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Abkurzungsverzeichnis

AU arbitrary units (arbitrare Einheiten)

AUC area under the curve (Flache unter der Kurve, Integral)
BMI body mass index

DI Dispositionsindex (Index der

Insulinsekretion/Betazellfunktion)

GLM generalisiertes lineares Modell
GRF genetic random field

GWAS genomweite Assoziationsstudie
IGl Insulinogener Index (Index der

Insulinsekretion/Betazellfunktion)

ISI Insulinsensitivitatsindex

LD linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)

MAF Minorallelfrequenz (Frequenz des seltenen Allels)

NEFA non-esterified fatty acids (nichtesterifizierte Fettsauren, freie
Fettsauren)

OGTT oraler Glukostoleranztest

OR odds ratio

SKAT sequence-kernel Assoziationstest

SNP single nucleotide polymorphism

(Einzelnukleotidpolymorphismus)

TUF TlUbinger Familienstudie



1. Einleitung

Durch die schnelle und preisgunstige Genotypisierung von mehreren
Hunderttausenden sog. Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide
polymorphisms, SNPs) im menschlichen Genom wurde eine neue Ara in der
Erforschung von haufigen Krankheiten, so auch des Typ 2 Diabetes mellitus,
eroffnet. Durch die Anwendung dieser Methoden, im Rahmen sog. genomweiter
Assoziationsstudien (genome wide association studies, GWAS) konnte das
Genom ohne vorherige Hypothesen so durchgesucht werden, dass die
Vergesellschaftung haufiger Polymorphismen (frequent SNPs) mit dem
Vorhandensein der Erkrankung bzw. mit sekundaren Merkmalen der Krankheit
(z.B. Blutzuckerspiegel) statistisch geprift wurde. Per definitionem werden
SNPs als haufig bewertet, wenn mindestens 5% der Population davon betroffen
sind. Mit GWAS konnten bisher insgesamt mehr als 100 Gene entdeckt werden,
bei denen eine genetische Variante mit Diabetes oder einer
diabetesassoziierten Variablen, wie z.B. Nuchternglukose oder Glukose nach 2
Stunden im oralen Glukosetoleranztest, zusammenhangt (1,2). Statistisch
gesehen sind allerdings die Effekte dieser neu entdeckten Gene auf das
Diabetesrisiko sehr schwach (z.B. der Starkste aller bisher entdeckten SNPs
erhoht das Risiko lediglich um 30% pro Allel (TCF7L2 Gen mit einem OR 1.3)).
Insgesamt ist anhand der genetischen Information aus den ca 100
Polymorphismen lediglich ein kleiner Teil der genetischen Variation des
Diabetes erklarbar (3). Des Weiteren wissen wir Uber die Funktion der neu
entdeckten Gene kaum etwas, dementsprechend fehlt auch eine Erklarung fir
den diabetogenen Effekt vollkommen (4). Das Problem wird dadurch noch
komplexer, dass die meisten der so entdeckten SNPs in Introns, also solchen
genetischen Arealen, die wahrend der mRNA-Reifung entfernt werden, oder in
einer sog. intergenen Region, einem genomischen Brachland, liegen, und mit
grofer Wahrscheinlichkeit eine regulatorische Funktion bezlglich der

Transkription benachbarter, aber méglicherweise auch weit entfernt liegender
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Gene ausulben (4). Das Verstandnis der Pathologie der diabetesassoziierten
Gene ware aber deshalb wichtig, weil von diesen potenziell therapeutisch
ansprechbare und beinflussbare Mechanismen (Therapieziele) hervorgehen
konnten. In der Entdeckung dieser, bisher unverstandenen, von den in GWAS
entdeckten Genen geregelten Prozessen ist die Untersuchung der Assoziation
mit weiteren, im Vergleich zu einfachen glykamischen Merkmalen wie z.B.

Blutzucker, komplexeren und tieferen Phanotypen unerlasslich.

In dieser Arbeit wird ein, die VPS13C-, C2CD4A- und C2CD4B-Gene
umfassendes, ca. 300.000 Basenpaar grofdes genomisches Gebiet untersucht.
In den 3 benachbarten Genen tauchten im Rahmen von verschiedenen GWAS
Studien 4 voneinander unabhangige Assoziationssignale mit Diabetes oder
diabetogenen Merkmalen auf. Der erste von diesen SNPs war in Japanischen
und Europaischen Kohorten mit Diabetes assoziiert (5). Die anderen 3 Signale
wurden als Signale fur Nuchternglukose, Glukose im OGTT nach 120 Minuten,
sowie Proinsulin-Konversion und Insulinsekretion entdeckt. Die Tabelle 1 stellt
die Erkenntnisse aus friheren GWAS und anderen Studien zu dieser

genetischen Region dar.



Tabelle 1

Friihere Daten zum C2CD4A/C2CD4B/VPS13C Bereich

SNP

Allele
(haufig/selten)

Daten aus anderen Studien

rs17271305

AIG

Hoéhere Glukose nach 2 Stunden im OGTT und
niedrigeres Insulin nach 2 Stunden im OGTT (G-Allel),
nominell hdherer insulinogener Index (G-Allel),
niedrigere OR fir Diabetes (G Allel) (2,6), hdhere
Nuchterglukose (A-Allel) (2), schwache Assoziation mit
Proinsulinkonversion (7)

rs11071657

AIG

Hohere Nuchternglukose (A-Allel) (7), niedrigere
glukosestimulierte Insulinsekretion (A-Allel) (8)

rs7172432

AIG

Diabetes (A-Allel, in Europaischen Populationen, OR
1.10 (CI:1.05-1.15) (5)), erhohte Nuchternglukose und
Glukose nach 30 Minuten im OGTT, niedrigere
glukosestimulierte Insulinsekretion und erhéhter
Taillenumfang (9)

rs4502156

T/IC

Hoéherer Proinsulinspiegel (10) und niedrigere
Insulinsekretion (11) fir das A-Allel

Diese Daten sind aus mehreren Griinden besonders interessant.

Erstens, die identifizierten SNPs assoziieren mit unterschiedlichen diabetischen

Merkmalen, obwohl sie voneinander nicht unabhangig (teilweise miteinander

genetisch verbunden, in sog. linkage disequilibrium (LD),

Kopplungsungleichgewicht sind, s. weiter unten).

Zweitens, die Kopplung der SNPs (bzw. der seltenen Allele) in Betracht

ziehend, zeigen sich teilweise widersprichliche Effektrichtungen bei den SNPs.
Zum Beispiel schiutzt das seltenere Allel G von rs17271305 (s. Tabelle 1) gegen

Diabetes, ist aber mit einer hoheren Glukose nach 120 Minuten im OGTT

assoziiert. Diabetes ist auch mit dem haufigeren Allel der SNPs rs11071657

und rs7172432, und nicht mit dem selteneren Allel, assoziiert.




Drittens, trotz des Fokus der diabetischen “Hits” in dieser genetischen Region
gibt es keine Hinweise auf die physiologische Funktion der Gene C2CD4A,
C2CD4B und VPS13C.

Neben des teilweise eher maRigen LD unter den SNPs rs17271305,
rs11071657 und rs7172432 kdnnten synergistische oder antagonistische
Interaktionen die in GWAS detektierten Signale beeinflussen. Beispielsweise
kénnten Varianten innerhalb eines Promotors (die die Transkription direkt
regulieren) oder einer sog. Enhancer-Region (die die Funktion des auch weiter
entfernt liegenden Promotors beeinflussen) miteinander interagieren und eine
einander verstarkende oder abschwachende Funktion ausuben. Diese
biologischen Funktionen begriinden die Analyse der sogenannten Epistase, d.h.
die Konstellation von genetischen Varianten. Bereits in einer friheren Arbeit
von Grarup et al (9) konnte im Fall des VPS13C/C2CD4A/C2CD4B-Lokus ein
solcher Kollateraleffekt von rs7172432 auf 17271305 gezeigt werden. Die
Autoren zeigten, dass der Insulinsekretions-reduzierende Effekt des haufigeren
(mit niedrigerer Glukose nach 120 Minuten, aber héherer Nuchternglukose und
auch erhohter Diabetesinzidenz zusammenhangenden) Allels in rs17271305
nach Adjustierung auf rs7172432 verschwand. Damit wurde gezeigt, dass der
Effekt des SNPs rs17271305 auf die Insulinsekretion nicht unabhangig von
SNP rs7172432 ist.

In einer GWAS wurde eine ahnliche Strategie, die Adjustierung von neuen
Kandidaten-SNPs auf vorher nachgewiesene, in raumlicher Nahe befindliche
Diabetes-SNPs , verwendet (konditionale Analyse), um potenzielle
Assoziationen zu entdecken, die vom eventuell starkeren Effekt des

benachbarten SNPs maskiert hatten sein kénnen (12).

In der Zwischenzeit wurden neue Methoden fir die statistische Analyse von
Genotyp-Phanotypassoziationen entwickelt. Solche Methoden sind der sog.
sequence kernel association test (SKAT) (13) und die sog. genetic random field
(GRF) Methode (14), die in der Lage sind, eine zusammengehoérende Gruppe
von SNPs (z.B. SNPs in einem Gen) als Gesamtheit zu untersuchen. Diese

Methoden finden in Genotyp-Phanotyp-Assoziationsstudien zunehmend
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Anwendung (15). Kurz zusammengefasst beruhen die Methoden darauf, die
Entfernung von verschiedenen SNP-Konstellationen im mehrdimensionellen
genetischen Raum (in dem jeder SNP eine Dimension bedeutet) zu berechnen,
und diese dann mit der Entfernung der dazugehdrenden untersuchten
Phanotypen zu korrelieren Als Ergebnis wird die Wahrscheinlichkeit der
Korrelation zwischen ,nahen® Genotypen und ,nahen® Phanotypen berechnet
und als p-Wert angegeben. Diese Methoden haben den Vorteil, dass man
hierdurch ganze Gene Uber die Einzelnukleotidvariationen en bloc untersuchen
kann, ohne dass eventuelle gegensinnige Wirkungen von benachbarten SNPs
und SNP-SNP Interaktionen einen statistischen Gen-Phanotyp-Zusammenhang

verschleiern.

