chr15_92997155_A_G 0,87 (0,45-1,65) 0,6738
Expo. x chr15_92987079_A_T 0,97 (0,04-23,1) 0,9871

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fiir jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell

AlIC-Modell

X2 df p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 1,4804 11 0,9996 1 0,5377
Interaktion(en) GxE 23,2919 11 0,0161 8 0,0018
Gemeinsamer Effekt (joint) 26,0518 22 0,2495 9 0,0033

df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschatzter Effekte
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4.10.16 ModellschdtzungLD-Block Nr. 91734 (Chr. 18g21.32; LOC107985187,
LOC105372156, RP11-325K19.1)

Der LD-Block Nr. 91734 im Chromosomabschnitt 18q21.32 liegt nahe oder innerhalb der Gene
LOC107985187 und LOC105372156 (Abbildung 31). Fir diesen LD-Block konnte sowohl im taxati-
ven Modell, als auch nach Variablenselektion eine signifikante GxE-Interaktion beobachtet werden.
Die Interaktionsterme von 3 der 4 Marker verbleiben im AIC-Modell (Tabelle 55). Dabei zeigen die
Marker rs8091054 (OR=0,42; 95%-Cl: 0,06-2,8), rs7237496 (OR=0,27; 95%-Cl: 0,04-1,7) und
rs1346830 (OR=0,08; 95%-Cl: 0,03-0,21) eine negative Interaktion fiir das jeweils seltene Allel. Der
gemeinsame Interaktionseffekt GxE aller drei Marker ist mit p=1,207x10°, unter Korrektur nach
Bonferroni, suggestives signifikant (siehe Abschnitt 4.3 Genomische Blockstruktur).

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR>43 und da-
mit wesentlich héher als in vergleichbaren Modellen geschatzt. Zusammen betrachtet markieren
somit die haufigeren Allele der 3 Marker eine Risikosteigerung.

Abbildung 31 LOC107985187 mit ausgewahlten Markern

62,585 k. 62,568 It 62650 K 157237496 @ 16830 & EEEIY (68,635 K 60,652 K 68,525 K 62529 K 62,615 K, 62610 K 62605 K &3
Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 108, 2016-06-0| @
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LOCIGE37 2106

— il WR_B3EEEE2
L il ¥R 5355551

™

Die Abbildung zeigt die Lage der Gene LOC107985187und LOC105372156 sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 60.605K bis 60.665K des Chromosom 18g21.32 gemaR GeneDB 7°

Tabelle 55 Modellschatzung: LD-Block Nr. 91734

taxatives Modell AIC-Modell |

Propensity Score 2,73 (2,48-3,00) 6,8x10°% 2,72 (2,48-2,99) 6,2x10%
Strahlenexposition 197 (40,9- 950) 4,5x101 198 (43,0- 916) 1,2x101
rs1346830 1,00 (0,44-2,30) 0,9841
rs7237496 1,02 (0,74-1,39) 0,8847 1,01 (0,92-1,11) 0,7416
rs8091054 0,98 (0,69-1,39) 0,9422
rs11659206 0,98 (0,43-2,24) 0,9756
Expo. x rs8091054 0,42 (0,06- 2,95) 0,3888 0,42 (0,06-2,83) 0,3741
Expo. x rs7237496 0,27 (0,04-1,71) 0,1661 0,27 (0,04-1,68) 0,1633
Expo. xrs1346830 0,09 (0,03-0,22) 2,0x10%7 0,08 (0,03-0,21) 8,9x1008

taxatives Modell: Modell mit Haupt- und Interaktionseffekt fur jeden Marker eines LD-Blocks;
AIC-Modell: Modell nach Marker-Auswahl gemaR AIC-Kriterium; * Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

taxatives Modell AlC-Modell
X2 df p-Wert df p-Wert |

Haupteffekt(e) G 0,1119 4 0,9985 1 0,7416
Interaktion(en) GxE 28,6744 3 2,621x10® 3 1,207x10°

Gemeinsamer Effekt (joint) 30,3142 7 0,000083 4 4,253x10°®
df: Freiheitsgrade (degree of freedom) entspricht der Anzahl geschiatzter Effekte
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4.11 Gen-Set-Analyse GSA (AP 3)

4.11.1 Methode: Gen-Set Enrichment Analyse (GSEA)

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl an Methoden zur Gen-Set-Analyse (GSA) vorge-
schlagen. Diese ergdanzen die gangigen Methoden zur Analyse von genomweiten Assoziationsstu-
dien (GWAS), indem die gemeinsame Assoziation von Genen, bzw. den zugeordneten Markern, die
einer sinnvollen, vordefinierten Gruppe (den Gen-Sets GS) angehéren, untersucht wird.2%-8°

Flr eine Gen-Set-Analyse sind eine Reihe von Zuordnungen notwendig, die auf Basis von offentlich
zuganglichen Datenbanken getroffen wurden.

(a) Die jeweilige Position der Marker am Genom wurde dem Mapping-File des GAME-ON Konsortiums
(Stand 8.4.2015, siehe Bericht des BfS-Projekt 3614510014 — AP2: Qualitdtssicherung der Typisierung des
Projekts) entnommen. Diese Positionsangaben entsprechen dem ,human assembly GRCh37.p13” des
Genome Reference Consortium.

(b) Die Zuordnung der Marker zu Genen (MtG: marker to gene assighment) erfolgte gemaR ENSEMBL®.

(c) Die Zuordnung von Genen zu Gen-Sets (GtP: Gene to Pathway assignment) erfolgt gemal Gene Ontology
(GO)%8 und Human Genome Nomenclature Committee (HGNC)®° (siehe Kapitel 4.11.2).

In dieser Untersuchung wurde das Verfahren der Gene-Set Enrichment Analyse (GSEA) von Subra-
manian, et al. angewandt.%%%!

Fir die GSEA selbst wird zundchst eine gegebene Liste von Markern/LD-Blocken nach den in der
Einzel-/Multimarker-Assoziationsanalyse erzielten p-Werten den Ringen nach geordnet. Der Grad
der "Anreicherung an Signifikanz" (,enrichment”) wird dabei als Enrichment-Score (ES) quantifi-
ziert, indem diese geordnete Liste sequenziell — von Marker zu Marker - durchwandert wird. Zu
Anfang wird eine kumulative Summe der Signifikanz C auf null gesetzt. Diese wird erhéht, wenn ein
Marker dem untersuchten Gen-Set GS angehdrt, andernfalls wird C verringert. Die SchrittgrofRe der
Zunahme bzw. der Abnahme wird so gewahlt, dass C am Ende der Liste wieder null erreicht und
stets im Wertebereich zwischen -1 und +1 liegt. Durch diese Normalisierung wird eine Vergleich-
barkeit von Gen-Sets unterschiedlicher GroRe gewahrleistet.

Ist ein Gen-Set mit Markern mit niedrigen p-Werten angereichert, wird C sehr rasch und weit an-
steigen. Sind die Marker/LD-Blécke des GS nicht mit einer Zielerkrankung assoziiert, folgt C einem
Zufallspfad um den Wert null. Der Enrichment-Score (ES) selbst ist definiert als das Maximum von C
und kann als gewichtete Kolmogorov-Smirnov-Statistik interpretiert werden. GSEA ist daher auch
ein Test, ob die Verteilung der, dem GS zugeordneten p-Werte einer Gleichverteilung folgt. Um
Abhadngigkeiten von Markern in LD zu vermeiden, basiert die durchgefiihrte GSA auf den p-Werten
je LD-Block aus der Multimarker-Assoziationsanalyse.

Der fiir eine GS erzielte ES wird dann in einem einseitigen, statistischen Test auf dem Signifikanzni-
veau von 5% getestet. Die Verteilung des ES unter der Null-Hypothese wird durch eine Monte-
Carlo-Simulation mit 5000 Wiederholungen je GS generiert. Die GSEA testet dabei eine sogenannte
,kompetitive Null-Hypothese”, bei der angenommen wird, dass die Gene des untersuchten Gen-
Sets dasselbe Ausmall an kumulierte Assoziation mit dem betrachteten Phanotyp aufweisen, wie
alle verbleibenden, vermessenen Gene des Genoms.

Die GSEA definiert jene Gene, deren Marker/LD-Blécke vor dem Maximum der kumulative Summe
der Signifikanz C rangieren (und daher zum Enrichment-Score ES beitragen), als ,,significance driv-
ing genes“®? oder ,leading-edge subset“®®. Damit werden also jene Gene innerhalb des Gen-Sets
identifiziert, die zur kumulativen Assoziation wesentlich beitragen.

Bevor eine GSEA durchgefiihrt werden kann, missen die zu untersuchenden Gene-Sets definiert
werden.
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4.11.2 Auswahl von Gen-Sets fiir die Gen-Set Analyse (AP 3.1)

Lungenkrebs durchlauft einen vielschichtigen Prozess (Tumorgenese) von der initialen Dysbalance
zwischen Zellproliferation und Zelltod bis zum diagnostizierbaren Tumor. Dieser Prozess wird durch
genetische und epigenetische Varianten beglinstigt oder ist durch Veranderungen eben solcher
charakterisiert.”*** Durch umfangreiche molekulargenetische Studien von spezifischen Genen und
molekulargenetische Wirkmechanismen konnten zahlreichen genetische und epigenetische Veran-
derungen im Tumorgewebe von Lungenkrebspatienten gefunden werden (>20 Veranderungen je
Tumor).1>%% Diese , progression-associated genes and pathways”, die am Verlauf der Tumorgene-
se beteiligt sind, sind dabei von ,susceptibility genes” zu unterschieden. Letztere sind die Trager
jener genetischen Pradisposition, die eine Person von dessen Eltern vererbt bekam und die das
Risiko einer Erkrankung beeinflussen. Belegt ist, dass sich susceptibility und progression-associated
Faktoren untereinander, aber auch zwischen histologischen Subtypen des Lungenkrebses unter-
schieden. Des Weiteren gilt Rauchen als der wichtigste Risikofaktor des Lungenkrebses. Ihm kon-
nen (~85%) der nicht-kleinzelligen Lungentumore (NSCLC: ) und ~99% der kleinzelligen Lungentu-
more (SCLC) zugeordnet werden. Tabakrauch besteht aus liber 7.000 Substanzen, von denen mehr
als 70 als krebserregend eingestuft werden. Alleine 20 davon fiihren zu genetischen Veranderun-
gen durch DNA-Aduktbildungsreaktionen (,DNA adduct formation”). Andere exogene Risikofakto-
ren sind zum Beispiel die in diesem Projekt im Fokus stehende Exposition mit Radon/Strahlung,
sowie Arsen oder Asbest.?””*” Neben dem Rauchen gilt Radon als die zweithaufigste Ursache fur
Lungenkrebs und wird als Ursache von etwa 10% aller Lungenkrebsfille angesehen.>?” Neben Ver-
anderungen der Epigenetik und der Stabilitdt des Genoms flihren diese exogenen Faktoren, soweit
bekannt, auch zu DNA-Strangbriichen oder zur Aktivierung onkogenetischer Wirkmechanismen.®’
Alle Zerfallsprodukte des natiirlich vorkommenden Gases Radon sind radioaktiv. Als gesundheitsge-
fahrdend gilt das emittieren von a-Teilchen, die in der Lage sind eine hohe lineare Energie auf an-
dere Molekiile zu tibertragen und diese dabei zu schadigen. Dabei kann eine Exposition durch a-
Teilchen zu folgenden Schaden bzw. Zellreaktionen flhren:

a) Zerstérung des empfindlichen DNA-Molekiils (,DNA-damage”) durch komplexe DNA-
Schadigung
b) Zerstérung von Zellen durch einen eingeleiteten oder ausgelosten Zelltod (Apoptose;
Nekrose)
c) die Verdnderung der DNA-Struktur.
Dartiber hinaus kann Strahlung zu de novo-Mutationen in der DNA fiihren, die an Nachkommen
vererbt werden.%®

Die hier durchgefiihrte Fall-Kontroll-Studie zielt primar auf die Entdeckung von ,susceptibility ge-
nes” ab. Dennoch werden fir die Auswahl zu testender Gen-Sets (AP 3.1) auch die , progression-
associated genes and pathways” weiter betrachtet. Vergleichende Untersuchungen der Gen-
Expression zwischen Tumor- und gesundem Gewebe liefern zwar ein umfassendes Profil der gene-
tischen Veranderungen am Ende der Tumorgenese, eine Abgrenzung der biologisch relevante ,,dri-
ver mutations” von denen der groRen Mehrheit der ,,passenger mutations” kann aber nicht erfol-
gen. % Es darf aber — im Sinne einer wissenschaftlichen Arbeitshypothese - vermutet werden, dass
zwischen , susceptibility genes” und ,, driver mutations” eine Verbindung bestehen kann.

Die Auswahl zu testender Gen-Sets beruht daher auf drei Aspekten:

1. Gen-Sets (HGNC Genfamilien und GO-Begriffe), definiert durch in der GWA-Analyse
auffalligen Gene bzw. LD-Blécke

2. Gen-Sets (HGNC Genfamilien), definiert durch publizierte genetische Interaktionen mit
einer Radon-Exposition hinsichtlich Lungenkrebs

3. Gen-Sets, Signalwege (GO-Begriffe), definiert durch progression-associated genes, falls
diese durch bekannte Wirkmechanismen einer Radon- bzw. Strahlungsbelastung plau-
sibel erscheinen
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4.11.3 Gen-Sets (HGNC Genfamilien und GO-Begriffe), definiert durch in der GWA-
Analyse auffallige Gene bzw. LD-Bl6cke

Durch die GWA fielen einige Markern/LD-Blécken durch eine genomweite signifikante oder sugges-

tive GxE-Interaktion auf (siehe Kapitel 4.10). Im Folgenden werden jene Gene aufgelistet, die in

oder Nahe dieser Markern/LD-Blécken liegen.

4.11.3.1 UBE2U (LD-Block 2271; Chromosom 1p31.3)

»In eukaryotic cells the stability and function of many proteins are regulated by the addition of
ubiquitin or ubiquitin-like peptides. This process is dependent upon the sequential action of an E1-
activating enzyme, an E2-conjugating enzyme, and an E3 ligase.“®® Das Gen UBE2U kodiert das
Enzym ubiquitin conjugating E2 U. Es ist Teil der Genfamilie Ubiquitin conjugating enzymes E2
(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/102; HGNC:102) mit 41 Mitgliedern. Diese
Familie enthalt auch das Gen UBE2N (12g22), furr das eine Assoziation zu Lungenkrebs unter Kauka-
siern berichtet wurde.’® UBE2N wie drei weitere UBE2-Gene werden auch DNA-Reparatur-
Mechanismen zugeordnet (z.B. G0O:0006282 regulation of DNA repair), nicht jedoch UBE2U.

Das Gen UBE2U wird insgesamt 10 GO-Begriffen zugeordnet:

G0:0000209 protein polyubiquitination

G0:0000790  nuclear chromatin

G0:0005524  ATP binding

G0:0005737 cytoplasm

G0:0006281 DNA repair

G0:0016574  histone ubiquitination

G0:0031625 ubiquitin protein ligase binding

G0:0033503 HULC complex

G0:0043161 proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein
G0:0061630 ubiquitin protein ligase activity

O O O O O 0O O O O O

Das Gen UBE2U wurde der HGNC Genfamilie der ,Ubiquitin conjugating enzymes E2“ (HGNC:102;
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/102 ) zugeordnet.

4.11.3.2 CSNK1G3 (LD-Blécke 33135/3313 ; Chromosom 5q23.2)
Das Gen CSNK1G3 (casein kinase 1 gamma 3) kodiert ein Mitglied der Familie der ,serine/threonine
protein kinases”, die Kaseine und andere siaurehaltige Proteine phosphorylieren.”

Das Gen CSNK1G3 wurde keiner HGNC Genfamilie zugeordnet.
Das Gen CSNK1G3 wird insgesamt 9 GO-Begriffen zugeordnet:

G0:0004672  protein kinase activity
G0:0004674  protein serine/threonine
G0:0005524  ATP binding

G0:0006464  cellular protein modification
G0:0006897 endocytosis

G0:0007165  signal transduction
G0:0008360 regulation of cell shape
G0:0016055 Wnt signalling pathway
G0:0018105 peptidyl-serine phosphorylation

O O O O O O O O O

4.11.3.3 LINC01170 (LD-Blécke 33135/3313; Chromosom 5q23.2)
LINC01170 ist ein langes intergenetisches und damit keine Protein kodierendes RNA-Gen.”®
Das Gen LINC01170 wird weder einer HGNC Genfamilie noch einem GO-Begriff zugeordnet.
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4.11.3.4 CUBN (LD-Block 58899; Chromosom 10p13)

Das Protein Cubilin, das durch das Gen CUBN kodiert wird, ist Bestandteil der Zellmembran mehre-
rer Gewebe und agiert als Rezeptor fiir den ,intrinsic factor-vitamin B12 complexe.”” Cubilin ist
eines von zwei Hauptproteinen, die an der Endozytose (der Aufnahme von Flissigkeit oder Parti-
keln aus der Umgebung einer Zelle) beteiligt sind.

Das Gen CUBN wurde keiner HGNC Genfamilie zugeordnet.
Das Gen CUBN wird insgesamt 26 GO-Begriffen zugeordnet:

o G0:0001894 tissue homeostasis

o G0:0004872 receptor activity

o GO0:0005215 transporter activity

o GO0:0005509 calcium ion binding

o GO0:0005765 lysosomal membrane

o GO0:0005783 endoplasmic reticulum

o GO0:0005794 Golgi apparatus

o GO0:0005905 clathrin-coated pit

o GO0:0006898 receptor-mediated endocytosis
o GO0:0008203 cholesterol metabolic process
o GO0:0009235 cobalamin metabolic process
o GO0:0010008 endosome membrane

o GO0:0015031 protein transport

o GO0:0015889 cobalamin transport

o GO0:0016020 membrane

o GO0:0016324  apical plasma membrane

o GO0:0030139 endocytic vesicle

o GO0:0031232 extrinsic component of external side of plasma membrane
o GO0:0031419 cobalamin binding

o GO0:0031526 brush border membrane

o GO0:0042157 lipoprotein metabolic process
o GO0:0042359 vitamin D metabolic process
o GO0:0042803 protein homodimerization

o GO0:0042953 lipoprotein transport

o GO0:0043202 lysosomal lumen

o GO0:0070062 extracellular exosome

4.11.3.5 CD163L1 (LD-Block 68623; Chromosom 12p13.31)

Das Gen CD163L1 kodiert ein Protein aus der “scavenger receptor cysteine-rich (SRCR)” Superfami-
lie (HGNC:1253; http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/1253). Diese Familie ist
durch eine 100-110 Aminosdure SRCR-Domaéane definiert, die Protein-Protein Interaktionen und
Ligand-Bindungen vermittelt.®

Das Gen CD163L1 wird insgesamt 3 GO-Begriffen zugeordnet:

o GO0:0005044 scavenger receptor activation
o GO0:0005576 extracellular region
o GO0:0006898 receptor-mediated endocytosis

Das Gen CD163L1 wurde der HGNC Genfamilien der ,Scavenger receptors (SCAR)“ (HGNC:1253;
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/1253) zugeordnet.

4.11.3.6 LOC101927882 (LD-Block 68623; Chromosom 12p13.31)
Das Gen LOC101927882 ist ein nicht-kodierendes Pseudogen ohne bekannte Funktion.”
Das Gen LOC101927882 wird weder einer HGNC Genfamilie noch einem GO-Begriff zugeordnet.
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4.11.3.7 ACSM4 (LD-Block 68623; Chromosom 12p13.31)
Das Gen ACSM4 kodiert ein Protein aus der acyl-CoA synthetase medium-chain Genfamilie
(HGNC:40; http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/40).

Das Gen ACSM4 wird insgesamt 9 GO-Begriffen zugeordnet:

o GO0:0003996 acyl-CoA ligase activity

o GO0:0004321 fatty-acyl-CoA synthase activity
o GO0:0005524  ATP binding

o GO0:0005759 mitochondrial matrix

o GO0:0006633 fatty acid biosynthetic process
o GO0:0006637 acyl-CoA metabolic process

o GO0:0015645 fatty acid ligase activity

o GO0:0046872 metal ion binding

o GO0:0047760 butyrate-CoA ligase activity

Das Gen ACSM4 wurde der HGNC Genfamilie der , Acyl-CoA synthetase family (ACS)” (HGNC:40;
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/40) zugeordnet.

4.11.3.8 SOX5 (LD-Block 69267; Chromosom 12p12.1)
Das Gen SOX5 kodiert ein Protein aus der “sex determining region Y (SRY-related HMG-box)” und
ist der Genfamilie ,SRY-boxes (SOX)“ (HGNC:757; http://www.genenames.org/cgi-bin/gene-

families/set/757).

Das Gen SOX5 wird insgesamt 9 GO-Begriffen zugeordnet (keiner davon wurde zuvor gelistet):

o GO0:0003677 DNA binding

o GO0:0003700 transcription factor activity, sequence-specific DNA binding

o GO0:0006355 regulation of transcription, DNA-templated

o GO0:0006366 transcription from RNA polymerase Il promoter

o GO0:0032332 positive regulation of chondrocyte differentiation

o GO0:0055059 asymmetric neuroblast division

o GO0:0061036 positive regulation of cartilage development

o GO0:0071560 cellular response to transforming growth factor beta stimulus
o GO0:2000741 positive regulation of mesenchymal stem cell differentiation

4.11.3.9 MIR920 (LD-Block 69267, Chromosom 12p12.1)

Das Gen MIR920 ist eine kurze, nicht-kodierende microRNA-Sequenz, das in die post-transitionale
Regulierung von Genexpression involviert ist. Es ist Bestandteil der Genfamilie der ,,microRNAs“
(HGNC:476; http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/476), die aus 1776 kurzen Genen
besteht (siehe auch Kapitel 4.11.5.1).

Das Gen MIR920 wurde keinem GO-Begriffe zugeordnet.

4.11.3.9.1 LOC107985187 (LD-Block 91734; Chromosom 18q21.32)
Das Gen LOC107985187 ist ein nicht-kodierendes Pseudogen ohne bekannte Funktion. Es wird we-
der einer HGNC Genfamilie noch einem GO-Begriff zugeordnet.

4.11.4 Gen-Sets (HGNC Genfamilien), definiert durch publizierte genetische Interaktio-
nen mit einer Radon-Exposition hinsichtlich Lungenkrebs

4.11.4.1 SIRT1
SIRT1 wurde als Susceptibility-Gen fiir ein Plattenepithelkarzinom in der Lunge (,,squamous cell lung
carcinoma“) in der Kohorte ehemaliger Uranbergarbeiter des Colorado-Plateaus identifiziert.?
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SIRT1 reguliert wichtige biologische Prozesse: Sirtuine in Bakterien, Archaea und bei Eukaryoten. Es
konnte eine Funktion als Tumor-Suppressor bei radon-induziertem Krebs unter Bergarbeitern fir
SIRT1 belegt werden. Jedoch ist noch nicht geklart, ob SIRT1 gegeniber Krebs im Allgemeinen als
Tumor-Promoter oder als Tumor-Suppressor agiert.1°%1%2 Der Sirtuin-Familie wird dabei eine zentra-
le Rolle in der Regulation einer Mehrzahl an molekular-genetischen Signalpfaden zugeschreiben.
Diese sind geméaR Lin and Fang, 2013 102;

a) SIRT1-p53 Achse: p53 wird dabei sowohl transkriptional als auch post-transkriptional von
SIRT1 reguliert. Der p53-Signalweg wird gesondert betrachtet (siehe Kapitel 4.11.4.3).

b) SIRT1 und FOXO: ,FOXO proteins are phylogenetically conserved and regulate key physiologi-
cal functions, including cell proliferation, cell differentiation, and survival, and their dysregu-
lation is associated with tumorigenesis“.?°? SIRT1 interagiert dabei mit allen Genen der HGNC
FOXO-Genfamilie (HGNC:508; http://www.genenames.orqg/cqi-bin/genefamilies/set/508).

¢) SIRT1 und Autophagozytose: ,,Mechanically, SIRT1 interacts with several autophagy (ATG) pro-
teins, such as Atg5, Atg7, and Atg8, to regulate autophagy”.%? SIRT1 interagiert dabei mit al-
len Genen der HGNC ATG-Genfamilie (HGNC:1022; http://www.genenames.org/cgi-
bin/genefamilies/set/1022).

d) SIRT1 im TGF-B Signalweg: ,,SIRT1 has been demonstrated to participate in the regulation of
TGF-B signalling by interacting with and deacetylating Smad7 and Smad3“.1%2 SIRT1 intera-
giert dabei mit Genen der HGNC SMAD-Genfamilie (HGNC:750; http://www.genenames.org-
/cqi-bin/qenefamilies/set/750).

e) SIRT1 im Wnt/B -Signalweg (siehe Kapitel 4.11.5.3 Abschnitt Wnt/B-catenin Signalweg)

g) SIRT1 und die AP-1 transkriptionale Aktivierung: SIRT1 unterdriickt die transkriptionale Akti-
vitat von AP-1 (aktueller Genname: JUN) in Immunzellen und wahrend der Tumorgenese. 2>
Die Genfamilie ,,AP-1 transcription factor” besthe dabei aus zwei kleinen Unterfamilien:
SIRT1 interagiert dabei mit 4 Genen der ,Fos transcription factor family” (HGNC:1256
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/1256) und den 3 Genen der “Jun
transcription factor family” (HGNC:1257: http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies-

/[set/1257).

Das Gen SIRT1 wurde ferner der HGNC Genfamilie der ,,Sirtuins (SIRT)” zugeordnet (HGNC:938:
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/938).

4.11.4.2 GSTM, GSTT und EPHX1

Ruano-Ravina, et al., 2014 ° haben ein hdheres Lungenkrebsrisiko bei gleicher Innenraum-Radon-
Belastung (bei - im Vergleich zur Exposition der Wismut-Bergarbeiter - niedrigen Dosen von 51-147
Bg/m3 bzw. >147 Bg/m?3) bei Absenz von GSTM1 oder GSTT1 beobachtet. Kein klarer Effekt wurde
flir EPHX1 beobachtet, aber auch keine additive GxE-Interaktion fiir eines der drei Gene belegt.
Diese Ergebnisse werden durch die Ergebnisse von Bonner, et al., 2006 1% unterstiitzt. , A plausible
explanation is based on the knowledge that high-linear energy transfer a-particle, like those emit-
ted by inhaled radon, causes DNA damage by the metabolic generation of reactive oxygen species
(ROS), which in turn, in the absence of regulatory enzymes such as glutathione S-transferase, induce
signalling pathways that could preclude cancer appearance.”*®

Eine dhnliche GxE-Interaktion hinsichtlich des Lungenkrebses wurde fiir GSTM1 und Passivrauchen
belegt.1%3

Jedoch sollte die Moglichkeit des ,,Confounding” durch dhnliche Effekte hinsichtlich Tabak-Teer
oder entziindlichen Lungenerkrankungen in Betracht gezogen werden. ,The expression level of
GSTs has been shown to be a factor that determines the cellular sensitivity to a broad spectrum of
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toxic chemicals. However, the regulation of the expression of the GST gene families is complex, as
they exhibit sex-, age-, tissue-, and species-specific patterns of expression.“*** GSTs sind in der Ent-
wicklung vieler Lungenkrankheiten (Asthma, COPD, Entziindungen) involviert.

Die Gene GSTT1, GSTT2 und GSTM1-GSTM5 wurden der HGNC Genfamilie der ,Glutathione S-
transferases (GST)” (HGNC:564: http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/546) zuge-
ordnet.

4.11.4.3 P53

Mutationen im Gen p53 (TP53) wurden in Lungenkrebsgewebe von radon-exponierten Bergarbei-
tern aus New Mexico und in schwedischen LK-Patienten mit langjdhriger Innenraum-Radon-
Exposition gefunden.?>?>  Various studies have examined the role of mutations of the p53 and p16
tumor suppressor loci, but no particular locus has thus far been proven to be predominant”.?”
Das Gene p53 ist im GO:0072331 signal transduction by p53 class mediator enthalten.

Das Gene p53 wurde keiner Genfamilie zugeordnet.

4.11.4.4 CDKN2A und MGMT

Exposition gengeniber Radon Uber langere Zeit wurde unter chinesischen Bergarbeitern als mit
verstarkter DNA-Methylierung am Promoter der Gene CDKN2A und MGMT assoziiert
beobachtet.’® Interessanterweise wurde fiir eine Exposition gegeniiber Plutonium, dessen Wir-
kung ebenfalls Gber alpha-Teilchen vermittelt wird, eine Inaktivierung von CDKN2A durch abge-
schwichte DNA-Methylierung beobachtet.?!