Diese Eigenschaft macht SKAT und GRF besonders attraktiv, den ,genetischen
Hotspot“ des VPS13C/C2CD4A/C2CD4B-Lokus zu untersuchen.

Das Ziel der aktuellen Studie ist, die neuen Methoden im Vergleich zu
konventionellen linearen Regressionsanalysen und Interaktionsanalysen in der
Analyse des VPS13C/C2CD4A/C2CD4B-Lokus an Daten der aufwendig
phéanotypisierten TUF-Kohorte (Tiibinger Familienstudie fir Typ 2 Diabetes)
anzuwenden, um aus den Ergebnissen neue Hinweise zur Funktionsweise der

Gene zu gewinnen.

Wir haben den Versuch unternommen zu prufen, ob der gesamte Lokus mit
Insulinsekretion, Insulinsensitivitat, Proinsulin-Konversion, Insulinelimination
assoziiert. Weitere Endpunkte waren, angesichts des Signals auf Taillenumfang
in der danischen Inter-99-Kohorte (9), Variablen der Korperfettverteilung, BMI
und Fettkompartimente. Da das Signal auf Taillenumfang, im Zusammenhang
mit diabetogenen Endpunkten mdgliche Effekte auf die Lipolyse bedeuten
koénnte, haben wir auch Fettsaurespiegel (NEFA) und Glyzerin als Variablen der

Lipolyse untersucht.
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2. Material und Methoden

Teilnehmer

Die Analysen wurden mit Daten durchgefhrt, die an Teilnehmern der TUF
Studie erhoben wurden. TUF ist eine aktuell laufende Studie mit dem Ziel,
Personen mit erhdhtem Risiko fir Typ 2 Diabetes zu charakterisieren. Es
wurden miteinander nicht verwandte Personen aus der Umgebung von
Tubingen rekrutiert, die Diabetes in der Familienanamnese haben, erhdhten
Koérpermassenindex (body mass index, BMI) > 27 kg/m? haben oder friher
einen Pradiabetes, eingeschrankte Glukosetoleranz oder erhdhte
Nuchterglykamie diagnostiziert bekamen. Patienten mit schweren organischen
oder psychiatrischen Krankheiten (die Beurteilung unterlag dem jeweiligen
Studienarzt) wurden nicht in die Studie aufgenommen. Die Studie wurde von

der Ethikkommission der Universitat Tubingen positiv beurteilt.

In die aktuelle Analyse wurden Studienteilnehmer mit einem kompletten
Datensatz an Glukose- und Insulin-Messungen zu allen 5 Zeitpunkten des
OGTT (0, 30, 60, 90, 120 Minuten) einbezogen (N=2273).

OGTT

Die Studienteilnehmer kamen ins Stoffwechsellabor der Abteilung Innere
Medizin IV der Medizinischen Klinik nach 12-stiindigem Fasten. Es erfolgte die
Anlage einer Venenverweilkanile und eine Blutentnahme um 8:00 Uhr. Danach
wurde ein oraler Glukosetoleranztest mit der Einnahme von 75 g Glukose in der
Form einer Trinklésung durchgeflihrt. Weitere Blutentnahmen wurden nach 30,
60, 90 und 120 Minuten durchgefihrt. Von den Blutenthnahmen wurden neben
Glukose Insulin, C-Peptid, Proinsulin, freie Fettsduren (non-esterified fatty

acids, NEFA) und Glyzerin bestimmt.

Plasmaglukose wurde mit einem point-of-care Messgerat gemessen (Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs, OH, USA). Das Gerat verwendet die
Glukose-Oxidase Methode zur Bestimmung des Glukosespiegels. Insulin, C-

Peptid, Proinsulin, NEFA und Glyzerinspiegel wurden im Zentrallabor der
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Medizinischen Klinik mit Chemilumineszenzassays fur den ADVIA Centaur

Analyzer (Siemens Medical Solutions, Fernwald, Germany) gemessen.

Messung der Fettkompartimente
Fettkompartimente beschreiben die unterschiedlichen Lokalisationen von Fett
im menschlichen Kérper. Beim Leberfett handelt es sich nicht um

physiologisches Fettgewebe, sondern um ein ektopes Fettdepot. (16)

Die einfachste Messung des Gesamt-Korperfettgehalts erfolgt mit der

Bioimpedanzmethode und wird als Prozent des Kdrpergewichts angegeben.

Das Volumen eines Fettdepots Iasst sich mit modernsten Methoden akkurat
quantifizieren. Die Messung der einzelnen Fettkompartimente erfolgte in einer
Subgruppe mit axialer T1-gewichteter Kernspintomographie an einem 1,5 Tesla
Ganzkoérper-Scanner (Magnetom Sonata, Siemens Medical Solutions,
Fernwald, Germany) mit der sog. fast spin echo technique nach Methoden, die

von Machann und Schick etabiliert wurden (17).

Leberfett wurde mit lokalisierter 'H-Proton Magnetresonanzspektroskopie
gemessen. Die genauen Details der Untersuchung wurden friiher beschrieben
(18).

Genotypisierung

Die genetische Region, die die oben beschriebenen Gene VPS13C, C2CD4A
und C2CD4B birgt, wurde zur Untersuchung ausgewahlt. Die untersuchte
Region liegt auf Chromosom 15 und umfasst den Bereich zwischen den
genetischen Koordinaten (Basen) 62'144'588 und 62'457'482 (bestimmt im
Koordinatensystem GRCh37 [Genome Reference Consortium human 37]). Die
somit 312°000 Basen lange genomische Sequenz wurde ins Haploview-
Programm (19) geladen, um sogenannte Tag-SNPs zu finden. Tag-SNPs sind
SNPs, die aufgrund des hohen LD mit anderen SNPs die Variation in einem
genomischen Abschnitt alleine reprasentativ vertreten konnen. Ziel war, SNPs
mit einer Haufigkeit des selteneren Allels (minor allele frequency, MAF) von
225% zu finden. Weitere Kriterien waren die Erfullung des Hardy-Weinberg

Gleichgewichtes mit einem minimalen p-Wert von 0.05 und eine
13



Genotypisierungserfolgsrate von 0.75 (als Grundlage flr diese Kriterien dienten
Daten aus den 1000Genomes Konsortium flr die Europaische Population
(CEU)). Insgesamt wurden 336 SNPs, die diese Bedingungen erfullen,
gefunden. In der Tagging-Prozedur konnten diese SNPs durch 39 Tag-SNPs
vertreten werden, unter der Pramisse, dass beim Auffinden der sog. Proxies
(Vertreter-SNPs) ein LD von mindestens 0,8 (r?) erfullt wird.

DNA wurde vom peripheren Blut nach Lyse, Deproteinisierung und Waschen
extrahiert. Von den 39 SNPs konnten mittels massenspektrometrie-basierter
Multiplex-Genotypisierung (MassARRAY von der Firma Sequenom, San Diego,
CA, USA) 21 SNPs erfolgreich genotypisiert werden. Fur die restlichen SNPs
konnten entweder keine Multiplex-kompatiblen Primer gefunden werden oder
die Genotypisierung verlief aus technischen Grinden (z.B. Primer-Dimer-
Bildung, ,Schlittern“ der Primer an Sequenzen mit Basenwiederholungen) nicht
erfolgreich.

Da bei den genotypisierten SNPs die sog. Phase der SNP-Konstellationen nicht
bestimmt werden kann (bei 2 SNPs die Allele AB/ab kénnen nicht von den
Allelen Ab/aB unterschieden werden), wird dies (der pag) mit Maximum-
Likelihood-Schatzung errechnet (s. genetics package in R). Diese
Phaseninformationen werden bei der Errechnung der LD und der
Haploptypanalyse bendtigt. Im Rahmen der Haplotypanalyse wurden die
unklaren Haplotypen mit dem haplo.stats package berechnet, das zur
Schatzung der Phase einen sog. expectation maximization Algorithmus benutzt
(20).

Berechnungen
Die sog. AUCs (areas under the curves, Flachen unter den Kurven) wurden mit

der Trapezoidmethode berechnet.

Der Insulinsensitivitatsindex (ISI, insulin sensitivity index) wurde nach der

Methode von Matsuda und DeFronzo berechnet (21).
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In der Gleichung werden die Glukose und Insulinwerte zu den Zeitpunkten z mit

g-und i, bezeichnet.

Die Insulinsekretion wurde mit verschiedenen Variablen dargestellt. Die in der
Literatur vielleicht am haufigsten verwendete Variable ist der sog. Insulinogene

Index (insulinogenic index, IGl) (22).

1G] = zo— o

930 — Yo
Eine weitere Variable fir Insulinsekretion ist das Verhaltnis zwischen den
kumulierten C-Peptidspiegeln und Glukosspiegeln (den AUCs) in den ersten 30

Minuten des OGTT's.