Das Gen CDKN2A: cyclin dependent kinase inhibitor 2A (alternativer Name: CDK4 inhibitor p16-
INK4) kodiert zwei Proteine: p16 (oder p16INK4a) und pl4arf. (GeneCards: http://www.gene-
cards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CDKN2A). Beide Proteine sind involviert in die Regulierung des
Zell-Zyklus und haben eine tumor-suppressive Wirkung. Dennoch wurde das Gen CDKN2A keinem
GO-Begriff zugeordnet.

0O(6)-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) ist eine der bedeutendsten DNA-Reparatur
Enzyme in der Abwehr von hiufig auftretenden Karzinogene wie Alkylate oder Tabak.10®

Das Gen MGMT ist im GO:0006307 ,,DNA dealkylation involved in DNA repair” enthalten.
Weder CDKN2A noch MGMT wurden einer Genfamilie zugeordnet.

4.11.4.5 Interleukin 6 (IL6)
Das Gen IL6 kodiert ein Zytokin, das bei entziindlichen Prozessen und der Bildung von B-Zellen eine
aktive Rolle spielt. Eine Assoziation zwischen IL6 und Lungenkrebs (Plattenspielepithel) wurde in
der Saccomanno Uran-Bergarbeiter Kohorte beobachtet und in den Fall-Kontroll-Studien GENEVA
(Gene Environment Association Studies) und PLCO (Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer
Screening Trial) repliziert.?°

Das Gen IL6 wurde sowohl der HGNC Genfamilie der Interleukine (43 Gene; HGNC:1264
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/1264 ) als auch der HGNC Genfamilie der
Interleukin 6 Zytokin-Familie (7 Gene; HGNC:598: http://www.genenames.org/cgi-bin/gene-
families/set/598) zugeordnet.

4.11.5 Gen-Sets (GO-Begriffe), definiert durch progressionsassoziierte Gene, falls diese
durch bekannte Wirkmechanismen einer Radon- bzw. Strahlungsbelastung plau-
sible erscheinen

Da Strahlung zur Schadigung der DNA an jeglicher Position fiihren kann, gelten alle jene Gene als

Kandidaten fir ,,susceptibility genes” des Lungenkrebses, die an der Metabolisierung von Karzino-
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genen oder in der DNA-Reparatur beteiligt sind.2?”1%® Aus diesem Grund werden die folgenden
Gen-Sets (GO-Begriffe) in die Gen-Set-Analyse aufgenommen:

o GO0:0036473 cell death in response to oxidative stress

o GO0:0070265 necrotic cell death

o GO0:0006915 apoptotic process

o GO0:0097468 programmed cell death in response to reactive oxygen species
o GO0:0097300 programmed necrotic cell death

o GO0:0006281 DNA repair

o GO0:0007165 signal transduction

4.11.5.1 Epigenetische Verédnderungen mit Bezug zu Lungenkrebs

»Epigenetic modifications refer to a number of molecular mechanisms that regulate gene expres-
sion without changing the DNA sequence. These include the following: 1) alteration of the methyla-
tion status of DNA within CpG islands, with hyper-methylation of CpG island promoters of tumour
suppressor genes leading to their silencing.” °°> Eine herausragende Rolle scheinen dabei den Gen
let-7 zuzukommen (zu mindestens hinsichtlich tabakrauchbedingtem Adenokarzinom). Die Gene
der miRNA-Genfamilie let-7 von hemmt die Expression des RAS-Proteins und reguliert die Expressi-
on andere Gene des Zell-Zyklus sowie von ,DNA damage response genes”. Let-7 selbst zeigt im
Vergleich zu gesunden Gewebe eine verminderte Expression in Lungenkrebsgewebe. Dabei konn-
ten Expressionsmuster der Gene Let-7a-1 und Let-7f-1 identifiziert werden, die bei geringer Expres-
sion mit einer verkiirzten Uberlebenszeit korrelieren.%>%

In die Gen-Set-Analyse wird daher die HGNC Genfamilie der ,,MicroRNAs (MIR)“ - beschrankt auf
let-7-Gene - aufgenommen (HGNC:476: http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/476).

4.11.5.1.1 Anomalitaten im Signalweg des ,growth-stimulatory signalling”

,Genetic abnormalities linked to the risk of lung cancer should be regarded in the context of signal-
ling pathways having changed their main function. ... Most stimulatory signalling pathways are led
by oncogenes, which drive cells towards a malignant phenotype, proliferation and escape from
apoptosis“.%®> Brambilla et al. listen folgende Signalwege mit Bezug zu Lungenkrebs auf:

4.11.5.1.2 Signalweg des ,epidermal growth factor receptor signalling”
In die Gen-Set-Analyse werden 9 GO-Begriffe durch ihren Bezug zum ,epidermal growth factor
receptor (EGRF)“-Signalweg %39>°7 aufgenommen:

o GO0:0000165 MAPK cascade ¢

o GO0:0038127 ERBB signalling pathway

o GO0:0007173 epidermal growth factor receptor signalling pathway
o GO0:0038128 ERBB2 signalling pathway

o GO0:0038129 ERBB3 signalling pathway

o GO0O:0038130 ERBB4 signalling pathway

o GO0:1901185 negative regulation of ERBB signalling pathway

o GO0:1901186 positive regulation of ERBB signalling pathway

o GO0:1901184 regulation of ERBB signalling pathway

4.11.5.1.3 ,Ras/mitogen-activated protein“-Kinase und der PI3K/Akt-Signalweg
In die Gen-Set-Analyse werden der folgende GO-Begriff durch seinen Bezug zum ,lInsu-
lin/PI3K/PTEN/AKT mTOR signalling arm* % aufgenommen:

O

G0:0038201

TOR complex
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4.11.5.1.4 ALK: ,Anaplastic lymphoma kinase fusion“ Protein
In die Gen-Set-Analyse wird der folgende GO-Begriff durch seinen Bezug zum ,, Anaplastic lympho-
ma kinase“ aufgenommen:

o GO:0007169 transmembrane receptor protein tyrosine kinase signalling pathway

Das zentrale Gen dieses GO-Begriffs ist ALK. In die Gen-Set-Analyse wird daher auch die HGNC Gen-
familie ,Receptor Tyrosine Kinases” aufgenommen (HGNC:321: http://www.genenames.org/cgi-
bin/genefamilies/set/321).

4.11.5.1.5 Thyroid transcription factor 1 (NKX2-1 ; alternativer Name TITF1)

Das Gen NKX2-1 ist Teil der HOX-Genfamilie (314 homeotic genes '1°), speziell der 69 Gene umfas-
senden NKL subclass homeoboxes and pseudogenes. ,,Many reports have shown that the protein
products of HOX genes also play key roles in the development of cancers. Based on our review of the
literature, we found that the expression of HOX genes is not only up- or downregulated in most solid
tumors but also that the expression of specific HOX genes in cancers tends to differ based on tissue
type and tumor site. ... Blocking the activity of HOX proteins by interfering with their binding to the
PBX cofactor caused ... lung cancer cells to undergo apoptosis in vitro.” ! Die 235 funktionalen und
die 65 Pseudogene der ,homeobox“-Genfamilie kdnnen dabei in 13 Klassen unterteilt werden
(Tabelle 56).1°

Tabelle 56 Klassifikation und Nomenklatur aller ,homeobox“-Gene
Class  Subclass Number of Number of  Number of HGNC
_ _gene families  genes  pseudogenes Genfamilie Nr.
ANTP  HOXL 14 52 0 518
NKL 23 48 19b 519
PRD PAX 3 7" 0
521
PAXL 28 43 24¢d
LIM 6 12 0 522
POU 7 16 8¢ 523
HNF 2 3 0 524
SINE 3 6 0 525
TALE 6 20 10f 526
CUT 3 7 38 527
PROS 1 2 0 528
ZF 5 14 1h 529
CERS 1 5i 0 530
Totals 102 2352 65 bh

gemal Table 1 in 110

In die Gen-Set-Analyse werden daher 12 HGNC definierten HOX-Genfamilien aufgenommen
(HGNC:518 bis HGNC:530, nicht HGNC:520).

»..Because many HOX genes were found to be aberrantly expressed in multiple different cancer
types, we [Bhatlekar et al.] speculated that there may be similar HOX-related regulatory networks
that become dysregulated during cancer development. To investigate this possibility, we used bioin-
formatic analysis to identify possible requlatory gene networks for HOX genes that are aberrantly
expressed in ... [the] lung.” (Abbildung 32).11!

Die Gene dieses Netzwerks werden als gesondertes, publikationsbasiertes Gen-Set (LK-HOX-
Familie) in die Gen-Set-Analyse aufgenommen.
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Abbildung 32 Netzwerk aus regulatorischen HOX-Genen in soliden Lungentumoren
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gemaR Figure 2 in 111 Predicted regulatory gene networks for HOX genes in solid tumors: lung cancer

Tabelle 57 HOX -Gene in regulatorischen Netzwerken beziiglich Lungenkrebs

Gene name Description |

HOXD9, HOXD8, HOXB5, HOXD4, HOXA5, HOXB4, HOXA10,

HOXA11

Non-HOX genes

PBX1 Pre-B-cell leukemia homeobox 1

MEIS1 Meis homeobox 1

FOXB1 Forkhead box B1

ALX4 ALX homeobox 4

PBX2 Pre-B-cell leukemia homeobox 2

PAX6 Paired box 6

POLR3D Polymerase (RNA) Ill (DNA directed) polypep-
tide D

SIX1 SIX homeobox 1

HAND Heart and neural crest derivatives

TBX2 T-box 2

TBX3 T-box 3

GMN Protein GMN

PITX2 Paired-like homeodomain 2

FOXO01 Forkhead box O1

FOXI1 Forkhead box 11

FOXI1 Forkhead box 11

gemaR Figure 2 in 1%

4.11.5.1.6 MYC family

MYC reguliert die Expression von etwa 15 % aller menschlichen Gene durch die Bindung von En-
hancer Box Sequenzen (E-boxes) und durch die Rekrutierung von Histon-Acetyltransferasen.% , The
MYC family of proteins is a group of basic-helix-loop-helix-leucine zipper transcription factors that
feature prominently in cancer. Overexpression of MYC is observed in the vast majority of human
malignancies and promotes an extraordinary set of changes that impact cell proliferation, growth,
metabolism, DNA replication, cell cycle progression, cell adhesion, differentiation, and metastasis.”
Jedoch ,,... the coding sequence of MYC does not need to be changed in order for its oncogenic po-
tential to be unleashed.“**

MYC ist ein einzelnes Gen, das keiner spezifischen Genfamilie zugeordnet ist. Es ist im ,,canonical
Whnt signalling“-Signalweg (GO:0060070, siehe Kapitle 4.11.5.3 Abschnitt Wnt/B-catenin Signalweg)
enthalten.
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4.11.5.2 Anomalitéiten in Signalwegen der Tumor-Suppression

Die folgende Auflistung folgt der Einteilung gemaR Brambilla et al.*®

4.11.5.2.1 p53 Signalweg
Siehe Kapitel 4.11.4.3 P53.

4.11.5.2.2 p16INK4/cyclin D1/Rb-Signalweg
Der p16INK4A/RB-Signalweg reguliert den Zellzyklus zwischen den sogenannten Phasen G1 to S.9%%°

In die Gen-Set-Analyse wurde daher folgender GO-Begriff aufgenommen:

o GO0:0000083 regulation of transcription involved in G1/S transition of mitotic
cell cycle

4.11.5.3 Programmierter Zelltod

4.11.5.3.1 Mitochondriale Apoptose (Bax/Bcl-2)

,Bcl-2 (anti-apoptotic) and Bax (pro-apoptotic) are key factors of mitochondrial apoptosis in con-
trolling the mitochondrial outer membrane permeabilisation, which leads to release of cytochrome
C, the point of no return in the cell’s commitment to apoptosis. “*>

In die Gen-Set-Analyse wurde daher folgender GO-Begriff aufgenommen:
o GO0:0097345 mitochondrial outer membrane permeabilization

4.11.5.3.2 Deregulation der Todesrezeptor

Brambilla et al.®® benennen zwei Gene des ,Death Receptor“-Signalwegs als relevante in der Tu-
morgenese des Lungenkrebses: FasL und E2F1. FasL wird in 70% der NSCLC als ,,down-regulated”
genannt. E2F1 wird in Verbindung mit dem p53-Rb-Signalweg gebracht, aber auch als Apoptosefak-
tor genannt. Der ,Death Receptor“-Signalweg wurde von Gene Ontology unter der Nummer
G0:0008624 gefiihrt und spater in den Signalweg GO:0097190 apoptotic signalling pathway inte-
griert.