AUC C Peptidg 39
AUC Glukose, ;g

Da die Insulinsekretion abhangig von der Insulinsensitivitat ist, missen diese
Insulinsekretionsparameter in den Modellen auf Insulinsensitivitat adjustiert
werden. Alternativ kann auch eine Variable fur die Insulinsekretion angewandt
werden, die die Insulinsensitivitat bereits mit einrechnet, und somit die

Betazellfunktion zeigt. Dies ist der Dispositionsindex (disposition index, DI).

Insulinsekretion

Insulinresistenz

Da Insulinresistenz der reziproke Wert der Insulinsensitivitat ist, kann diese

Formel auch als
DI = Insulinsekretion - Insulinsensitivitat
angegeben werden. In unserer Arbeit wird dies als

DI = 1GI - ISI
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berechnet. Von der Analyse der Insulinsensitivitat und Betazellfunktion
(Insulinsekretion) wurden 143 Personen mit inzidental festgestelltem Typ 2

Diabetes ausgeschlossen, da diese Parameter bei Diabetes nicht validiert sind.

Eine weitere Variable, die den Glukosestoffwechsel charakterisiert ist die sog.
Insulinelimination (insulin clearance) (23). Die Insulinelimination driickt die Rate
der hepatischen Insulinaufnahme aus, und kann vom Verhaltnis des C-Peptids
und Insulins sowohl fur den Nichternzustand als auch dynamisch, wahrend des
OGTTs (durch Einsetzten von AUCs) berechnet werden (24).

Statistische Analysen

Zur Analyse von mehreren SNPs in Gruppen (der gesamte untersuchte
Genbereich) wurde SKAT (13,25) mit dem interaction kernel (,2waylX*) und
GRF (14) mit dem identity-by-state (IBS) kernel angewandt. Adjustierungen
wurden in allen Analysen auf Geschlecht und Alter, bei Insulinsekretion
zusatzlich auf Insulinsensitivitat, durchgefthrt. Schiefe (nicht normale)
Verteilungen wurden mit loge-Transformationen korrigiert. In den Einzel-SNP-
Analysen wurde lineare Regression mit der kleinsten
Fehlerquadratsummenmethode angewandt. In den genetischen Analysen
wurde das additive Vererbungsmodell getestet. Dies bedeutet eine lineare
Allele-Dosis-Interpretation des genetischen Effektes, d.h. der Effekt wird mit der
Dosis des seltenen Allels als 0, 1 oder 2 abgebildet. In den gemeinsamen
Genanalysen (SKAT und GRF) kam eine Alpha-Schwelle (Typ 1
Fehlerschwelle) von 0.05 zum Einsatz. In den Einzel-SNP-Analysen wurde eine
Bonferroni-Korrektur fir die 21 parallel getesteten SNPs durchgefuhrt, somit
ergab sich eine Alpha-Schwelle von 0.05/21=0.0024. Die
Regressionskoeffizienten () der linearen Regressionsanalysen werden
standardisiert angegeben (abhangige und unabhangige Variablen standardisiert

auf einen Mittelwert von 0 und eine Varianz von 1).

Die statistischen Analysen wurden mit den Programmen JMP11 (SAS, Cary,
NC, USA) und R3.1.1 (The R Foundation for Statistical Computing, Wien)
durchgefuhrt. Der LD-Plot wurde mit der R Library HeatmapLD angefertigt.
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3. Ergebnisse

Grunddaten der Kohorte

Daten von 2273 Studienteilnehmern wurden analysiert. Die grundlegenden

anthropometrischen Daten der untersuchten Kohorte werden in Tabelle 2

gezeigt.

Tabelle 2.

Anthropometrische und glykdmische Daten der Kohorte

Parameter Median
(Quartilabstand)
1476 weiblich
Geschlecht
797 mannlich
1496 NGT
268 IFG
OGTT Ergebnisse 206 IGT
160 IFG+IGT
143 Diabetes
Alter (Jahre) 39 (29-51)
BMI (kg/m?) 28,7 (24,2-35,9)

Taillenumfang (cm)

96,0 (84,0-110,0)

Korperfett (%) 32,0 (24,0-43,2)
Glukose 0 (mmol/l) 5,1 (4,8-5,6)
Glukose 120 (mmol/l) 6,3 (5,3-7,6)

Insulin 0 (pmol/l)

63,0 (39,0-107,0)

Insulin 120 (pmol/l)

378 (214-721)

Insulin sensitivity index (AU)

10,3 (5,9-17,1)
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Insulinogenic index (AU) 135 (82-221)
Disposition index (AU) 1354 (779-2182)
NEFA, ntchtern (umol/l) 577 (436-726)
Glyzerin, nuchtern (umol/l) 94,0 (68,5-126,5)
Gesamtfettvolumen (MRT-quantifizert, I) 31,2 (24,2-42,1)
Viszeralfettvolumen (MRT-quantifizert, 1) 3,1 (1,7-4,6)
Subkutanes abdominelles Fettvolumen (MRT, ) 8,7 (6,2-12,5)
Leberfettgehalt (%) 3,6 (1,6-8,3)

AU: arbitrary units (arbitrare Einheiten); NEFA: freie Fettsauren; NGT: normale
Glukosetoleranz; IFG: impaired fasting glycemia (erhéhte Nichterglukose); IGT:

impaired glucose tolerance (eingeschrankte Glukosetoleranz)

Die Zusammenfassung der Genotypiserungsdaten mit LD-Daten fur die 4
GWAS-SNPs sind in der Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3a

Ergebnisse der Genotypisierung und LD ftir die 4 GWAS-SNPs.

SNP Allele MAF LD mit LD mit LD mit
(haufiges/ rs11071657 rs7172432 rs4502156
seltenes)

rs17271305 AIG 0,35 0,25 0,29 0,30
rs11071657 AIG 0,35 1 0,25 0,23
rs7172432 AIG 0,39 0,25 1 0,93
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rs4502156 T/IC 0,40 0,23 0,93 1

LD ist als r? angegeben; MAF: minor allele frequency

Tabelle 3b

Ergebnisse der Genotypisierung fiir die restlichen 17 SNPs

SNP Allele MAF
(haufiges/seltenes)

rs2241492 (T/A) 0.36
rs12917238 (A/G) 0.24
rs1981916 (T/C) 0.38
rs1425270 (C/T) 0.40
rs2414756 (A/G) 0.48
rs17271305 (A/G) 0.35
rs10468027 (A/G) 0.50
rs11629596 (G/A) 0.39
rs4502156 (T/C) 0.40
rs7172432 (A/G) 0.39
rs1436955 (C/T) 0.25
rs11637496 (G/A) 0.29
rs72752005 (A/G) 0.35
rs11071656 (G/C) 0.25
rs11071657 (A/G) 0.35
rs1881414 (C/T) 0.46
rs12902473 (T/A) 0.33
rs4775474 (c/T) 0.32
rs8036079 (C/T) 0.49
rs12439735 (A/G) 0.30
rs920180 (T/C) 0.35

Gemeinsame Assoziationstests

Wir verwendeten gemeinsame Assoziationstests (joint association tests, oder
sog. regionbasierte Analysen), um die Funktion des gesamten untersuchten
Genbereichs zu testen. Dazu wurden Genotyp — Phanotyp-Assoziationen
zwischen dem VPS13C/CD2CD4A/CD2CD4B-Lokus und Variablen der
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Insulinsensitivitat, der Betazellfunktion und der Insulinelimination gepruft. Die

Ergebnisse dieser, mit den SKAT- und GRF-Algorithmen durchgeflhrten
Untersuchungen werden in der Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4

Gemeinsame Genotyp — Phdnotyp-Assoziationen mit metabolischen
Merkmalen in der VPS13C/C2CD4A/C2CD4B-Region

Variable Pskat  PGRF
Adipositas und Korperfettverteilung

BMI 0,39 0,59
Taillenumfang 0,58 0,79
Gesamtfettvolumen 0,23 0,0002
Subkutanes Fett abdominell 0,09 0,00002
Subkutanes Fett Uber obere Extremitaten 0,17 0,00006
Subkutenes Fett Uber untere Extremitaten 0,45 0,003
Viszeralfettvolumen 0,18 0,01
Leberfettgehalt 0,29 0,17
Glykamie

Glukose, nlichtern 0,33 0,65
Glukose nach 120 Minuten im OGTT 0,02 0,003
HbA1c 0,54 0,85
Inzidentaler Diabetes oder Pradiabetes 0,01 0,006
Insulinsensitivitat

Insulinsensitivitatsindex (ISI) 0,01 0,05
Insulinsekretion

Insulinogener Index* 0,07 0,17
AUC C-peptide ¢.30/AUC Glucose (.30 * 0,01 0,02
Dispositionsindex 0,006 0,04
Proinsulin-Konversion

Proinsulin, ntichtern** 0,52 0,85
AUC Proinsulin g.120/AUC Insulin g.129 0,35 0,65

20



Insulinelimination

Insulinelminationsindex, niichtern 0,004 0,03
Insulineliminationsindex, im OGTT 0,0005 0,008
Lipolyse

NEFA, nlichtern 0,01 0,03
AUC NEFA(.120 0,007 0,1
Fasting glycerol 0,0007 0,03
AUC Gilycerol o-120 0,004 0,24

* adjustiert auf ISI; **adjustiert auf NUchterninsulin

Die bekannten Assoziationen mit Diabetes und Dysglykamie konnten repliziert
werden. Auch die Assoziationen der SNPs rs17271305 und rs11071657, mit
der Insulinsekretion konnten in unserer Kohorte nachgewiesen werden. In
unserer Kohorte assoziierten die Insulinsekretionsvariablen Dispositionsindex
und AUC C-peptide ¢.30/AUC Glucose (.30 mit dem Lokus, eine Assoziation mit
dem Insulinogenen Index konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Auch
konnte die in GWAS gefundene Assoziation mit Proinsulin adjustiert auf Insulin
nicht repliziert werden. Als neuer Befund zeigte sich die Vergesellschaftung des
Lokus mit der Insulinsensitivitat (ISI). Des Weiteren zeigten sich Assoziationen
mit der Insulinelimination im Nuchternzustand und wahrend des OGTT mit sehr

niedrigen p-Werten.