In die Gen-Set-Analyse werden daher folgende GO-Begriffe aufgenommen:

o GO0:0036337 Fas signalling pathway
o GO0:0097190 apoptotic signalling pathway

4.11.5.3.3 Immortalisierung von Zellen und Aktivierung der Telomerase

,Telomerase is an RNA protein complex responsible for telomere repeat synthesis. Telomeres main-
tain genomic integrity in normal cells, and their progressive shortening during successive cell divi-
sions induces chromosomal instability.” °>13 Einer der ersten durch GWAS identifizierten und be-
statigten ,susceptibility loci” war die genomische Region 5p15.33 die das Gen TERT enthalt. TERT ist
eine ,reverse transcriptase component” der Telomerase. 114115

In die Gen-Set-Analyse wurde daher folgender GO-Begriff aufgenommen:
o GO:0003720 telomerase activity

4.11.5.3.4 Wnt/B-catenin Signalweg

Ding et al. Fanden, bei einem Vergleich von gesunden und Tumorgewebe, vermehrt somatische
Mutationen in Genes des Whnt signalling -Signalweg,.*®°” Dabei unterscheidet man zumindest drei
Whnt-Signalwege: den “canonical/f-catenin“-Signalweg, den “planar cell polarity (PCP)“-Signalweg
und den “Wnt/Ca* “-Signalweg. Die zentrale Rolle der Wnt-Signalwege in der Funktion der Selbst-
erneuerung von Krebszellen und deren Differenzierung (von ,cancer stem cells”) in Zellen unter-
schiedlichsten Zelltyps ist allgemein akzeptiert. ,One of the hallmarks of stem cells is their ability to
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maintain long telomeres by function of the TERT gene. TERT expression was found to be directly
enhanced by binding of 6-catenin to its promoter region and thereby links telomerase activity to
« 116

Whnt signalling“.
In NSCLC wird die Wnt-Aktivitat durch eine erhéhte Expression von B-catenin vermittelt.
In die Gen-Set-Analyse wurden daher folgende GO-Begriffe aufgenommen:

o GO0:0060070 canonical Wnt signalling pathway

o GO0:1904886 beta-catenin destruction complex disassembly (Teil von GO:0060070)

o GO0:0060071 Wnt signalling pathway, planar cell polarity pathway

o GO0:0007223  Whnt signalling pathway, calcium modulating pathway

4.11.6 Ubersicht: Auswahl der Gen-Sets: Genfamilien und Signalwege

Insgesamt: 148 Gen-Sets wurden flr die Gen-Set-Analyse ausgewahlt. Darunter befinden sich 119
GO-Begriffe, 28 HGNC Genfamilien und 1 neu zusammengestellter Gen-Set (LK-HOX-Familie). 7 GO-
Begriffe (G0:0009380, G0:0010213, G0:0036299, G0:0038130, G0O:0046787, G0:0100026 und
G0:1902113) zeigten sich hinsichtlich der hier zugeordneten Gene als identisch. Sechs dieser GO-
Begriffe sind Teilaspekte der DNA-Reparatur, der siebente (G0O:0038130) betrifft den ERBB4 signal-
ling-Signalweg, der wiederum mit DNA-Reparatur in Verbindung steht.'?” Daher wird von diesen 7
GO-Begriffen nur GO:0009380 excinuclease repair complex im Weiteren bericksichtigt. Weiter 22
Gen-Sets (18 GO-Begriffe: G0:0000725, G0:0006290, G0O:0033503, G0:0036337, G0:0036473,
G0:0038127, G0:0043504, GO:0045004, GO:0045738, G0:0055059, G0O:0072331, GO:0097196,
G0:0097300, GO:0098504, G0O:1901184, G0O:1901186, GO:1990391, GO:2000741; und 4 HGNC
Genfamilien: HGNC:1256, HGNC:1257, HGNC:524, HGNC:528) bestehen aus weniger als 5 Genen
und wurden von der Gen-Set-Analyse ausgeschlossen.

Es verbleiben somit 120 Gen-Sets, darunter 95 GO-Begriffe, 24 HGNC Genfamilien und ein publika-
tionsbasiertes Gen-Set. Diese Gen-Sets bestehen aus 6 bis 3946 Genen (Median: 47).

Da in der Gen-Set-Analyse die p-Werte der Modelschatzung je LD-Block Eingang finden, wurde die
GtP (Gene-to-Pathway) Annotation in eine LDtP (LD-Block-to-Pathway) umgeschrieben. Keines der
sehr kurzen Gene der HGNC Genfamilie 476b microRNAs LET7 konnte einem LD-Block zugeordnet
werden. Dieses Gen-Set bleibt daher bei der GSA unbericksichtigt. (Anmerkung: Die HGNC Genfa-
milie 476 microRNAs besteht im Original aus 1771 Genen, kann aber 159 LD-Blocken zugeordnet
werden.)

Es verbleiben somit 119 Gen-Sets, die fiir die Gen-Set-Analyse ausgewahlt wurden, darunter 95
GO-Begriffe, 23 HGNC Genfamilien und ein publikationsbasierter Gen-Set. Diese Gen-Sets bestehen
aus 5 bis 7237 LD-Blocken (Median: 67).

Tabelle 58 Gene-to-Pathway (GtP)-Annotation - Ubersicht

GroRe der Gen-Sets Anzahl Gene
(>5 Genes) 610 1050 51-100 Min  Max Median
GO-Begriff 15 27 16 37 95 6 3.946 55
HGNC Genfamilie 6 14 3 1 24 6 1776 26
Publikationsbasierter -- 1 -- - 1 24 24 24
Gesamt 21 42 19 38 120 6 3.946 46

publikationsbasierter: LK-HOX-Familie

Tabelle 59 LB-Block-to-Pathway (LDtP)-Annotation - Ubersicht

| GroRe der Gen-Sets Anzahl LD-Bl6cke

(>5 Genes) 1-5 6-10 10-50 51-100 >100 N Min Max
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GroBe der Gen-Sets Anzahl LD-Blocke ‘
(>5 Genes) 51-100 >100 N Min Max Median |
GO-Begriff 2 10 21 15 47 95 5 7.237 95
HGNC Genfamilie 1 3 9 9 1 23 5 159 45
publikationsbasierter -- - 1 - -- 1 41 41 41
gesamt 3 13 31 24 48 119 5 7.237 67

publikationsbasierter: LK-HOX-Familie
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4.11.7 GSA Ergebnisse (AP 3.2)
Von den 119 untersuchten Gen-Sets weisen zwei einen p-Wert kleiner 0,05 (nominale Signifikanz)
auf, zwei weitere einen p-Wert knapp tber 0,05 (siehe Tabelle 76).

Fir das Gen-Set GO:0006307 ,,DNA dealkylation involved in DNA repair“, das 10 Gene mit 90 typi-
sierten Markern umfasst, wird eine p-Wert von pgss = 0,0139 erzielt (Tabelle 60). Werden, in ei-
nem methodisch alternativen Ansatz, die dem GS zugehorigen LD-Blocke als signifikant (p<0,05)
und nicht-signifikant klassifiziert, kann mit einem einseitigen Fishers exaktem Test ein noch kleiner
p-Wert (=hoher Signifikanz) fir eine Anhdufung interaktionstragender LD-Blocke erzielt werden
(Pgs Fischer = 0,0060). 15 der 90 LD-Blécke des GS (16%), aber nur 6.404 aller verbleibenden
90.768 LD-Blocke in vermessenen Genom (7%), werden als signifikant klassifiziert.

Die Funktion dieses GO-Begriffs wird von Gene Ontology (GO) wie folgt beschrieben: ,The repair of
alkylation damage, e.g. the removal of the alkyl group at the O6-position of guanine by 0O6-
alkylguanine-DNA alkyltransferase (AGT)“. GO:0006307 ist in der GO-Hierarchie sowohl eine direk-
te Tochter von DNA repair (GO:0006281) als auch von DNA dealkylation involved in DNA repair
(G0O:0035510) / DNA modification (GO:0006304).

Es wurden insgesamt 7 ,driving“-Gene mit 21 ,driving“-LD-Blocken fir dieses Gen-Set durch die
GSEA deklariert, allen voran das Gen FTO (Fat mass and obesity-associated protein) auf Chromo-
som 16q12.2 (Tabelle 61, Abbildung 33). FTO wird auch als ALKBH9 - alpha-ketoglutarate depen-
dent dioxygenase — benannt. Das kodierte Protein ist eine Dioxygenase, die in die Reparatur durch
oxidative Demethylierung, alkylierter DNA bzw. RNA involviert ist.}*® Der LD-Block NR. 84616 weist
dabei mit p=0.0005 die grofite Signifikanz einer GxE-Interaktion auf. Auch fiir die benachbarten LD-
Blocke Nr.84613 bis Nr. 84619 konnten mit p-Werte <0.05 Hinweise auf eine GxE-Interaktion beo-
bachtet werden. Die betreffende Region erstreckt sich von 53.951.562 bis 53.995.500 auf Chromo-
som 16q12.2.

Fir die Genfamilie HGNC:476 ,,microRNAs“, die gemaR Definition aus 1776 Gene besteht, aber nur
durch 147 typisierten Markern abgedeckt sind, wird ein p-Wert von pgs = 0.0159 erzielt (Tabelle
60).

MicroRNAs sind nicht-kodierende RNA-Molekiile mit einer Lange von nur etwa 20 Basenpaaren.
MicroRNAs spielen eine wichtige Rolle im komplexen Netz der Genregulation, insbesondere bei der
Gen-Stilllegung (,,Gen-Silencing”). Die Genregulation erfolgt durch Bindung der microRNAs an den
3’-UTR Bereich von Zielgenen auf der mRNA, wodurch die Translation in Proteine gehemmt oder
die Gensequenz durch Zerschneiden abgebaut wird.!*®

Es wurden insgesamt 38 ,,driving“-Gene mit 44 ,,driving“-LD-Blocken fiir diese Genfamilie durch die
GSEA deklariert, die Gber mehrere Chromosomen verstreut sind (Abbildung 37). Die microRNAs mit
den signifikantesten Einzelgen-Assoziationen sind MIR1207, MIR1208 und MIR608. Die mircoRNA
MIR920 ist eine der Gene des bereits durch die Multimarker-Assoziationsanalyse auffalligen LD-
Blocks Nr. 69267 auf Chromosom 12.12.1.
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Die Gen-Sets G0O:0006637 ,acyl-CoA metabolic process” und G0:0016020 , Membrane (cellular-
component)” bestehen aus 23 bzw. 1896 Gene und erzielten bei der GSEA p-Werte von 0,0538
bzw. 0,0558.

Die 11 ,,driving“-Gene des Gen-Sets GO:0006637 liegen liber mehrere Chromosome verteilt. Flr
keine der beteiligten LD-Blécke allein konnte auch nur eine anndhernd signifikante Interaktion
beobachtet werden (alle p>0,05).

Die 90 ,,driving“-Gene des Gen-Sets GO:0016020 ,Membrane (cellular-component)” liegen liber alle
Autosomen verteilt. Das Gen-Set kann als weitgefasster Uberbegriff von 24 GO-Tochter-Begriffen
angesehen werden. Die p-Werte eines Tests auf Interaktion der beteiligten LD-Blocke streuen von
~0,01 bis 1x10°°. Das auffilligste (am signifikantesten assoziierte) Gen ist CUBN, auf Chromosom
10p13. Fiir den entsprechenden LD-Block Nr. 58899 wurde fiir die GXE-Interaktion im Multimarker-
Assoziationsmodell mit Variablenselektion (AIC-Modell) ein p-Wert von 1,3x107 erzielt. Die Funkti-
on von CUBN wird wie folgt beschrieben: , Cubilin (CUBN) acts as a receptor for intrinsic factor-
vitamin B12 complexes.” Bemerkenswert ist auch, dass die Aktivitdt und Expression von Cubilin,
angeregt von Tretinoin, in Krebszellen erhdht ist.1?°

Tabelle 60 GSEA: Ubersicht der Ergebnisse (Auszug grenzwertig signifikanter Ergebnisse)

Anzahl
Beschreibung Anzahl Gene  Anzahl Marker ,,driving“- pes-Wert
Marker
GO0:0006307 DNA dealkylation involved in DNA repair 10 90 21 0,0139
HGNC:476 microRNAs 1776 147 44 0,0159
G0:0006637 acyl-CoA metabolic process 23 36 20 0,0538
GO0:0016020 membrane (cellular-component) 1896 5903 178 0,0558

Eine komplette Ubersicht der GSEA-Ergebnisse siehe Tabelle 76 im Anhang.
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4.11.7.1 GSA —Ergebnisse: GO:0006307 An DNA-Reparatur beteiligte DNA-Dealkylierung

Abbildung 33 Manhattan-Plot GO:0006307 An DNA-Reparatur beteiligte DNA-Dealkylierung
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Tabelle 61 Signifikanz der , driving“-Gene des GO-Begriffs GO:0006307 An DNA-Reparatur beteiligte DNA-
Dealkylierung

signifikantester
»driving“-LD-Block

Anzahl ,driving“-

»driving“-Gen LD-Blocke in Gen

LD-Block Nr. p-Wert
FTO 15 84616 0,0005
FTO RP11357N1371 1 84632 0,0411
MGMT 2 62975 0,0430
ALKBH2 USP30 1 71830 0,0562
FTO RP11357N1311 1 84635 0,0573
ASCC3 1 39903 0,0588

gesamt 21
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4.11.7.2 Modellschéitzung LD-Blécke Nr. 84589-84647 (Chr. 16q12.2; FTO/ALKBH9)

Die insgesamt 402 Marker in und um das Gen FTO (Fat Mass And Obesity-Associated Protein; alter-
nativer Name ALKBH9 - alpha-ketoglutarate dependent dioxygenase) wurden nicht weniger als 58
LD-Blocken zugeordnet (siehe Abbildung 35). Die meisten Marker stehen mit mindestens einem
anderen Marker im selben Block in sehr straken LD zueinander. Dies beriicksichtigend, wurden nur
18 Marker in das Schatzmodell aufgenommen.

Fir die LD-Blocke Nr. 84589-84647 im Chromosomabschnitt 16q12.2 konnte weder im taxativen
Modell (p=0,9827) noch nach Variablenselektion (p=0,8691) eine signifikante GxE-Interaktion beo-
bachtet werden. Die Interaktionsterme von 11 der 18 Marker verbleibt im AIC-Modell, (Tabelle 62).
Die in der GSEA identifizierten ,driving“-LD-Blocke Nr. 84613-84619 werden in beiden Modellan
aber nur durch zwei Marker reprasentiert. Die anderen Marker der betreffenden Region wurden
aufgrund ausgepragter Korrelation der Genotypen von der Modelbildung ausgeschlossen (siehe
Kapitel 4.6 Analysemodell fiir eine Multimarker-Assoziationsanalyse). Der Marker an Position
53.995.500 weist dabei die signifikanteste Interaktion (p=0,013) aller Marker im Modell auf. Gleich-
zeitig wurde fiir diesen Marker aber auch eine starker Haupteffekt (OR=7,9; 95%Cl: 0,8-77) ge-
schatzt, der Signifikant nur knapp verfehlt (p=0,0755).

Fir 10 Marker wird ein genetischer Haupteffekt im AlC-besten Modell geschatzt, wobei beispiels-
weise die Marker chrl6_ 53995500 A G (siehe oben) und chrl6 53746875 A G (OR=2,87; 95%-
Cl: 0,5-15) eine Steigerung des LK-Risikos je seltenem Allel markieren, die Marker
chrl6_53999638 C_T (OR=0,19; 95%-Cl:0,02-1,8) und chrl6_53712135_A G (OR=0,35; 95%-
Cl: 0,03-3,31) eine Senkung — unabhangig einer Radon-Exposition. Die Marker an Position
53.712.135 (OR=2,11; 95%-Cl: 0,2-22), 53.746.875 (OR=2,16; 95%-Cl: 0,1-36), 53.752.901 (OR=2,31;
95%-Cl: 0,9-8,8) und 53.999.638 (OR=4,37; 95%-Cl: 0,4-45) markieren eine nicht signifikante Steige-
rung des LK-Risikos unter Radon-Exposition je seltenem Allel. Im Gegenzug markiert der Marker an
Position 53.995.500 (OR=0,03) die einzige signifikante (p<0,05) Senkung des LK-Risikos unter Ra-
don-Exposition je seltenem Allel.