Das Assoziationssignal mit Taillenumfang aus der Inter-99-Kohorte konnte nicht
repliziert werden, aber wir untersuchten wegen dieses vorbeschriebenen, und
bisher unklaren Signals die MRT-quantifizierten Fettkompartimente. Wir fanden
tatsachlich eine Vergesellschaftung des Lokus mit MRT-quantifiziertem
subkutanem abdominellem Fett (p=2-10"° mit dem GRF-Algorithmus), und bei
etwas hoheren p-Werten auch mit Gesamtfettvolumen (p=2-10'4) und
viszeralem Fettvolumen (p=0.01), durch den GRF-Algorithmus. Mit dem SKAT-
Algorithmus konnte beim subkutanen abdominellen Fett allenfalls nur ein Trend
zu einer Signifikanz gezeigt werden (s. Tabelle). Allerdings, wenn in der SKAT-

Methode andere Kernel als das Interaktionskernel eingesetzt wurden, zeigten
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sich deutlich niedrigere p-Werte in der Assoziation des Genbereichs mit
subkutanem abdominellem Fettgewebe. So war der p-Wert bei Benutzung einer
alternativen Funktion zur Quantifizierung der genetischen Distanzen zwischen
zwei Individuen (das sog. Kernel, oder Kernelfunktion (13)) im SKAT
Algorithmus deutlich niedriger (bei dem nicht gewichteten linearen Kernel 0.002
und beim IBS Kernel 0.007)

Einzel-SNP-Assoziationstests

Nach dem Nachweis der obigen Assoziationssignale in der regionbasierten
genetischen Analyse untersuchten wir die 21 SNPs auch einzeln mit linearen
Regressionstests im additiven Vererbungsmodell. Fir die Insulinsekretion (DI)
zeigte kein Einzel-SNP signifikante Korrelationen. Die wichtigsten Resultate

werden in der Tabelle 5 aufgeflhrt.
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Tabelle 5. a-c

Ausgewéhlte Phédnotypen-Genotyp Assoziationen in den Einzel-

Assoziationstests. Daten mit signfikantem p-Wert nach Bonferroni-Korrektur

sind mit Fettdruck markiert.

a.
NEFA - niichtern (umol/l) Glyzerin - niichtern (umol/l) Dispositionsindex (AU)
rs11071656 p=0,7597829 p=0,6226984 p=0,1754893
b=-0,004|602,6/589,4/619,7 b=-0,014]105,7/107,4/96,2 b=0,036|1735,1/1969,8/3198,9
rs11629596 p=0,0013432 p=0,0000003 p=0,0104419
b=-0,040| 610,4/599,8/567,5 b=-0,130| 119,4/99,7/94,4 b=0,059|1873,2/1777,5/2380,8
rs12439735 p=0,3811998 p=0,3725328 p=0,3108466
b=0,012|594,3/603,2/601,7 b=0,025|105,6/101,7/125,9 b=0,025|1754,2/1917,1/2736,0
rs12917238 p=0,0113289 p=0,0033953 p=0,0118163
b=-0,036|609,8/582,6/584,9 b=-0,084]110,2/101,6/91,5 b=0,066|1816,9/1858,8/3014,1
rs1425270 p=0,0101248 p=0,0000150 p=0,0146428
b=-0,032|606,1/600,8/576,3 b=-0,111]116,2/101,8/96,7 b=0,056|1873,9/1752,3/2422,5
rs1881414 p=0,5053154 p=0,7995539 p=0,0868186
b=0,008|590,2/604,7/596,5 b=0,006]108,4/102,6/109,2 b=-0,039]2114,9/1903,9/1618,4
rs2241492 p=0,0689839 p=0,0083962 p=0,0350070
b=-0,023|615,8/586,6/587,7 b=-0,069|114,0/100,4/98,9 b=0,050|1758,7/1917,9/2334,8
rs8036079 p=0,1516672 p=0,8753398 p=0,0212251
b=0,018|592,6/595,0/613,5 b=0,004|107,5/105,0/105,5 b=-0,053]2235,1/1893,0/1580,6
rs10468027 p=0,0382280 p=0,0001706 p=0,0261716
b=0,026|580,8/601,4/611,7 b=0,095|100,1/101,1/121,8 b=-0,051|2196,6/1760,2/1906,2
rs11637496 p=0,7683450 p=0,2260458 p=0,8622608
b=0,004|595,7/600,2/609,4 b=0,034]103,4/107,5/112,3 b=0,004|1869,4/1942,6/1942,8
rs12902473 p=0,5725361 p=0,8479960 p=0,5261637
b=0,007|594,0/602,6/601,9 b=-0,005|108,2/101,3/113,4 b=-0,015|1902,2/1993,8/1529,3
rs1436955 p=0,8099918 p=0,3677336 p=0,4719273
b=-0,003|600,9/595,4/599,0 b=-0,026|105,9/106,6/100,0 b=0,019|1865,8/1769,7/3143,5
rs1981916 p=0,0110035 p=0,0003359 p=0,0068067
b=-0,032|607,6/598,3/577,5 b=-0,093|114,6/101,3/99,8 b=0,063|1861,3/1756,4/2485,7
rs2414756 p=0,0382777 p=0,0002880 p=0,0277408
b=-0,025|611,2/599,8/581,9 b=-0,091]120,7/99,6/102,0 b=0,050|1898,8/1760,0/2226,5
rs4775474 p=0,8050672 p=0,3811309 p=0,8407790
b=-0,003|600,2/599,2/589,9 b=0,024|103,7/106,9/109,0 b=0,005|1837,5/1853,0/2436,2
rs72752005 p=0,9856823 p=0,1071848 p=0,9341466
b=0,000|597,1/600,8/596,8 b=0,062]101,7/107,4/114,0 b=-0,002|1894,8/1909,5/1927,6
rs920180 p=0,3609930 p=0,7171646 p=0,8898640
b=-0,012|597,5/607,8/570,0 b=0,010]105,8/105,8/105,3 b=0,003|2021,2/1849,5/1725,9
rs11071657 p=0,0707975 p=0,1858914 p=0,0682515
b=-0,023]608,0/591,8/592,2 b=-0,035]109,1/103,9/102,5 b=0,044|1818,8/1795,3/2657,9
rs17271305 p=0,0036622 p=0,0000168 p=0,0094413
b=-0,037|611,7/592,5/577,1 b=-0,114]116,3/99,3/97,7 b=0,061|1869,5/1775,4/2479,6
rs4502156 p=0,1418965 p=0,0404198 p=0,0333054
b=-0,019]600,5/605,2/574,2 b=-0,053]110,3/103,9/102,3 b=0,050|1796,0/1779,9/2579,6
rs7172432 p=0,3995826 p=0,1086030 p=0,0726734

b=-0,011|600,7/601,9/583,3

b=-0,042|109,8/103,2/104,9

b=0,042|1829,3/1775,2/2552,1
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Insulinelimination, niichtern

Insulinelimination, im OGTT

Insulinsensitivitatsindex (I1S1)

rs11071656

rs11629596

rs12439735

rs12917238

rs1425270

rs1881414

rs2241492

rs8036079

rs10468027

rs11637496

rs12902473

rs1436955

rs1981916

rs2414756

rs4775474

rs72752005

rs920180

rs11071657

rs17271305

rs4502156

rs7172432

p=0,6732947
b=0,007|10,1/10,1/9,9
p=0,0038023
b=0,041]9,6/10,3/10,4
p=0,7189334
b=0,006|10,0/10,2/10,0
p=0,0073804
b=0,043|9,8/10,5/10,4
p=0,0000166
b=0,061]9,3/10,5/10,4
p=0,2817508
b=-0,015|10,1/10,1/9,9
p=0,7763771
b=0,004|10,0/10,0/10,3
p=0,0243504
b=-0,032|10,3/10,1/9,7
p=0,0294102
b=-0,031]10,4/10,1/9,6
p=0,7216618
b=-0,005]10,1/9,9/10,3
p=0,8081986
b=-0,004]10,0/10,1/9,8
p=0,5997773
b=0,009|10,1/10,0/10,2
p=0,0000331
b=0,059|9,4/10,5/10,4
p=0,0438324
b=0,0289,7/10,1/10,3
p=0,7521175
b=-0,005|10,0/10,2/9,9
p=0,0706332
b=0,0269,9/10,2/10,3
p=0,0807836
b=0,025|9,9/10,1/10,2
p=0,0789402
b=0,0269,9/10,1/10,3
p=0,0009613
b=0,048|9,5/10,5/10,3
p=0,2398420
b=0,0179,9/10,1/10,3
p=0,4777497
b=0,0109,9/10,2/10,1