Im selben Modell wird die Risikosteigerung durch die Strahlenexposition direkt mit OR=1,61
(Punktschatzer) und damit wesentlich niedriger als in vergleichbaren Modellen geschéatzt. Dadurch
ist die Einteilung in Risiko-erhohende bzw. —senkende Marker diskutierbar. Abgesehen von dieser
instabilen Schatzung des Radon-Haupteffekts kann aber auf eine Risikostratifikation unter Radon-
Exposition durch die Marker des LD-Blocks Nr. 58899 geschlossen werden.

Abbildung 35 FTO/ALKBH9 mit ausgewihlten Markern

m 53,800 K 53.850 K 1579195386 & DS 53,995,5008

Genes, NCBI Homo sdpliens Annotation Release 107, 2015-03-13
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Die Abbildung zeigt die Lage des Gens FTO sowie ausgewahlter Marker
im Bereich 53.650K bis 54.100K des Chromosom 16¢12.2 gemiR GeneDB 7°
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Tabelle 62 Modellschatzung: LD-Blocke Nr. 84589-84647

Taxatives Modell AIC-bestes Modell |

Odds-Ratio! p-Wert Odds-Ratio? p-Wert
Propensity Score 1,39 (0,97-1,99) 0,0701 1,42 (0,99-2,03) 0,0502
Strahlenexposition 1,56  (0,28- 8,56) 0,6072 1,61 (0,36-7,17) 0,5258
chrl6_53706236_AA_INDEL 0,61 (0,09- 4,06) 0,6156 0,87 (0,14-5,16) 0,8796
chrl6_53712135_A_G 0,45 (0,04- 4,83) 0,5124 0,35 (0,03-3,31) 0,3642
chrl6_53715082_C_T >999 0,9582
chr16_53715344_AATTT_INDEL <0,01 0,9638
chr16_53735955_C_T <0,01 0,9389 035 (0,03-3,31) 0,3642
chr16_53736883_G_T 2,72 (0,49-15,0) 0,2504
chr16_53746875_A_G 0,58  (0,03-9,98) 0,7108 2,87 (0,53-15,3) 10,2179
chr16_53752901_A_G <0,01 0,9683 0,40 (0,02-5,54) 0,4968
chr16_53770081_A_G <0,01 0,9577 0,55 (0,11-2,59) 0,4503
chrl6_53774354_A G <0,01 0,9553
chr16_53851304_A_G 0,98  (0,19-5,05) 0,9835
chr16_53930993_A_G 1,39  (0,43-4,44) 0,5726 1,24  (0,43-3,55) 0,6774
chr16_53977414_A_G 0,61 (0,03-10,9) 0,7379 0,55 (0,04-6,30) 0,6371
chr16_53995500_A_G 10,7 (0,78- 147) 0,0752 7,90 (0,80-77,2) 0,0755
chr16_53999638_C_T 0,22 (0,01- 2,45) 0,2197 0,19 (0,02-1,82) 0,1513
chr16_54051429_C_T <0,01 0,9707
chrl6_54099632_C_T 0,21 0,9974
rs79195386 <0,01 0,9114
Expo. x chr16_53706236_AA_INDEL 1,94  (0,25-14,8) 0,5223 1,25 (0,18-8,66) 0,8146
Expo. x chr16_53712135_A_G 1,71 (0,14- 20,5) 0,6722 2,11  (0,20-22,3) 0,5319
Expo. x chr16_53715082_C_T <0,01 0,9456
Expo. x chr16_53715344_AATTT_INDEL  >999 0,9615 1,15  (0,30-4,35) 0,8340
Expo. x chr16_53735955_C_T >999 0,9424
Expo. x chr16_53736883_G_T 0,69 (0,08-5,62) 0,7289 0,62 (0,07-4,83) 0,6538
Expo. x chr16_53746875_A_G 1,51  (0,07-31,3) 0,7889 2,16 (0,12-36,3) 0,5913
Expo. x chr16_53752901_A_G >999 0,9659 2,31 (0,61-8,78) 0,2157
Expo. x chr16_53770081_A_G >999 0,9588
Expo. x chr16_53774354_A_G >999 0,9559
Expo. x chr16_53851304_A_G 1,12 (0,19- 6,63) 0,8980 1,07 (0,54-2,11) 0,8331
Expo. x chr16_53930993_A_G 0,79 (0,21- 2,95) 0,7325 0,86 (0,25-2,91) 10,8157
Expo. x chr16_53977414_A_G 1,25  (0,05-30,8) 0,8884 1,57 (0,09-255) 0,7488
Expo. x chr16_53995500_A_G 0,02 0,0141 0,03 0,0130
Expo. x chr16_53999638_C_T 3,84 (0,31- 46,7) 0,2905 4,37 (0,42-45,2) 0,2160
Expo. x chr16_54051429_C_T 0,50 0,9987
Expo. x chr16_54099632_C_T <0,01 0,9850
Expo. x rs79195386 >999 0,9156

1 Odds-Ratio mit 95%-Konfidenzintervall

Taxatives Modell !AIC-ModeII

X2 df p-Wert df p-Wert
Haupteffekt(e) G 6,7848 18 0,9918 10 0,8302
Interaktion(en) GxE 7,7097 18 0,9827 11 0,8691
Gemeinsamer Effekt (joint) 17,0714 36 0,9969 21 0,9367
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4.11.7.3 GSA —Ergebnisse: HGNC:476 microRNAs

Abbildung 36 Manhattan—Plot: HGNC:476 microRNAs
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Abbildung 37 GSEA: HGNC:476 microRNAs
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Tabelle 63 Signifikanz der ,,driving“-Gene der Genfamilie HGNC: 476 microRNAs

o signifikantester
Anzahl,driving”-  yriving“-LD-Block

s LD-Blécke in Gen

LD-Block Nr.  p-Wert

MIR1207 PVT1 1 52622 0,0041
Cl0orf2 FAM178A LZTS2 MIR608 MRPL43 PDZD7 RP11108L741
RP11108L771 SEMAAG ! 61633 0,0083

AP0006621 AP00066241 CLP1 MIR130A SERPING1 SLC43A1 SMTNL1
TIMM10 UBE2L6 ZDHHC5

MIR1208

MIR548) TPST2

FAM184A MIR548B

AC012531171 HOXC10 HOXC5 HOXC6 HOXC9 MIR196A2 MIR196A21
Cl1orf35 MIR210 MIR2101 MIR210HG PHRF1 RASSF7 RP114961911
FAM132A MIR200A MIR429 SDFA TNFRSF18 TTLL10 TTLL10AS1

MIR520D

MIR1204 PVT1

MIR1538 NFATS

FBXL18 MIR589

BDNF BDNFAS1 LIN7C MIR4454 RP11587D2141

ARSG MIR635 WIPI1

MIR1277 WDR44

HOXB3 HOXB4 MIR10A RP11357H14161 RP11357H14171 RP11357H1471
C200rf166 MIR133A2

FOXO1 MIR320D1

MIR510 MIR513A1

MIR204 TRPM3

CTDSP1 MIR26B VIL1

KIAA1217 MIR603 PRINS RP11183E931

MIR371A MIR372 NLRP12

MIR1307 PDCD11 USMG5

MIR1231 NAV1 RP1190L2031

AP0023801 Cllorfl0 Cllorf9 DAGLA FADS1 FADS2 FEN1 MIR611
RP11467L20101 RP11467L2061 RP114671L2091

EPCAM MIR559 1 9667 0,1165
AC0081471 AC0081472 AC1400611 AC14006110 AC14006111 AC1400612

AC1400613 AC1400614 AC1400615 AC1400616 AC1400617 AC1400618

[

65047 0,0088

52641 0,0103
99861 0,0143
40552 0,0208
70201 0,0300
63176 0,0322
11 0,0452
94825 0,0465
52576 0,0511
85216 0,0530
42976 0,0563
64392 0,0566
88693 0,0638
103266 0,0648
87948 0,0689
97875 0,0697
74051 0,0719
103813 0,0853
55255 0,0874
15092 0,0889
59210 0,0960
94828 0,0982
61694 0,1076
5499 0,1089

RrikrlkrikrRIRrIRrIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIR|IRR|~

[

65192 0,1164

C120rf62 CERS5 FAM186A LIMA1 MIR1293 RP11411N411 RP3405)1021 ! 70015 01182
RP3405J1031 RP3405J1041 orphanl

DENND1A MIR601 1 57313 0,1207
MIR556 NOS1AP 1 4343 0,1252

AC0920671 CILP2 CTC260F2031 GATAD2A HAPLN4 MAU2 MIR640 NCAN
NDUFA13 SUGP1 TM6SF2 TSSK6 YJEFN3

[y

93479 0,1281

Cllorf54 KIAA1731 MIR1304 SNORA18 SNORA8 SNORDS5 TAF1D 1 66325 0,1307
MIR1913 RPS6KA2 1 42483 0,1350
AP4S1 COCH MIR624 RP11829H1631 RP11829H1641 STRN3 1 76891 0,1399
CTB157D1711 GALNT10 MIR1294 1 34106 0,1404
KLF7 MIR2355 1 14578 0,1426
CTC23101111 MIR146A 1 34327 0,1489
H19 MIR675 1 63292 0,1542
BTG4 C110rf88 MIR34B MIR34C RP11794P661 1 66975 0,1552
MIR1287 PYROXD2 1 61563 0,1571
CNTNAP2 MIR548F4 1 47394 0,1605
MIR206 1 38757 0,1613
FBLL1 MIR103A1 PANK3 RARS 1 34599 0,1658
44
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4.11.7.4 GSA —Ergebnisse: GO:0006637 und GO:0016020

Abbildung 38 Manhattan-Plot Gen-Set Nr. 41: GO:0006637 acyl-CoA metabolic process
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Abbildung 39 Manhattan-Plot Gen-Set Nr. 57: GO:0016020 membrane (cellular-component)
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4.12 Voraussichtlicher Nutzen bzw. Verwertbarkeit der Ergebnisse

Eine Identifizierung von Genen, die fiir Strahlenempfindlichkeit pradisponieren, kénnen weitere
Einblicke in die individuelle Strahlenempfindlichkeit und in die Atiologie des Lungenkrebs geben
und damit dessen Therapiemoglichkeiten im Besonderen durch Strahlentherapie verbessern.

Ein direkter Nutzen fir Pravention, Diagnose oder Therapie kann zum derzeitigen Stand des Ge-
samtprojekts nicht abgeleitet werden.

4.13 Fortschritte im Forschungsgebiet wahrend der Durchfiihrung des FE-
Vorhabens

Wihrend der Projektlaufzeit wurde ein Ubersichtsarbeit zu den Fortschritten in der Erforschung
der genetischen Pradisposition flr Lungenkrebs in GWAS innerhalb der der vergangenen 10 Jahre
von Bosse and Amos, 2017 % veréffentlicht. Ebenso wurde die Identifizierung von 18 fir Lungen-
krebs pradisponierender Loci mit genomweiter Signifikanz, darunter 10 neu Loci, durch das
ILCCO/TRICL Konsortium veroffentlicht. 12

Choi, et al., 2016 2 veroffentlichten eine Ubersichtsarbeit zu Lungenkrebs bei Nie-Rauchern verur-
sacht durch eine Innenraumradonbelastung. Die meisten der darin erwdhnten Gene sind in Tabelle
2 enthalten.

4.14 Erfolgte und geplante Veroéffentlichungen

Die Ergebnisse des Gesamtprojekts wurden am 26. 7.2017 im Rahmen eines publikumséffentlichen
Vortrags am BfS in Neuherberg prasentiert. Das Gesamtprojekt wird in einem Manuskript zur Publi-
kation in einer Fachzeitschrift zusammengefasst und zur Veroffentlichung eingereicht.
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5 Erfolgskontrollbericht : Forschungsvorhaben FKZ 3615532253

Genomweite Analyse genetisch bedingter Strahlenempfindlichkeit in Wismut-
Bergarbeitern - Datenauswertung und Bewertung der Assoziationsanalysen

5.1 Beitrag der Ergebnisse zu den forderpolitischen Zielen des Forderprogramms

Kenntnisse Uber individuelle Strahlenempfindlichkeit sind sowohl fir die Bewertung von Strahlenri-
siken (Pravention) als auch fir eine optimale Strahlentherapie (Diagnose und Therapie) sehr wich-
tig. Der Behandlungserfolg einer Strahlentherapie ist z.B. von der applizierten Dosis und vielen an-
deren Parametern abhangig. Eine friihe Erkennung durch in vitro-Tests an einfach zuganglichem
Patientenmaterial ist daher hochst wiinschenswert.

Ein direkter Nutzen fir Pravention, Diagnose oder Therapie kann zum derzeitigen Stand des Ge-
samtprojekts nicht abgeleitet werden.

5.2 Wissenschaftlich-technische Ergebnisse und wesentliche Erfahrungen des
Vorhabens

Durch das Forschungsvorhaben FKZ 615532253 konnten Regionen am menschlichen Genom identi-
fiziert werden, die das Lungenkrebsrisiko unter lebenslanger, beruflicher Radonbelastung mit de-
terminieren. Durch das Forschungsvorhaben konnte gezeigt werden, dass genomweite Interakti-
onsanalysen bei der Datensatze verschiedener Studien verknlipft werden mit geeigneter statischer
Modellbildung erfolgreich durchgefiihrt werden kénnen.

5.3 Erfindungs-/Schutzanmeldungen, Fortschreibung des Verwertungsplans

Es sind keine Erfindungs-/Schutzanmeldungen geplant.

5.4 Wirtschaftlichen Erfolgsaussichten nach Auftragsende

Aus dem Forschungsvorhaben FKZ 615532253 kénnen keine direkten wirtschaftlichen Erfolgsaus-
sichten abgeleitet werden.

5.5 Wissenschaftliche oder technische Erfolgsaussichten

Aus dem Forschungsvorhaben FKZ 615532253 kdnnen keine direkten technischen Erfolgsaussichten
abgeleitet werden.