p=0,5384847
b=0,010|5,1/5,2/5,2
p=0,0000957
b=0,055|4,9/5,3/5,4
p=0,7738353
b=0,004|5,1/5,2/5,2
p=0,0002259
b=0,0595,0/5,3/5,6
p=0,0000007
b=0,0694,9/5,3/5,5
p=0,3781387
b=-0,012|5,2/5,2/5,1
p=0,3689267
b=0,013|5,1/5,1/5,4
p=0,1210688
b=-0,022|5,3/5,1/5,1
p=0,0048700
b=-0,0395,4/5,1/5,0
p=0,7957289
b=-0,0045,2/5,2/5,1
p=0,7851505
b=-0,004|5,2/5,2/5,1
p=0,3295551
b=0,01615,2/5,1/5,6
p=0,0000017
b=0,067|4,9/5,3/5,5
p=0,0112295
b=0,035|5,0/5,2/5,4
p=0,3653564
b=0,0135,1/5,3/5,0
p=0,2621948
b=0,01615,1/5,3/5,1
p=0,3780341
b=0,0135,1/5,2/5,2
p=0,0781131
b=0,026]5,1/5,2/5,3
p=0,0000283
b=0,0594,9/5,3/5,4
p=0,0353093
b=0,03015,0/5,2/5,4
p=0,2181231
b=0,018]5,1/5,2/5,2

p=0,9867843
b=0,000|14,1/14,3/13,7
p=0,0022131
b=0,072|13,2/14,4/15,4
p=0,7754613
b=-0,007|14,1/14,2/14,0
p=0,0082694
b=0,070|13,7/14,6/15,7
p=0,0003170
b=0,083|13,2/14,3/15,5
p=0,2206232
b=-0,028|14,7/14,0/13,7
p=0,4560259
b=0,018|14,1/13,9/14,9
p=0,0940232
b=-0,039|14,9/14,0/13,6
p=0,0255177
b=-0,051|15,1/13,8/13,7
p=0,8045769
b=-0,006|14,1/14,1/14,2
p=0,7394360
b=-0,008|14,3/14,1/13,4
p=0,7238237
b=-0,009|14,2/13,8/14,7
p=0,0003092
b=0,084|13,2/14,4/15,6
p=0,0483634
b=0,045|13,7/14,0/15,0
p=0,8939295
b=-0,003|13,9/14,6/12,9
p=0,2263796
b=0,02913,7/14,5/14,1
p=0,1681992
b=0,033|13,7/14,4/14,6
p=0,0880009
b=0,041|13,7/14,3/14,9
p=0,0023208
b=0,072|13,3/14,5/15,3
p=0,3622862
b=0,022|13,8/14,1/14,9
p=0,8745366
b=0,004|13,8/14,3/14,3
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Subkutanes abd. Fett (I)

Subkutanes Fett obere
Extremitat (1)

Insulinelimination, im OGTT (AU)

rs11071656

rs11629596

rs12439735

rs12917238

rs1425270

rs1881414

rs2241492

rs8036079

rs10468027

rs11637496

rs12902473

rs1436955

rs1981916

rs2414756

rs4775474

rs72752005

rs920180

rs11071657

rs17271305

rs4502156

rs7172432

p=0,0098229
b=-0,12610,4/8,0/11,3
p=0,3140673
b=-0,043|10,1/9,2/9,9
p=0,6133684
b=-0,023]9,7/9,8/8,7
p=0,0413326
b=-0,100]10,0/9,2/9,2
p=0,4450946
b=-0,032|10,0/9,2/10,2
p=0,2362132
b=0,048|9,7/9,1/10,6
p=0,0994448
b=-0,0709,9/9,6/9,0
p=0,2928404
b=0,045|9,1/9,6/10,3
p=0,4409003
b=0,033|9,8/9,4/10,0
p=0,0113253
b=0,111|9,2/9,8/11,6
p=0,1839028
b=0,057]9,5/9,4/11,0
p=0,0001222
b=-0,18410,5/8,5/8,5
p=0,2183296
b=-0,053|10,1/9,3/9,8
p=0,4989098
b=-0,02810,0/9,3/10,1
p=0,5678371
b=-0,02710,0/9,4/8,9
p=0,2144298
b=0,079|9,2/9,7/10,8
p=0,2164488
b=-0,05410,0/9,6/8,7
p=0,0985805
b=-0,07410,4/8,8/10,0
p=0,3774723
b=-0,0389,9/9,3/10,1
p=0,1963988
b=-0,057|10,4/8,7/11,0
p=0,1226308
b=-0,06810,4/8,8/10,8

p=0,0549241
|b=-0,0724,5/3,6/5,0
p=0,1349440
b=-0,049|4,4/4,1/4,2
p=0,8960869
b=-0,005 |4,3/4,2/4,0
p=0,0867140
b=-0,066|4,4/4,0/4,1
p=0,2535009
b=-0,038|4,4/4,1/4,3
p=0,3574040
b=0,029|4,2/4,2/4,4
p=0,0647751
b=-0,061|4,4/4,2/3,9
p=0,1440390
b=0,048|4,0/4,1/4,5
p=0,0798434
b=0,057|4,1/4,1/4,5
p=0,0547939
b=0,066|4,1/4,2/4,7
p=0,1221999
b=0,051|4,1/4,2/4,6
p=0,0027738
b=-0,110|4,5/3,8/4,3
p=0,0861756
b=-0,057|4,4/4,1/4,1
p=0,0974330
b=-0,053|4,5/4,1/4,1
p=0,4919360
b=-0,024|4,4/4,0/4,4
p=0,0577652
b=0,063|4,1/4,2/4,6
p=0,0619724
b=-0,063|4,4/4,2/3,8
p=0,2598965
b=-0,0394,4/4,0/4,5
p=0,2175456
b=-0,0424,3/4,1/4,2
p=0,2227419
b=-0,041|4,5/3,8/4,7
p=0,1214126
b=-0,053|4,5/3,8/4,7

p=0,5384847
b=0,010]5,1/5,2/5,2
p=0,0000957
b=0,055|4,9/5,3/5,4
p=0,7738353
b=0,004|5,1/5,2/5,2
p=0,0002259
b=0,0595,0/5,3/5,6
p=0,0000007
b=0,0694,9/5,3/5,5
p=0,3781387
b=-0,012|5,2/5,2/5,1
p=0,3689267
b=0,013|5,1/5,1/5,4
p=0,1210688
b=-0,022|5,3/5,1/5,1
p=0,0048700
b=-0,039|5,4/5,1/5,0
p=0,7957289
b=-0,004|5,2/5,2/5,1
p=0,7851505
b=-0,004|5,2/5,2/5,1
p=0,3295551
b=0,016|5,2/5,1/5,6
p=0,0000017
b=0,067|4,9/5,3/5,5
p=0,0112295
b=0,035|5,0/5,2/5,4
p=0,3653564
b=0,0135,1/5,3/5,0
p=0,2621948
b=0,0165,1/5,3/5,1
p=0,3780341
b=0,0135,1/5,2/5,2
p=0,0781131
b=0,0265,1/5,2/5,3
p=0,0000283
b=0,059|4,9/5,3/5,4
p=0,0353093
b=0,0305,0/5,2/5,4
p=0,2181231
b=0,018]5,1/5,2/5,2

Unter dem p-Wert werden die standardisierten EffektgroRen (Beta-

Koeffizienten), sowie die Mittelwerte der Variablen nach Allel-Stratifikation

(jeweils Strata mit der Anzahl der seltenen Allele, 0/1/2) angegeben.
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Von den 21 untersuchten SNPs zeigten 5 eine signifikante Assoziation mit
Insulinelimination im OGTT nach Bonferroni-Korrektur. Den starksten Effekt
hatte rs1425270 mit einer standardisierten Effektgréf3e von rund 0.07 pro
Minorallel bei einem p-Wert von 7-107. Der Glyzerinspiegel (ndchtern) war mit 6
SNPs assoziiert. Hier zeigte rs11629596 den starksten absoluten Effekt. Die
standardisierte EffektgroRe betrug -0,13 bei einem p-Wert von 3-107. Alle bis
auf einen der mit dem Glyzerinspiegel assoziierten SNPs hatten negative
Effektrichtungen mit zunehmender Anzahl der selteneren Allele. Das seltene
Allel von SNP rs10468027 war hingegen positiv mit dem Glyzerinspiegel

assoziiert.

Im Falle des subkutanen abdominellen Fettgewebes zeigte ein SNP
(rs1436955) eine signifikante Assoziation mit dem abdominellen Fett. Die
Effektgrofie war mit -0,18 fur genetische Effekte sehr prominent. Von den in
separaten Messungen gemessenen subkutanen Fettdepots Uber die
Extremitaten zeigte die obere Extramitatsfett eine beinahe signifikante
Assoziation mit diesem SNP (p=0,0027, s. Tabelle 5.c). Vier SNPs zeigten
Assoziationen mit Insulinsensitivitat bei EffektgroRen von 0,07-0,08. Nach
Bonferroni-Korrektur der Alpha (Typ1-Fehler)-Schwelle war kein SNP mit
Insulinsekretion (DI, s. Tabelle 5.a) oder Gesamt-Fettvolumen (Daten nicht

gezeigt) vergesellschaftet.

Neben den SNPs kamen Alter und Geschlecht als Kovariaten in die Modelle.
Eine zusatzliche Adjustierung auf BMI verursachte keine relevanten
Veranderungen in den Assoziationen mit den glykamischen Variablen. Die
Assoziationen mit subkutanem Fettgewebe wurden nach Adjustierung auf BMI
schwacher (b=-0,08; p=0,003).

Eine zusammenfassende Darstellung der Effekte der SNPs in der

Einzelanalyse wird in der Abbildung 1 gezeigt.
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Abbildung 1

Diagramm mit der Darstellung der Position der 21 genotypisierten SNPs in der
VPS13C/C2CD4A/C2CD4B Region. Das sog. Diamantendiagram in der linken
oberen Ecke stellt die LDs der SNPs dar (farbkodiert fiir r?, s. Legende). Die
Effekte der einzelnen SNPs werden unter einem p-Wert von 1 0*in der rechten
unteren Ecke dargestellt. Der Pfeil neben den Effekten zeigt die Effektrichtung
fir das seltene Allel.