Die Ergebnisse des Forschungsvorhaben FKZ 615532253 tragen wesentlich zur Klarung individueller
Pradisposition fiir Lungenkrebs unter Strahlenbelastung bei.

5.6 Wissenschaftliche und wirtschaftlichen Anschlussfihigkeit fiir eine mogli-
che notwendige nachste Phase bzw. die nachsten innovativen Schritte

Die in Tabelle 1 und Tabelle 2 gelisteten Gene sollten durch DNA-Proben der derzeit rund 250 Lun-
genkrebsfalle des Wismut-Pathologiearchivs der BfS validiert werden. Zusatzlich kann eine Schat-
zung der Gen-Expression (Variant Effect Prediction) auf Grundlage der gemessenen Genotypen
erfolgen. Dazu stehen eine Reihe von Computer-Routinen und Tools zur Verfligung (z.B. bei EN-
SEMBL: http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Tools/VEP; PolyPhen2'%, SIFT'?*, MutationAsses-
sor'?®>, MAPP!?6, AlignGVGD'?, Panther?®, CADD!* oder GERP3°). Miosge, et al., 2015 3! unter-
suchten die Vorhersagegiite einer ,transactivation” von weniger als 50% im Vergleich zum Wildtyp,
beispielhaft fiir PolyPhen2 bei Vorliegen mehrerer Mutationen des Gens TP53. Von 2.036 Proben
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im Experiment waren ~35% , true positive”, ~35% ,true negative”, ~20% ,false positive“, ~10% ,fal-
se negative”. Daraus lasst sich eine Sensitivitat von ~78% und eine Spezifitdt von 63% ableiten.

Die Expressions-Schatzung ist im Vergleich zur experimentellen Expressions-Messung kostengiinsti-
ger, weniger aufwandig und kann fiir fast beliebig groRe Stichproben durchgefiihrt werden. Da es
sich bei diesem Ansatz um eine in silco-Vorhersage der funktionellen Konsequenz auf Basis der
DNA-Sequenz handelt, ersetzt er eine Validierung durch experimentell, in vivo gemessene Expressi-
on nicht.

5.7 Arbeiten, die zu keinen Losungen gefiihrt haben

Alle im Antrag enthaltenen Fragestellungen wurden beantwortet. Es gab keine Arbeiten, die nicht
zu einem Ergebnis geflihrt hatten.

5.8 Prasentationsmaoglichkeiten

Die Ergebnisse des Gesamtprojekts wurden am 26. 7.2017 im Rahmen eines publikumsoffentlichen
Vortrags am BfS in Neuherberg prasentiert. Das Gesamtprojekt wird in einem Manuskript zur Publi-
kation in einer Fachzeitschrift zusammengefasst und zur Veroffentlichung eingereicht.

5.9 Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung

5.9.1 Zeitplan

Der geplant Zeitplan fiir das Forschungsvorhaben FKZ 615532253 konnte nicht strikt eingehalten
werden. Der Anschlussbericht wurde der Fachbegleitung erst am 19.6.2017 lbergeben. Der ver-
traglich vereinbarte Vortrag zu den Ergebnissen das Forschungsvorhaben wurde erst am 26. 7.2017
gehalten. Die langere Projektlaufzeit war fur das BfS kostenneutral.

5.9.2 Finanzplan
Die beantragten Personal- und Sachmittel wurden gemaf Vereinbarung verbraucht.
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6 Anhang

6.1 Verwendete Programme

SAS software 9.4

PLINK 1.9 beta

EIGENSTRAT

ADDMIXTURE

Copyright © 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary. NC. USA.
www.sas.com/

Shaun Purcell. Christopher Chang 32133
https://www.cog-genomics.org/plink2

Price et al. %®
integrated in EIGENSOFT package
http://genetics.med.harvard.edu/reich/Reich_Lab/Software.html

Version 1.3.0

David H. Alexander, Suyash S. Shringarpure, John Novembre, Kenneth
Lange 28
https://www.genetics.ucla.edu/software/admixture/download.html/
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6.2 Originalstudien

Tabelle 64

Akronym

Originalstudien

Title der Studie

Institution

Pl

(principal investigator)

Zeitraum

CARET The Carotene and Retinol Fred Hutchinson Cancer Research Center J. Doherty, C. Chen USA Cohort Recruitment
Efficacy Trial (FHCRC) 1985-1996
BioVU Vanderbilt 2 Vanderbilt University M. Aldrich USA Hosp. CC 2007- ongoing
HLCS Harvard Lung Cancer Harvard School of Public Health, Mass General D. Christiani USA Hosp. CC 1992-2004
Study Hospital
ATBC The Alpha-Tocopherol, National Cancer Institute (NCI) D. Albanes Finland Cohort 1985-1993
Beta-Carotene Cancer
Prevention
PLCO The Prostate, Lung, Colo- National Cancer N. Caporaso USA Cohort 1992-2001
rectal and Ovarian Cancer  Institute (NCI)
Screening Trial
MSH-PMH Mount Sinai Hospital- Mount Sinai Hospital (MSH), Princess Margaret R.J. Hung, G. Liu Canada Hosp. CC 2008-2012
Princess Margaret Hospi- Hospital (PMH)
tal Study
LCRI-DOD Study of Lung Cancer in Markey Cancer Center S. Arnold USA Pop. CC 2012- ongoing
Appalachian Kentucky
Tampa Tampa Lung Cancer Study  Washington State University (WSU) P. Lazarus USA Hosp. CC 1999-2003
NELCS New England Lung Cancer  Dartmouth College of Medicine A. Andrew USA Pop. CC 2005-2007
Study
TLC Total Lung Cancer: Mo- Moffitt Cancer Center, Tampa M.B. Schabath USA case only 2012-- ongoing
lecular Epidemiology of
Lung Cancer Survival
MEC Multiethnic Cohort Study University of Hawaii (USC) L. Le Marchand USA Cohort Recruitment
1993-1996
Canada Canadian screening study  University Health Network (UHN), British Co- St. Lam, M.S.Tsao, G. Liu Canada screening 2004-2011,
lumbia Cancer Agency (BCCA) cohort 2008-2013
EAGLE Environment and Genetics  National Cancer Institute (NCI) M.T. Landi Italy Pop.CC 2002-2005
in Lung Cancer Study
Etiology
Copenhagen Coppenhagen lung cancer  University of Copenhagen S. E. Bojesen Denmark
study
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Akronym

Title der Studie

Institution

Pl

(principal investigator)

Zeitraum

CAPUA Cancer de Pulmon en University of Oviedo A. Tardon Spain Hosp.CC 2002-2012
Asturias
GLC German lung cancer study  University of Gottingen, Deutsches Krebsfor- H. Bickebdller, A. Risch Germany Mixed CC 1998-2013
schungszentrum Heidelberg (DKFZ)
GLC-500K German lung cancer study  University of Gottingen, Helmholtz Zentrum H. Bickebdller, A. Risch, Germany Mixed CC 1998-2013
Minchen (HMGU), DKFZ H.-E. Wichmann
Akronym Title der Studie Institution PI Land Design Zeitraum
(principal investigator)
Nijmegen The Nijmegen Lung Can- Radboud University Medical Centre L. A. Kiemeney The Netherlands  Pop. CC 2002-2008
cer Study
ReSoLucent  Resource for the Study of  University of Sheffield, P. Woll UK Mixed CC 2005-2014
Lung Cancer Epidemiology
in North Trent
Norway Norway Lung Cancer National Institute of Occupational Health (NI- A. Haugen Norway Pop. CC 1986-2005
Study OH)
LLP-2008, Liverpool Lung Cancer University of Liverpool J.K. Field UK Cohort 1999-2007,
LLP-2013 Project 1999-2011
NSHDC Northern Sweden Health Umea University M. Johansson Sweden Cohort 1985- ongoing
and Disease Cohort
Wismut Bioproben-Bank von Ruhr-Universitat Bochum B. Pesch, M. Gomolka Germany Sample 2009-2011
ehemaligen Beschaftigten  Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS) selection
der SAG/SDAG Wismut
MDCS The Malmé Diet and Lund University J. Manjer Sweden Cohort 1991-1996
Cancer Study
Indoor- Indoor radon and lung Helmholtz Zentrum Miinchen (HMGU), Bundes-  H.-E. Wichmann, Germany Pop. CC 1990-1997,
Radon cancer in Germany amt fur Strahlenschutz (BfS) L. Kreienbrock, 2000-2003
NICCC-LCA Clalit National Israeli Carmel Medical Center & Technion G. Rennert Israel Pop.CC 2008-ongoing
Cancer Control Center-
lung cancer study
MLT Russian Multicancer study  International Agency for Research on Cancer P. Brennan Russia Hosp. CC ?”?
(IARC)
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6.3 Abbildungen und Tabellen

Tabelle 65 Alter, Geschlecht, Rauchverhalten der Studienteilnehmer
Lungenkrebs Alter* Geschlecht Rauchverhalten
Nie- Ex- Jemals-
N Kontrollen Fdlle Median  mdnnlich  weiblich  Raucher  Raucher  Raucher Raucher
gesamt 28,599 13,522 15,077 28,599 18,059 10,540 5,676 9,518 12,039 1,366
47% 53% 63 63% 37% 20% 33% 42% 5%
Originalstudie
Indoor-Radon 58 100% 67 100% 2% 98%
Wismut 405 99% 1% 77 100% 33% 5% 61% 1%
Wismut-
Bergarbeiter 463 87% 13% 76 100% 29% 4% 53% 13%
gesamt
GLC-550K 949 50% 50% 46 56% 44% 27% 23% 50%
OncoArray-C°
ATBC 1 320 56% 44% 61 100% 100%
ATBC 2 1,363 36% 64% 58 100% 100%
CANADA 656 67% 33% 65 43% 57% 0% 43% 57%
CAPUA 1,399 49% 51% 68 88% 12% 17% 42% 41% <1%
COPENHAGEN 1,823 74% 26% 64 44% 56% 27% 63% 11%
EAGLE 3,494 49% 51% 67 79% 21% 19% 38% 43%
CARET 1,065 49% 51% 60 67% 33% 20% 80%
LLP-2008 200 51% 50% 69 59% 41% 18% 53% 30%
LLP-2013 675 53% 47% 67 56% 44% 37% 47% 16% <1%
GLC 1,014 22% 78% 47 55% 45% 13% 17% 68% 3%
HSPH 1,605 32% 68% 64 48% 52% 24% 51% 25%
ISRAEL 1,149 44% 56% 68 63% 37% 33% 34% 33%
LCRI-DOD 220 58% 42% 63 48% 52% 29% 32% 39% <1%
MDCS 325 51% 49% 62 44% 56% 26% 31% 43%
MEC 430 50% 50% 73 53% 47% 29% 44% 27%
NELCS 329 51% 49% 62 44% 56% 25% 43% 32%
NIUMEGEN 816 54% 46% 61 61% 39% 14% 45% 41%
NORWAY 725 57% 43% 62 69% 31% 3% 13% 27% 57%
NSHDC 473 50% 50% 60 50% 50% 12% 28% 60%
PLCO 2,231 40% 60% 68 61% 39% 9% 44% 47%
RESOLUCENT 750 34% 66% 56 48% 52% 18% 27% 55% 1%
RUSSIAN_CE 2,009 51% 49% 61 67% 33% 30% 21% 49%
TAMPA 242 60% 40% 65 67% 33% 22% 78%
TLC 419 100% 66 47% 53% 7% 60% 33%
TORONTO 2,295 41% 59% 64 50% 50% 26% 44% 28% 2%
VANDERBILT 1,160 48% 52% 66 54% 46% 47% 53%

* Alter bei Diaghose/Interview; $ OncoArray-Konsortium




Schlussbericht

BfS-Projekt 3615 S 32253

Abbildung 40 Verteilung der Working Level Months (WLM) unter Wismut-Bergarbeitern
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Tabelle 66 Strahlenexposition der Studienteilnehmer

N

Min  Max

Working Level Months

Median

gesamt 28.599 0 2479 0 11 110.62
nicht-exponiert 28.291 0 46 0 0 1.49
exponiert 308 51 2479 966 986 419.39

Std Standardaweichung

119



BfS-Projekt 3615 S 32253 Schlussbericht

Tabelle 67 Studienort (Kontinent), Genotypisierung, Studiendesign, Fallzahl der Studienteilnehmer
Studien- Lungenkrebs
Studien-Acronym  GenoCent Design gesamt
Kontrollen  Fdlle
gesamt 28.599 13.522 15.077
Amerika _CARET CIDR nested CC 1.065 519 546
VANDERBILT CIDR Hosp CC 1.160 558 602
HLCS CIDR Hosp CC 1.605 512 1.093
ATBC CIDR nested CC 1.683 666 1.017
PLCO CIDR nested CC 2.231 885 1.346
MSH-PMH CIDR Clinic CC 2.295 946 1.349
LCRI-DOD CIDR Pop CC 220 128 92
TAMPA CIDR Hosp CC 242 144 98
NELCS CIDR Pop CC 329 169 160
TLC CIDR case only 419 - 419
MEC CIDR nested CC 430 217 213
CANADA CIDR nested CC 656 442 214
gesamt 12.335 5.186 7.149
Europa EAGLE CIDR Hosp CC 3.494 1.702 1.792
COPENHAGEN Cambridge Pop CC 1.823 1.341 482
CAPUA CIDR Hosp CC 1.399 684 715
GLC HMGU Hosp CC 1.014 221 793
GLC-550K HMGU Hosp CC 949 478 471
NIJMEGEN CIDR Pop CC 816 442 374
RESOLUCENT CIDR Pop CC 750 258 492
NORWAY CIDR Hosp CC 725 416 309
LLP-2013 CIDR nested CC 675 355 320
NSHDC CIDR nested CC 473 236 237
Wismut HMGU nested CC 405 402 3
MDCS CIDR nested CC 325 167 158
LLP-2008 CIDR nested CC 200 101 99
INDOOR-RADON ~ HMGU nested CC 58 -- 58
gesamt 13.106 6.803  6.303
Israel ISRAEL CIDR Pop CC 1.149 508 641
Russland  MLD CIDR Hosp CC 2.009 1.025 984

Die Beschreibung der Originalstudien siehe Anhang Tabelle 64,
GenoCent Genotypisierungs-Zentrum;
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Tabelle 68

n

Verteilung der genomischen Subcluster je Originalstudie

CEU 60 17 28% 1 1% 11 18% 7 11% 4 6% 20 33%
OncoArray-

Konsortium 17.531 3.592 20% 1.896 11% 2.448 14% 1350 8% 490 3% 7.755 44%
(gesamt)

Kontrollen 8.063  2.946 36% 1.641 20% 889 11% 1.459 18% 855 10% 36% 3%
Fille 9.468 3.562 37% 1.815 19% 1.011 10% 1.702 17% 1.059 11% 37% 3%

ATBC_1 320 69 22% 26 8% 54 17% 24 8% 7 2% 140 44%
ATBC_2 1363 280 21% 145 11% 177 13% 107 8% 32 2% 622 46%
CANADA 284 60 21% 29 10% 34 12% 26 9% 8 3% 127 45%
CAPUA 1227 251 20% 131 11% 154 13% 98 8% 37 3% 556 45%
COPENHAGEN 804 160 20% 95 12% 119 15% 52 6% 28 3% 350 44%
EAGLE 2744 576 21% 275 10% 375 14% 233 8% 68 2% 1217 44%
CARET 712 166 23% 69 10% 101 14% 47 7% 17 2% 312 44%
LLP-2008 118 26 22% 15 13% 19 16% 8 7% 2 2% 48 41%
LLP-2013 373 73 20% 47 13% 56 15% 30 8% 10 3% 157 42%
GLC 557 101 18% 64 11% 102 18% 39 7% 13 2% 238 43%
HLCS 762 155 20% 80 10% 98  13% 63 8% 26 3% 340 45%
ISRAEL 725 146 20% 86 12% 98 14% 64 9% 17 2% 314 43%
LCRI-DOD 105 21 20% 7 7% 18 17% 4 4% 3 3% 52 50%
MDCS 144 34 24% 16 11% 21 15% 11 8% 5 3% 57 40%
MEC 229 45 20% 21 9% 40 17% 2 10% 5 2% 9%  42%
NELCS 145 19 13% 12 8% 17 12% 14 10% 12 8% 71 49%
NIJMEGEN 501 103 21% 52 10% 72 14% 45 9% 15 3% 214 43%
NORWAY 505 93 18% 61 12% 70 14% 33 7% 15 3% 233 46%
NSHDC 238 52 22% 30 13% 32 13% 27 11% 4 2% 93 39%
PLCO 1363 265 19% 134 10% = 185 14% 9 7% 47 3% 633 46%
RESOLUCENT 357 66 18% 44 12% 47 13% 19 5% 10 3% 171 48%
RUSSIAN_CE 1352 289 21% 140 10% = 194 14% 93 7% 40 3% 596 44%
TAMPA 163 26 16% 16 10% 23 14% 12 7% 3 2% 83 51%
TLC 198 37 19% 25 13% 26 13% 14 7% 6 3% 90 45%
TORONTO 1152 254 22% 133 12% = 166 14% 79 7% 32 3% 488 42%
VANDERBILT 621 127 20% 79 13% 80 13% 50 8% 22 4% 263 42%
Wismut /indoor- 469 98  21% 64  14% 70 15% 37 8% 6 1% 194 41%

Radon

Die Beschreibung der Originalstudien siehe Anhang Tabelle 64.

Abbildung 41 Anteil der Studienteilnehmer an den genomischen Subclustern je Originalstudie

%-Cluster in sample
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Tabelle 69

Verteilung der ,,ancestral population“-Cluster unter mit dem OncoArray typisierten Studienteilnehmern
(AIMS + Zufallsauswahl an SNPs)

gesamt 3
n n % n % n % n %

Gesamt (OncoArray) 17.531 6 0% 1.724 9% 15.290 87% 511 2%
Kontrollen 8.063 2 0% 765 9% @ 7.065 88% 231 3%

Falle  9.468 4 0% 959 10% = 8.225 87% 280 3%

ATBC_1 320 25 7% 288 90% 7 2%
ATBC_2 1.363 1 0% 133 9% 1197 87% 32 2%
CANADA 284 28 9% 246 86% 10 3%
CAPUA 1.227 111 9%  1.077 87% 39 3%
COPENHAGEN 804 86 10% 690 85% 28 3%
EAGLE 2.744 1 0% 258 9% @ 2412 87% 73 2%
CARET 712 1 0% 63 8% 631 88% 17 2%
LLP-2008 118 15 12% 101 85% 2 1%
LLP-2013 373 1 0% 43 11% 320 85% 9 2%
GLC 557 1 0% 56 10% 483 86% 17 3%
HLCS 762 74 9% 658 86% 30 3%
ISRAEL 725 81 11% 626 86% 18 2%
LCRI-DOD 105 6 5% 9% 91% 3 2%
MDCS 144 14 9% 123 85% 7 4%
MEC 229 16 6% 207 90% 6 2%
NELCS 145 1 0% 11 7% 121 83% 12 8%
NUUMEGEN 501 45 8% 442 88% 14 2%
NORWAY 505 52  10% 437 86% 16 3%
NSHDC 238 26 10% 208 87% 4 1%
PLCO 1.363 125 9% 1195 87% 43 3%
RESOLUCENT 357 37 10% 309 86% 11 3%
RUSSIAN_CE 1.352 126 9% 1184 87% 42 3%
TAMPA 163 14 8% 145 88% 4 2%
TLC 198 25 12% 168 84% 5 2%
TORONTO 1152 122 10% 997 86% 33 2%
VANDERBILT 621 71 11% 527 84% 23 3%
Wismut /Indoor-Radon 469 61 13% 402 85% 6 1%

Die Beschreibung der Originalstudien siehe Anhang Tabelle 64.
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Tabelle 70 Verianderung der Signifikanz tiber verschiedene Werte fiir p / p-Werte des Modells eines marginalen

Haupteffekts des Genotyps (DxG-Modell) gemaR “model averaging”

Anzahl signifikante Marker im

: min p-Wert  signifikante

1-p DxG-Modell  ExG-Modell  GxE-Modell (H2) SNPs
0,5 0,5 349 6.029 51 0,28315
0,6 0,4 275 7.250 44 0,28315
0,7 0,3 202 8.488 41 0,28315
0,8 0,2 127 9.779 26 0,28315
0,9 0,1 70 11.059 20 0,28315
0,99 0,01 5 12.127 3 0,25763
0,999 0,001 1 12.213 0 0,28315
0,9999 0,00014 0 12.221 0 0,28315
0,99999 1x10%% 0 12.222 0 0,28315
1x1076 0 12.222 0 0,28315
1x10%7 0 12.222 0 0,28315
1x10°8 0 12.222 0 0,28315
1x10%° 0 12.222 0 0,28315
1x10%° 0 12.222 0 0,28315
1x10t 0 12.222 0 0,28315
1x101? 0 12.222 0 0,28315
1x1013 0 12.222 0 0,28315
1x10 0 12.222 0 0,28315
1x10%° 0 12.222 0 0,28315
1x10® 0 12.222 0 0,28315
1x10Y 0 12.222 0 0,28315
1x1018 0 12.222 0 0,28315
1x10°%° 0 12.222 0 0,28315
1x102° 0 12.222 0 0,28315

Tabelle 71 Veranderung der Signifikanz iiber verschiedene Werte fiir p / p-Werte des Modells eines marginalen

DxG-Modell : Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps
ExG-Modell : Modell eines marginalen Haupteffekts der Strahlenexposition

GxE-Modell: Modell mit Haupteffekten und Interaktion

Haupteffekts des Genotyps (DxG-Modell) von TRICL/ILCCO (McKay et al.)

A

0,5 0,5 10.620 4.984 1.096 0,28315
0,6 0,4 8.867 6.137 1.157 0,28315
0,7 0,3 7.117 7.426 1.103 0,28315
0,8 0,2 5.256 8.846 959 0,28315
0,9 0,1 3.246 10.380 699 0,28315
0,99 0,01 891 11.905 225 0,28315
0,999 0,001 461 12.110 103 0,28315
0,9999 0,00014 336 12.157 64 0,28315
0,99999 1x10% 269 12.174 48 0,28315
1x10°0¢ 231 12.180 42 0,26992
1x10°%7 200 12.185 37 0,23370
1x10°08 175 12.188 34 0,20448
1x10%° 147 12.192 30 0,17177
1x10°%° 119 12.196 26 0,13905
1x10°% 109 12.200 22 0,12736
1x10%2 100 12.203 19 0,11685
1x1013 91 12.207 15 0,10633
1x104 77 12.207 15 0,08997
1x10%° 56 12.208 14 0,06543

1x10°%® 33 12.216 6 0,03856  rs12440014
1x10Y7 0 12.222 0 0,28315
1x10°8 0 12.222 0 0,28315
1x10°%° 0 12.222 0 0,28315
1x10%° 0 12.222 0 0,28315

DxG-Modell : Modell eines marginalen Haupteffekts des Genotyps
ExG-Modell : Modell eines marginalen Haupteffekts der Strahlenexposition

GxE-Modell: Modell mit Haupteffekten und Interaktion
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Tabelle 72 Veranderung der Signifikanz gemaB Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray tiber verschiedene Werte

fiir p:

p-Werte eines taxativen Multimarker-Models

marginalen Haupteffekts des Genotyps gemaR DxG-Modell

A

p p D-Mode ode ode

0.5000 5.0E-01 2,718 5,219 180 0.2726
0.6000 4.0E-01 2,171 6,013 163 0.2726
0.7000 3.0E-01 1,667 6,824 142 0.2726
0.8000 2.0E-01 1,104 7,575 110 0.2726
0.9000 1.0E-01 594 8,317 66 0.2726
0.9900 1.0E-02 74 9,007 9 0.2721
0.9990 1.0E-03 24 9,076 2 0.2715
0.9999 1.0E-04 9 9,087 2 0.2716
1.0000 1.0E-05 6 9,087 2 0.2715
1.0000 1.0E-06 5 9,087 2 0.2715
1.0000 1.0E-07 2 9,087 2 0.2715
1.0000 1.0E-08 2 9,088 1 0.2715
1.0000 1.0E-09 1 9,088 1 0.2715
1.0000 1.0E-10 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-11 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-12 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-13 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-14 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-15 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-16 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-17 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-18 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-19 0 9,089 0 0.2715
1.0000 1.0E-20 0 9,089 0 0.2715

Abbildung 42 Veranderung der Signifikanz gemaR Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray liber verschiedene Werte

fir p:

p-Werte eines taxativen Multimarker-Models

marginalen Haupteffekts des Genotyps gemaR DxG-Modell

Korrektur fiir multiples Testen basiert auf # LDBlocks
D-Model: ILCCO/TRICL

Signifikanz gemdR Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray: AlC-optimales Model

a1734

In of p-value (H2-adjusted)

2271

77777777 genome wide sig.

suggestive sig
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Tabelle 73 Veranderung der Signifikanz gemaB Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray tiber verschiedene Werte
fiir p:
p-Werte eines AlC-optimalen Multimarker-Models
marginalen Haupteffekts des Genotyps gemaR DxG-Modell

Anzahl sienifikante Marke

p p D-Mode ode ode D-Blo
0.5000 5.0E-01 5,849 9,838 1,133 0.0265 91734
0.6000 4.0E-01 4,673 11,372 1,066 0.0250 91734
0.7000 3.0E-01 3,555 12,938 948 0.0239 91734
0.8000 2.0E-01 2,423 14,502 738 0.0230 91734
0.9000 1.0E-01 1,311 16,091 426 0.0222 91734
0.9900 1.0E-02 161 17,568 56 0.0215 91734
0.9990 1.0E-03 30 17,718 8 0.0214 91734
0.9999 1.0E-04 10 17,735 2 0.0214 91734
1.0000 1.0E-05 3 17,738 1 0.0214 91734
1.0000 1.0E-06 1 17,738 1 0.0214 91734
1.0000 1.0E-07 0 17,738 1 0.0214 91734
1.0000 1.0E-08 0 17,738 1 0.0214 91734
1.0000 1.0E-09 0 17,738 1 0.0214 91734
1.0000 1.0E-10 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-11 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-12 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-13 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-14 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-15 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-16 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-17 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-18 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-19 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-20 0 17,739 0 0.0214 91734

Abbildung 43 Veranderung der Signifikanz gemaR Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray liber verschiedene Werte
fir p:
p-Werte eines AlC-optimalen Multimarker-Models
marginalen Haupteffekts des Genotyps gemaR DxG-Modell

Signifikanz gemdR Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray: AlC-optimales Model
Korrektur fiir multiples Testen basiert auf # LDBlocks

a4

91734

genome wide sig.

\ 33135
5

j B | ve sig.

In of p-value (H2-adjusted)

05 0.6 07 [R:) 0g 10
rho
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Tabelle 74
fiir p:

p-Werte eines AlC-optimalen Multimarker-Models
marginalen Haupteffekts des Genotyps gemdR TRICL/ILCCO (McKay et al.)

Anzahl signifikante Marker im

Veranderung der Signifikanz gemaB Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray tiber verschiedene Werte

min p-Wert  signifikante
D-Modell E-Modell GxE-Modell (H2) LD-Block
0.5000 5.0E-01 10,167 9,041 1,930 0.0265 91734
0.6000 4.0E-01 8,469 10,543 1,895 0.0250 91734
0.7000 3.0E-01 6,755 12,145 1,741 0.0239 91734
0.8000  2.0E-01 4,981 13,798 1,442 0.0230 91734
0.9000 1.0E-01 3,053 15,493 1,024 0.0222 91734
0.9900 1.0E-02 800 17,264 360 0.0215 91734
0.9990 1.0E-03 378 17,514 212 0.0214 91734
0.9999 1.0E-04 256 17,567 170 0.0214 91734
1.0000  1.0E-05 203 17,598 141 0.0214 91734
1.0000 1.0E-06 176 17,619 120 0.0214 91734
1.0000 1.0E-07 148 17,629 110 0.0214 91734
1.0000 1.0E-08 130 17,644 95 0.0214 91734
1.0000 1.0E-09 112 17,655 84 0.0214 91734
1.0000 1.0E-10 92 17,667 72 0.0214 91734
1.0000 1.0E-11 83 17,672 67 0.0214 91734
1.0000 1.0E-12 71 17,674 65 0.0214 91734
1.0000 1.0E-13 60 17,677 62 0.0214 91734
1.0000 1.0E-14 52 17,686 53 0.0214 91734
1.0000 1.0E-15 43 17,702 37 0.0214 91734
1.0000 1.0E-16 27 17,722 17 0.0214 91734
1.0000 1.0E-17 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-18 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-19 0 17,739 0 0.0214 91734
1.0000 1.0E-20 0 17,739 0 0.0214 91734

Abbildung 44 Veranderung der Signifikanz gemaR Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray liber verschiedene Werte

fir p:

p-Werte eines AlC-optimalen Multimarker-Models
marginalen Haupteffekts des Genotyps gemaR TRICL/ILCCO (McKay et al.)