. Assoziation p-Wert
Legende fiir R? ’é} a —_— 10*

5
0. % — 10
> W —

0 02 04 06 08 1 ——— 107
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Es ist von der Abbildung ersichtlich, dass es zwischen Insulinelimination,
Insulinsensitivitat und Glyzerin in den SNP-Effekten Uberlappungen gibt. Die
seltenen Allele sind mit hoherer Insulinsensitivitat, erhdhter Insulinelimination
(hdhere Insulinextraktion durch die Leber) und — bis auf einen SNP — mit
niedrigerem Glyzerinspiegel (verringerte Lipolyse) assoziiert. Das seltene Allel
von rs1425270 ist sowohl mit héherer Insulinsensitivitat als auch mit hdherer

Insulinelimination assoziiert.

In der Abbildung 2a-c werden die Veranderungen der Glukose-, Insulin, und C-
Peptidspiegel wahrend des OGTTs je nach rs1425270-Genotyp gezeigt, in den
kleinen Abbildungseinlagen werden die AUCs verglichen. Die Unterschiede
zwischen den AUC’s sind fur Glukose nicht signifikant (Abbildung 2.a). Jedoch
sind die Insulinspiegel deutlich unterschiedlich (Abbildung 2.b), und ein kleiner,
gerade noch signifikanter Unterschied zeigt sich auch fur C-Peptid (Abbildung
2.c). Dies weist darauf hin, dass bei der héheren Insulinsensitivitat und héheren
Insulinelimination die Unterschiede in der ersten Linie durch unterschiedliche

Plasmainsulinspiegel bestimmt werden kdnnten.
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Abbildung 2

Abbildung mit den Mittelwerten (xStandardfehler) fiir Glukose (a), Insulin (b), C-
Peptid (c) im OGTT stratifiziert nach Allelen von rs1425270. Die eingesetzten
Abbildungen zeigen die AUCs mit p-Wert. Teil (d) zeigt die errechnete
Insulinelimination in den 5 Messpunkten des OGTT:
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Insulin levels per genotype
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C-peptide levels per genotype
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Clearance levels per genotype
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Wir untersuchten auch den Zusammenhang des Glyzerin-lead-SNPs
rs11629596 und Glyzerin in der Subgruppe der Kohorte mit MRT-Daten zu den
Fettkompartimenten (8=-0,36; p=0,01). Im zweiten Schritt adjustierten wir das
Modell auf subkutanes abdominelles Fettvolumen weiter. Numerisch sank zwar
der Absolutwert der EffektgrofRe etwas ab, aber der Zusammenhang zwischen
rs11629596 und Glyzerin blieb weiterhin signifikant (3=-0,32; p=0,01). Dies
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spricht dafir, dass die Veranderungen des Glyzerins nicht mit der veranderten

Masse des Fettgewebes zusammenhangen.

Der Effekt des SNPs auf Glyzerin (Fettgewebslipolyse) blieb auch erhalten,
wenn eine Adjustierung auf Insulinsensitivitat erfolgte (=-0,15; p<0,0001), was
daflr sprach, dass der Effekt auf Glyzerin nicht durch alleinige

insulinsensitvitatsbedingte Veranderung der Lipolyse hervorgerufen wurde.

Da in Tierversuchen ein Effekt von Lipolyseprodukten auf die Insulinelimination
beobachtet wurde (26,27), testeten wir in einer weiteren konditionellen Analyse,
ob der Effekt von rs1425270 auf die Insulinelimination Uber Glyzerin vermittelt
sein konnte. Die Effektgrole fur rs1425270 sank zwar etwas ab, aber der SNP
hatte nach Hinzunahme von Glyzerin eine weiterhin signifikante Assoziation mit
der Insulinelimination (3=0,07; p=0,04).

SNP x SNP Interaktionen

Wahrend die Analyse des gesamten Lokus mit SKAT und GRF keine
Information daruber liefert, welche Variationen fur die Assoziation des
Phanotyps verantwortlich sind, bleiben bei den Einzel-SNP-Analysen SNP-
SNP-Interaktionen und konditionelle Zusammenhange unberucksichtigt. Um
dieses Problem anzugehen und die Trager von potenziellen SNP x SNP-
Interaktionen zu lokalisieren, haben wir sequentielle SKAT-Analysen nach dem
.leave-one-out“-Prinzip durchgeflihrt. Im Rahmen dieses Algorithmus wird es
zunachst gepruft, ob das Weglassen eines SNPs zu einem niedrigeren p-Wert
in der SKAT-Analyse flhrt. Der SNP, dessen Weglassen zum niedrigsten p-
Wert flhrt, wird vom Modell endgltig eliminiert. Dieser Vorgang wiederholt sich
solange, solange es nur noch 2 SNPs Ubrig geblieben sind oder keine
Reduktion des p-Wertes mehr mdglich ist. Der Vorgang ist im Falle der Analyse

der Insulinelimination in der Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3

Leave-one-out Analyse fiir die Insulinelimination. Durch sukzessives Weglassen
der SNPs, die am wenigsten zum gemeinsamen Effekt beitragen, von der
SKAT-Analyse lassen sich die im Gruppeneffekt am stérksten mitwirkenden
SNPs eingrenzen. In diesem Fall konnten von den 21 SNPs 19 nacheinander
ausgeschlossen werden, und dadurch konnte eine stetige Reduktion des p-

Wertes bis 4-10° erreicht werden.
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SNP excluded

Die verbleibenden SNPs und deren Effekte auf den Phanotyp werden dann in
ublichen linearen Regressionsmodellen mit Interaktionsanalyse weiter

untersucht.

Wir untersuchten die Phanotypen Dispositionsindex, Insulinsensitivitatsindex,

Insulinelimination, Glyzerin, NEFA und Subkutanes abdominelles Fettvolumen
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mit dieser Methode. Bis auf den Fall des Glyzerins konnte der Haupteffekt auf 2
SNPs eingeengt werden. Das Ergebnis der sukzessiven leave-one-out SKAT

Analysen wird in der Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4

Das Venn-Diagramm zeigt die Haupteffekttrdger-SNPs fiir die Phé&notypen
Glyzerin, Insulinelimination, NEFA, Insulinsensitivitét, Dispositionsindex und

subkutanes Fett im Abdomen sowie auf den oberen Extremitéten.
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p=4-10%
rs10468027

s.C.
abdominelles
Fett
p=8-10"

Insulinelimination
p=4-10
rs1436955

rs1425270 rs920180

s.C.
obere Extremitat
Fett

p=3-10"*
rs1981916

35



Im Falle der subkutanen abdominellen Fettgewebe blieben die SNPs rs1436955
und rs920180 nach dem sukzessiven iterativen Ausschluss der weniger
relevanten SNPs im Modell Gbrig (gemeinsamer p-Wert im SKAT
Interaktionskernel-Modell p=8-107).

Bei den Phanotypen Glyzerin, Insulinelimination, NEFA, Insulinsensitivitat und
Dispositionsindex ist auffallend, dass SNP rs72752005 eine zentrale Rolle in

allen Modellen spielt.

In der Untersuchung der SNP-SNP-Interaktionen mit linearen
Regressionsmodellen zeigte sich eine signifikante Interaktion zwischen dem
gemeinsam interagierenden SNP rs72752005 und dem fuhrenden Effekt-SNP

auf den Phanotyp. Die Ergebnisse werden in der Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6

Ergebnisse der Interaktionsuntersuchung. Die Interaktionen sind jeweils
zwischen dem lead-SNP und rs72752005 dargestellt.

Trait Lead'SNP betaIead-SNP Piead-snp betaInteraktion Pinteraktion
Insulinsensitivitdt rs1981916 0.08 0.0001 0.08 0.0003
(1s1)

Insulinelimination rs1425270 0.1 0.00001 0.08 0.0005
Insulinsekretion rs11629596 0.06 0.008 0.06 0.005
(D)

NEFA rs11629596 -0.07 0.0009 -0.04 0.02
Glyzerin rs10468027 0.13 0.0001 0.06 0.02

Die Interaktionen zwischen dem jeweiligen lead-SNP und dem gemeinsamen
InteraktionsSNP rs72752005 waren alle signifikant. Bei jeder Interaktion ist
auffallend, dass die selteneren Allele des gemeinsamen Interaktions-SNPs
rs72752005 die absoluten EffektgrofRen der lead-SNPs verstarken. Damit
kommt es zu einer erheblichen Verstarkung des Effektes des lead-SNPs bei
Tragern des selteneren Allels (G) des SNP rs72752005. Diese Daten werden in
der Abbildung 5 gezeigt
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Abbildung 5
SNP-SNP-Interaktionen zwischen rs72752005 und den jeweiligen lead-SNPs

auf Insulinsensitivitét (1S1), Insulinelimination und DI.
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Bei homozygoten Tragern des haufigen Allels A im SNP rs72752005 (linke
Gruppe von Saulen in den 3 Saulendiagrammen) ist keiner von den lead-SNPs
mit dem jeweiligen Effekt signifikant vergesellschaftet. Dies andert sich jedoch
bei den heterozygoten Tragern des selteneren Allels G. Die Effekte werden

noch ausgepragter bei homozygoten Tragern des selteneren Allels G.