In of p-vaiue {(H2-adjusted)

Signifikanz gemaR Hyprid-2-step Verfahren nach Murcray: AIC-optimales Model

Korrektur fiir multiples Testen basiert auf # LDBlocks
D-Model: ILCCO/TRICL

a1734
genome wide sig.

33135

tive sig

08
rho
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Tabelle 75 Regionen mit ausgepragtem LD, PC-SNP Korrelation oder bekannter Assoziation zu Lungenkrebs

ausgepragtes LD Assoziation mit

Chromosom  Position von

oder Korrelation Lungenkrebs
78.300 78.700 1p31
8.500.000 9.000.000 PC-SNP Korrelation
42.000.000 52.000.000 ausgepragtes LD
110.000.000 120.000.000 ausgepragtes LD
182.000.000 195.000.000 ausgepragtes LD
200.000.000 240.000.000 PC-SNP Korrelation
8.000.000 8.500.000 PC-SNP Korrelation
69.000.000 69.500.000 PC-SNP Korrelation
86.000.000 100.500.000 ausgepragtes LD
111.500.000 143.000.000 ausgepragtes LD
160.000.000 230.000.000 ausgepragtes LD
4.000.000 4.500.000 PC-SNP Korrelation
21.000.000 25.500.000 ausgepragtes LD
47.500.000 50.000.000 ausgepragtes LD
58.000.000 68.000.000 ausgepragtes LD
75.500.000 76.550.000 ausgepragtes LD
83.500.000 87.000.000 ausgepragtes LD
89.000.000 97.500.000 ausgepragtes LD
108.000.000 140.000.000 PC-SNP Korrelation
189.200.000 189.400.000 3q28
9.600.000 9.800.000 4pl6
20.000.000 26.000.000 PC-SNP Korrelation
75.000.000 123.000.000 PC-SNP Korrelation
1.200.000 6.000.000 S5p15_TERT
1.200.000 6.000.000 5p15
41.000.000 52.500.000 ausgepragtes LD
71.000.000 100.500.000 ausgepragtes LD
129.000.000 132.000.000 ausgepragtes LD
135.500.000 138.500.000 ausgepragtes LD
14.000.000 20.000.000 PC-SNP Korrelation
25.500.000 33.500.000 ausgepragtes LD
31.200.000 31.600.000 6p21
31.600.000 46.000.000 6p21_BAG6
57.000.000 86.000.000 ausgepragtes LD
106.000.000 118.000.000 ausgepragtes LD
138.000.000 139.000.000 ausgepragtes LD
139.000.000 142.500.000 ausgepragtes LD
167.200.000 167.600.000 6q27
50.000.000 72.000.000 ausgepragtes LD
111.000.000 140.000.000 PC-SNP Korrelation
8.000.000 12.000.000 ausgepragtes LD
27.000.000 30.000.000 ausgepragtes LD
27.200.000 27.600.000 8p21
32.200.000 32.600.000 8p12
43.000.000 60.000.000 ausgepragtes LD
112.000.000 115.000.000 ausgepragtes LD
94.000.000 95.000.000 PC-SNP Korrelation
20.000.000 22.200.000 9p21
77.500.000 125.000.000 9qg31

W WV VW W NNOTodgocoooodcg ool LA BRIBDWWWWWWWWWINININNNRRRRPRIRERPEP

10 2.000.000 9.000.000 ausgepragtes LD

10 37.000.000 43.000.000 ausgepragtes LD

10 90.000.000 107.000.000 1024
11 7.000.000 59.000.000 ausgepragtes LD

11 57.200.000 57.400.000 11q12
11 87.500.000 90.500.000 ausgepragtes LD

11 118.000.000 118.200.000 11923
12 800.000 1.200.000 12p13
12 23.000.000 58.000.000 ausgepragtes LD

12 109.500.000 128.000.000 ausgepragtes LD

13 32.800.000 50.000.000 13913
14 28.000.000 70.000.000 PC-SNP Korrelation
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15 47.400.000 47.600.000 15921
15 49.200.000 51.000.000 15q21
15 78.600.000 79.000.000 15925_CHRNA3
16 12.000.000 23.000.000 PC-SNP Korrelation

17 46.000.000 54.000.000 PC-SNP Korrelation

18 4.000.000 5.000.000 PC-SNP Korrelation

19 41.200.000 41.400.000 19913
20 18.000.000 34.500.000 ausgepragtes LD

20 59.000.000 62.400.000 20q13
21 19.000.000 27.000.000 PC-SNP Korrelation

22 29.000.000 29.200.000 22912

Region mit bekannter Assoziation zu Lungenkrebs oder ausgepridgtem LD wurde definiert gemaR: 7-14
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Tabelle 76 Fiir die GSEA ausgewadhlte Gen-Sets und erzielte p-Werte

e o Jusge 0SSe O elle Be eibung " e
G0:0000012 single strand break repair 0,9204
G0:0000083 regulation of transcription involved in G1/S transition of mitotic cell cycle 0,9811
G0:0000165 MAPK cascade 1,0000
G0:0000209 protein polyubiquitination 0,5889
G0:0000725 n<5 Gene recombinational repair

G0:0000726 non-recombinational repair 0,6126
G0:0000731 DNA synthesis involved in DNA repair 0,4323
G0:0000790 nuclear chromatin 1,0000
G0:0001894 tissue homeostasis 0,2649
G0:0003677 DNA binding 0,7061
G0:0003700 transcription factor activity, sequence-spec 0,5544
G0:0003720 telomerase activity (50 gene) 0,9741
G0:0003996 acyl-CoA ligase activity 1,0000
G0:0004321 fatty-acyl-CoA synthase activity 1,0000
G0:0004672 protein kinase activity 1,0000
G0:0004674 protein serine/threonine 0,6434
G0:0004872 receptor activity 0,6898
G0:0005044 scavenger receptor activi 0,1295
G0:0005215 transporter activity 0,9522
G0:0005509 calcium ion binding 0,9831
G0:0005524 ATP binding 0,2849
G0:0005576 extracellular region 0,5145
G0:0005737 cytoplasm 0,4482
G0:0005759 mitochondrial matrix 0,6120
G0:0005765 lysosomal membrane 0,9082
G0:0005783 endoplasmic reticulum 0,5100
G0:0005794 Golgi apparatus 0,6474
G0:0005905 clathrin-coated pit 0,0777
G0:0006281 DNA repair 1,0000
G0:0006282 regulation of DNA repair 1,0000
G0:0006284 base-excision repair 0,9087
G0:0006289 nucleotide-excision repair 0,7461
G0:0006290 n<5 Gene pyrimidine dimer repair

G0:0006298 mismatch repair 0,9314
G0:0006301 postreplication repair 0,6675
G0:0006302 double-strand break repair 0,8340
G0:0006303 double-strand break repair via nonhomologous end joining 0,7170
G0:0006307 DNA dealkylation involved in DNA repair 0,0139
G0:0006355 regulation of transcription, DNA-templated 0,9044
GO:0006366 transcription from RNA polymerase Il promote 0,5979
G0:0006464 cellular protein modifica 0,7365
G0:0006633 fatty acid biosynthetic process 0,8846
G0:0006637 acyl-CoA metabolic process 0,0538
GO0:0006897 endocytosis 0,6534
G0:0006898 receptor-mediated endocyt 1,0000
G0:0006915 apoptotic process 0,9821
G0:0007165 signal transduction 0,4701
G0:0007169 transmembrane receptor protein tyrosine kinase signalling pathway 0,8028
G0:0007173 epidermal growth factor receptor signalling pathway 0,2550
G0:0007223 Whnt signalling pathway, calcium modulating pathway 0,8738
G0:0008203 cholesterol metabolic pro 0,6295
G0:0008360 regulation of cell shape 0,5113
G0:0009235 cobalamin metabolic proce 0,6574
G0:0009380 excinuclease repair complex 0,3406
G0:0010008 endosome membrane 0,7332
GO0:0010213 =G0: 0009380 non-photoreactive DNA repair

GO0:0015031 protein transport 0,6618
G0:0015645 fatty acid ligase activity 1,0000
G0:0015889 cobalamin transport 0,8486
G0:0016020 membrane 0,0558
G0:0016055 Whnt signalling pathway 1,0000
G0:0016324 apical plasma membrane 1,0000
G0:0016574 histone ubiquitination 0,1434
G0:0018105 peptidyl-serine phosphory 0,8765
G0:0030139 endocytic vesicle 0,7497
G0:0031232 extrinsic component of ex 0,0817
G0:0031419 cobalamin binding 0,6474
G0:0031526 brush border membrane 0,5951
G0:0031625 ubiquitin protein ligase binding 0,9470
G0:0032332 positive regulation of chondrocyte different 0,5697
G0:0033503 n<5 Gene HULC complex

G0:0036297 interstrand cross-link repair 0,8568
G0:0036299 =GO: 0009380 non-recombinational interstrand cross-link repair

G0:0036337 n<5 Gene Fas signalling pathway (3 Gene)

G0:0036473 ns5 Gene cell death in response to oxidative stress
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Kennung ausgeschlossen Offizielle Beschreibung p-Wert
G0:0038127 n<5 Gene ERBB signalling pathway

G0:0038128 ERBB2 signalling pathway 0,9582
G0:0038129 ERBB3 signalling pathway 0,4044
G0:0038130 =GO: 0009380 ERBB4 signalling pathway

G0:0038201 TOR complex 0,9064
G0:0042157 lipoprotein metabolic pro 0,6733
G0:0042359 vitamin D metabolic proce 0,7351
G0:0042803 protein homodimerization 0,8167
G0:0042953 lipoprotein transport 0,8267
G0:0043161 proteasome-mediated ubiquitin-dependent prot 0,8163
G0:0043202 lysosomal lumen 0,9265
G0:0043504 n<5 Gene mitochondrial DNA repair

G0:0045002 double-strand break repair via single-strand annealing 0,1574
G0:0045004 n<5 Gene DNA replication proofreading

G0:0045738 n<5 Gene negative regulation of DNA repair

G0:0045739 positive regulation of DNA repair 0,9980
G0:0046787 =G0: 0009380 viral DNA repair

G0:0046872 metal ion binding 0,9658
G0:0047760 butyrate-CoA ligase activity 1,0000
G0:0051103 DNA ligation involved in DNA repair 0,9975
G0:0055059 n<5 Gene asymmetric neuroblast division

G0:0060070 canonical Wnt signalling pathway 0,9689
G0:0060071 Wnt signalling pathway, planar cell polarity pathway 0,9841
G0:0061036 positive regulation of cartilage development 0,5718
G0:0061630 ubiquitin protein ligase activity 0,8098
G0:0070062 extracellular exosome 0,7867
G0:0070265 necrotic cell death 0,5159
G0:0070914 UV-damage excision repair 0,9709
G0:0071560 cellular response to transforming growth fac 0,7550
G0:0072331 n<5 Gene signal transduction by p53 class mediator

G0:0097190 apoptotic signalling pathway (1012 gene) 0,6651
G0:0097196 n<5 Gene Shu complex

G0:0097300 n<5 Gene programmed necrotic cell death.

G0:0097345 mitochondrial outer membrane permeabilization (66 gene) 0,5416
G0:0097468 programmed cell death in response to reactive oxygen species 0,4124
G0:0098504 n<5 Gene DNA 3' dephosphorylation involved in DNA repair

G0:0100026 =G0: 0009380 positive regulation of DNA repair by transcription from RNA polymerase Il promoter
G0:1901184 n<5 Gene regulation of ERBB signalling pathway

G0:1901185 negative regulation of ERBB signalling pathway 0,5527
G0:1901186 n<5 Gene positive regulation of ERBB signalling pathway

G0:1902113 =G0: 0009380 nucleotide phosphorylation involved in DNA repair

G0:1904886 beta-catenin destruction complex disassembly 0,9398
G0:1990391 n<5 Gene DNA repair complex

G0:2000741 n<5 Gene positive regulation of mesenchymal stem cell

HGNC:102 Ubiquitin conjugating enzymes E2 0,6487
HGNC:1022 ATG gene-family 0,2550
HGNC:1253 Scavenger receptors 0,3745
HGNC:1256 n<5 Gene FOS gene-family

HGNC:1257 n<5 Gene JUN gene-family

HGNC:1264 IL6 gene-family 1,0000
HGNC:40 Acyl-CoA synthetase famil 0,6581
HGNC:476 microRNAs 0,0159
HGNC:476b keine annotierte LD-Blocke miRNA gene-family (beschrénken auf LET7-Gene) 1,0000
HGNC:496 CDK gene-family 0,7716
HGNC:508 FOXO gene-family 0,1633
HGNC:518 ANTP/HOXL subclass homeoboxes gene-family 0,3765
HGNC:519 ANTP/NKL subclass homeoboxes and pseudogenes gene-family 0,7112
HGNC:521 PRD//PAX+PAXL subclass homeoboxes gene-family 0,7450
HGNC:522 LIM subclass homeoboxes gene-family 0,1992
HGNC:523 POU subclass homeoboxes gene-family 0,7676
HGNC:524 n<5 Gene HNF subclass homeoboxes gene-family

HGNC:525 SINE subclass homeoboxes gene-family 1,0000
HGNC:526 TALE subclass homeoboxes gene-family 0,6920
HGNC:527 CUT subclass homeoboxes gene-family 0,6495
HGNC:528 n<5 Gene PROS/PROX subclass homeoboxes gene-family

HGNC:529 ZF subclass homeoboxes gene-family 0,9566
HGNC:530 CERS subclass homeoboxes gene-family 0,9885
HGNC:567 Glutathione S-transferases 0,7652
HGNC:598 Interferons IFN gene-family ,
HGNC:750 SMAD gene-family 0,7218
HGNC:757 SRY-boxes 0,9263
HGNC:938 SIRT gene-family 0,8095
publikationsbasierte Homeoboxes-Gene in regulatorischen Netzwerken Lungenkrebs 0,4402

gesamt: 148 Gen-Sets: davon 119 GO-Begriffe, 28 HGNC: Genfamilien und 1 neu zusammengestellt
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