In diesen Untersuchungen fand sich ein identischer lead-SNP fir NEFA und DI
(s. auch Abb. 4). Es stellte sich die Frage, ob die zwei Effekte voneinander
unabhangig sind. Nach weiterer Adjustierung des Interaktionsmodels von DI auf
NEFA war der lead-SNP rs11629596 weiterhin signifikant mit DI, allerdings mit
einer geringeren EffektgroRe, vergesellschaftet (3=0,04, p=0,04).

Haplotypanalyse

Haplotypen sind Kombinationen von Allelen, die auf dem mitterlichen oder
vaterlichen Chromosom liegen. Sie unterliegen per definitionem einer geringen
Rekombinationsrate und werden daher i.d.R. zusammen vererbt. Der Sinn der
Untersuchung von Haplotypen ist, dass sie mit kausalen Varianten naher
verbunden sein kdnnen als einfache SNPs. Des Weiteren kdnnen Haplotypen

selber ursachliche Varianten sein (28).

Das Problem der Haplotypanalyse besteht jedoch darin, dass sich Haplotypen
mit den modernen Genotypisierungsverfahren nicht genau feststellen lassen
kénnen und daher mathematisch/statistisch geschatzt werden mussen (s.

Methoden/Berechnungen).

Wir fuhrten Haplotypanalysen mit den Variablen Insulinsensitivitat (1SI),
Insulinsekretion (Dispositionindex DI), Insulinelimination, subkutanes
Fettvolumen, Glyzerin und NEFA durch. Als Kovariaten wurden Alter und
Geschlecht mit ins Modell genommen. Die detaillierten Ergebnisse werden im
Anhang, Tabelle A1 aufgefuhrt. Fir den IS| fanden sich 5 signifikant assoziierte
Haplotypen (p<0,05), flir den DI insgesamt 8, und fur die Insulinelimination
konnten 6 signifikante Haplotypen gefunden werden. Davon waren jedoch die
meisten Haplotypen sehr selten (Haufigkeit < 1%). Unter den haufigeren

Haplotypen waren nur sehr wenige signifikant mit dem Phanotyp assoziiert
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(Abbildung 6, fur die einzelne Auflistung der Haplotypen siehe Tabelle A1 im
Anhang). Es fallt auf, dass die einzigen signifikanten haufigen Haplotypen fur
Insulinsensitivitat (ISI) und Insulinsekretion (Dl), sowie die effektstarksten
Haplotypen fur die Insulinelimination, Glyzerin und NEFA identisch sind (s.
Tabelle 7). Im Gegensatz dazu zeigt sich keiner von den mit subkutanem
Fettvolumen signifikant assoziierenden haufigen Haplotypen in der obigen

Gruppe.

Abbildung 6

Darstellung der Haplotyp-Assoziationen von berechneten Haplotypen mit
Insulinsensitivitédt (a), Insulinsekretion (b), Insulinelimination (c), subkutanem
Fettvolumen (d), Glyzerin (e) und NEFA (f). Der Score quantifiziert die durch
den spezifischen Haplotyp erklérbare Variation im generalisierten linearen
Modell (Summe der Residuen im GLM gruppiert nach Haplotypen) und ist somit
eine Angabe der Effektgré3e und Richtung. Die Haufigkeit von 1% wird mit
einer gestrichelten Linie markiert. Die dargestellten Daten sind im Anhang

angegeben.
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Insulinsekretion
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Insulinelimination
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Tabelle 7

Signifikante hdufige (>1%) Haplotypen fiir Insulinsensitivitét (1Sl),
Insulinsekretion (DI), Insulinelimination, subkutanes Fett, Glyzerin (niichtern)
und NEFA (niichtern). Die lbereinstimmenden Haplotypen sind durch Fettdruck
und Unterstreichen markiert. Der Score quantifiziert die durch die spezifischen
Haplotypen erklarbare Variation im generalisierten linearen Modell (Summe der
Residuen im GLM gruppiert nach Haplotypen) und ist somit eine Angabe der
Effektgrél3e und Richtung.
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Insulin-
sensitivitdt 1 1) 212 2|2|22]2|2|2|2]2|2]2]2|2|2]2|]2|2]o00359 4.30519 2e-05
Insulin-
sekretion 1 1) 2122|2122 2[2]2]22|2]2)2|21]2|2|2]o0.03569 3.83599 0.00013
1(1)2(2]12)2(21)2(21|2f2|2)2|21|2|2f{2)2f1)1f2]003569 [ 307321 0.00212
Insulin-
elimination
111y 1121 1f1p1p1)1p1y21p1)21f)1)21] 1| 0.049 -2.02948 0.04241
1l 1| 12222122221 21]2]2]2f|1)]1f1|] 1| 2] 0.01654 -3.57482 0.00035
Subkutanes
20 21 2| 2212122221} 1f1)1f2|2]1]2|1] 1] 0.00952 -2.39256 0.01673
Fett
(1) 222y 2f2j2)2fafa)afafa]2)2f1]2|1f1] 003767 2.21783 0.02657
if1f2f2f2f2f1f2f2f2f2faf2|2f2f21f21|j2f2f21f2]O0.03553 -2.34315 0.01912
Glyzerin 20 1 2| 1) 2222|2222 2f2)2f2f2]12]2|1]1]o0.00045 -2.08826 0.03677
1)1y 2fa)2)22f1)1f2f2]1)1|2]1]|2|1]o002742 3.02842 0.00246
1(1)2f|212|2(21)2f1|21|21f(21)2f(21|2)2|21)21(f1|21]2]003603 [ -250871 0.01212
NEFA 1)1y 2fa)a)apafa)afafay2)2f1]1|1f2]o0.01436 -2.33072 0.01977
20 212|222 1222212 2f1)2f21f1]2|]2|1] 2] 0.01346 -2.02351 0.04302
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei 2273 Teilnehmern der TUF Studie wurden 21 SNPs genotypisiert. In der
region-basierten Untersuchung wurde die in GWAS etablierte Assoziation des
C2CD4A/C2CD4B/VPS13C-Genlokus mit Diabetes und Insulinsekretion (Dl)
repliziert. Es zeigten sich neben der bekannten Assoziation mit Insulinsekretion
neue, bisher nicht beschriebene Assoziationen mit der Insulinsensitivitat (1SI),
der Insulinelimination, den Fettkompartimenten (insbesondere subkutanes
abdominelles Fett) und dem Glyzerinspiegel im Plasma. In den Einzel-SNP-
Untersuchungen assoziierten nach Bonferroni-Korrektur 4 SNPs mit IS, 5
SNPs mit Insulinelimination, 6 mit Glyzerin und 1 mit subkutanem abdominellem
Fett. Durch die sukzessiven leave-one-out Analysen in der region-basierten
Untersuchung zeigt sich, dass SNP rs72752005 eine permissive Rolle im Sinne
von SNP x SNP-Interaktionen fur alle Effekte bis auf das subkutane
abdominelle Fett hat. Erst bei Tragern des G-Allels in rs72752005 manifestieren
sich die Effekte von rs1981916 auf 1SI, rs11629596 auf DI und NEFA,
rs1425270 auf Insulinelimination und rs10468027 auf Glyzerin. Homozygotie
des G-Allels in rs72752005 verstarkt die Effekte noch weiter. In der
Haplotypanalyse zeigt sich ein gemeinsamer Haplotyp flr Insulinsensitivitat
(ISI), Insulinsekretion (DlI), Insulinelimination, Glyzerin und NEFA, aber nicht fur

das subkutane Fettvolumen.
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4. Diskussion

In dieser Studie haben wir einen bekannten Hotspot von Diabetesgenen in der
intensiv phanotypisierten TUF-Kohorte untersucht. Dadurch konnten wichtige
neue Hinweise Uber die Funktion dieser Gruppe von 3 benachbarten Genen auf

Chromosom 15 gewonnen werden.

Unsere Daten zeigen, dass die genetische Variation in diesem Bereich nicht
nur, wie vorher bekannt, mit héherer Insulinsekretion (bei Tragern des seltenen
Allels) sondern auch mit hdherer Insulinsensitivitat und héherer hepatischer
Insulinelimination assoziiert ist, was den Beitrag dieses Genbereichs zum
genetischen Risiko des Typ 2 Diabetes noch besser erklart. Auflerdem zeigen
sich Effekte dieser Gene auf Plasma-Glyzerin, Plasma-NEFA und das
Korperfett, insbesondere das subkutane Fett abdominell und tber der oberen

Extramitat.

Bezuglich der Effekte auf Insulinsekretion, Insulinsensitivitat, Insulinelimination,
Glyzerin und NEFA konnten wir relevante SNP x SNP-Interaktionen mit SNP
rs72752005 in einer Schlusselrolle identifizieren. Ausserdem fand sich in der
Haplotypanalyse ein gemeinsamer Haplotyp, der mit diesen Phanotypen

assoziiert war.

Diese Tatsachen sprechen fur einen gemeinsamen zugrundeliegenden
biologischen Wirkungsweg, auch wenn dieser Mechanismus Uber unsere Studie
nicht in Detail geklart werden kann. Dabei kdnnten alle diese Funktionen mit der
Betazelle zusammenhangen. In einer kombinierten Untersuchung von
Chromatinstruktur und mRNA-Transkription wurde der Bereich der in GWAS
detektierten SNPs rs7172432 und rs11071657 als ungewohnlich langer,
pankreasspezifischer Enhancer (ein sog. Stretch-enhancer) identifiziert (29).
Nach Genexpressionsdaten werden C2CD4A und C2CD4B am starksten im
Pankreas exprimiert (10). SNP rs72752005 befindet sich in einer intergenischen
Region zwischen C2CD4A und C2CD4B, inmitten des beschriebenen Stretch-
Enhancers. Ein vorstellbarer Mechanismus zur Regulierung der hepatischen
Insulinelimination Uber die Funktion der Betazelle ist ein bekannter
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Zusammenhang zwischen Insulinburst-Amplituden und hepatischer
Insulinextraktion. Bei der pulsatilen Sekretion von Insulin bestimmt nach den
Daten von Meier et al die maximale Amplitude des Bursts die Extraktion des
Insulin in der Leber (30). Dazu passend sinkt die hepatische Insulinextraktion
nach einer partiell-pankreatekomtiebedingten Reduktion der Insulinburstmasse
in Hunden deutlich (31). Ein beschriebener Mechanismus zur Regulation der
hepatischen Insulinextraktion von der Betazelle aus ist das zusammen mit den
Insulingranula ausgeschiedene Zink, das in der Leber Gber Inhibition der
clathrinabhangigen Endozytose die Insulinextraktion hemmt (32). Auf der
anderen Seite beeinflusst die hepatische Insulinextraktion nach Daten aus
Hundeversuchen die systemische Insulinsensitivitat (33). Auch in Menschen
korrelieren Insulinelimination und systemische Insulinsensitivitat sehr gut (34).
Darlber hinaus zeigte eine familienbasierte Studie eine enge genetische
Korrelation zwischen diesen zwei Gréf3en (35). Somit ware es maoglich, dass die
in unserer Studie beschriebene genetisch bedingte Veranderung der
Insulinelimination und der Insulinsensitivitat primar auf eine Betazelldysfunktion

zuruckzufuhren ist.

Da die in unserer Studie beschriebene SNP x SNP-Interaktion um rs72752005
fur das subkutane abdominelle Fettvolumen nicht nachvollzogen werden
konnte, und unter den Haplotypen, die mit subkutanem Fett assoziiert waren
keiner auch mit den anderen Phanotypen vergesellschaftet war, ist es moglich,
dass es sich hier um einen gesonderten, fettgewebsspezifischen Effekt handelt.
Das Gen VPS13C wird am hdchsten im Fettgewebe exprimiert, im Pankreas
findet eine mittelgradige Expression statt (10). Das Fehlen einer Interaktion
ware auch eine Erklarung daftir, warum wir bei der region-basierten
Untersuchung mit dem Interaktionskernel des SKAT-Algorithmus nur eine
borderline Signifikanz fur subkutanes Fettvolumen fanden. Bei der deutlich
niedrigeren Fallzahl in der Gruppe der durch MRT gemessenen
Fettkompartimente kdnnte es aber auch an statistischer Power flr den
Nachweis dieser Interaktion mangeln. Auf jeden Fall spricht die hier sehr hohe

Effektgrofie (standardisierter Betakoeffizient) fur einen eigenstandigen Effekt
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auf das Fettgewebe. Hypothethisch besteht zwar die Mdglichkeit, dass ein
grolieres Fettgewebsvolumen tber hohere Glyzerin- und/oder NEFA-Spiegel
Auswirkungen auf Betazellfunktion (36) oder Insulinelimination (26) hat.
Allerdings sprechen aktuell mehrere Faktoren dagegen. Erstens waren in den
konditionellen Analysen die Effekte voneinander unabhangig (Glyzerin vom
subkutanen Fettvolumen, Insulinelimination von Glyzerin). Zweitens zeigt sich
hier die starkste Assoziation mit dem als metabolisch benigne geltenden
subkutanen Fett, und nicht mit dem metabolisch malignen ektopischen Leberfett
(37) oder dem viszeralen Fett (38). Physiologisch ware jedoch die Kausalkette
auch in der anderen Richtung plausibel. Nach diesem Modell kdnnte die
primare Ursache der beobachteten phanotypischen Veranderungen in der
Betazelle liegen. Eine dysfunktionelle Insulinsekretion mit einer reduzierten
Burstamplitude wirde zu einer reduzierten hepatischen Insulinextraktion fihren.
Daraus wurde sich ein hoherer peripherer Insulinspiegel ergeben, was nach

Tierversuchsdaten eine Expansion der Fettgewebe bewirken kdnnte (39).

Sollte ein lex parsimoniae ursachlich fur die im Zusammenhang mit dem
untersuchten Genbereich beobachteten, diversen metabolischen
Veranderungen existieren, ist es allerdings nicht einfach erklarbar, warum die
lead-SNPs fur diese Effekte doch unterschiedlich sind. Es gibt jedoch einige
Beispiele, dafir, dass die ursachliche Veranderung von SNPs durch einen

gelinkten anderen Varianten im Genom hervorgerufen werden kann (40,41).

Interessanterweise fand sich in einer genomweiten Linkage-Studie fur
Insulinelimination als starkstes Signal ein Bereich auf dem Chromosom 15,
dessen proximaler Rand nicht sehr weit, 2 MB, entfernt von unserem

untersuchten Lokus liegt (42).

Eine vor kurzem publizierte Studie weist auf eine unterschiedliche Expression
des C2CD4A-Gens in Inseln bei Mausen in Diabetes hin. In dieser Studie wurde
der Unterschied in der mRNA-Expression von 106 aus dem Menschen
bekannten Diabetesgenen zwischen einem adipdsen, zum Diabetes neigenden
(NZO) und einem adipdsen, aber nicht diabetesgefahrdeten Mausstamm (ob-

ob) untersucht. In der diabetischen NZO-Maus wurde das Ortholog des
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C2CD4A-Gens nach Kohlenhydratbelastung deutlich mehr exprimiert (43). Ob
das in diesem Fall Folge oder Ursache der Hyperglykdmie war, lasst sich leider

nicht klaren.

Die biologische Funktion des C2CD4-Gens hinsichtlich des Metabolismus ist
weitgehend unbekannt. Die Region wurde urspringlich als NLF-1 (nuclear
localised factor-1) Gen beschrieben, und als inflammatorisches Gen vermutet,
weil seine Expression durch Interferon-1f und nuclear factor kB (NF-kB)
hochreguliert wird. Als Kernprotein konnte das Genprodukt bei der Regulation
der Zellarchitektur eine Rolle spielen, und seine Funktion bei der Inflammation
konnte eine Erhdhung der vaskularen Permeabilitat sein (44). VPS13C ist eines
von den 4 humanen Homologen des vakuolaren Sortierungsproteins 13 des
Hefepilzes (yeast vacuolar sorting Protein 13). Das beinahe ubiquitar
exprimierte Genprodukt spielt wahrscheinlich beim intrazellularen

Proteintransport eine Rolle.

Zusammenfassend zeigt unsere Arbeit die pleiotrope Funktion eines bekannten,
in GWAS entdeckten Diabeteslokus. Durch gezielte Genotypisierung von Tag-
SNPs konnten bedeutsame neue Erkenntnisse zur Funktion dieses
Genbereichs gewonnen werden. Wir konnten zu dem bisher bekannten Einfluss
auf die Insulinsekretion, eine Modulation der Insulinsensitivitat, der
Insulinelimination, von Glyzerin/Fettsaurespiegeln finden. Es wurde auch
demonstriert, dass die meisten dieser Funktionen einer starken SNP x SNP-
Interaktion unterliegen. Diese Tatsachen sprechen daflr, dass es sich bei den
C2CD4A/C2CD4B/VPS13C-Genen um metabolische Master-Regulatoren
handeln kdnnte, die eine zielgerichtete weitere Abklarung der Funktion durch
Untersuchung der Genexpression in humanen Betazellen sowie durch

Untersuchung von genmanipulierten Tiermodellen rechtfertigt.
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5. Zusammenfassung

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) im VPS13C/C2CD4A/C2CD4B-Lokus
waren in genomweiten Assoziationsstudien mit Typ 2 Diabetes,
Nuchternglukose, 2-Stunden-Glukose im oralen Glukosetoleranztest (OGTT)
und Insulinsekretion assoziiert. Einige von diesen teilweise moderat gelinkten
SNPs zeigen entgegengesetzte Effektrichtungen. Das funktionelle Korrelat
dieser Varianten ist noch weitgehend unbekannt. Das Ziel dieser Studie war,
durch Anwendung komplexer genetischer Untersuchungen in der extensiv
phéanotypisierten TUF-Kohorte neue Erkenntnisse tiber diesen Genbereich zu

gewinnen.

Metabolische Variablen und 21 genotypisierte Tag-SNPs wurden in 2273
Teilnehmern der TUF Studie untersucht. In einer Subgruppe standen auch
mittels MRI erhobene Daten Uber die Korperfettverteilung zur Verfligung. Die
Daten wurden mit sequence kernel Associationstests (SKAT), genetischen
random field Modellen (GRF), Einzel-SNP-Analysen, Interaktionstests und

Haplotypanalysen ausgewertet.

Es zeigten sich neben der bekannten Assoziation mit Insulinsekretion
(Dispositionsindex, DI) neue, bisher nicht beschriebene Assoziationen mit der
Insulinsensitivitat (Insulinsensitivitatsindex, I1SI), der Insulinelimination, den
Fettkompartimenten (insbesondere subkutanes abdominelles Fett), den freien
Fettsauren (NEFA) und dem Glyzerinspiegel. Fur ISI, DI, Insulinelimination,
NEFA und Glyzerin zeigten sich SNP x SNP-Interaktionen mit der Beteiligung
eines gemeinsamens SNPs, namlich rs72752005. Fir diese Phanotypen wurde

auch ein gemeinsamer, signifikant assoziierter Haplotyp gefunden.

Genetische Variation in den Genen VPS13C/C2CD4A/C2CD4B ist mit
mehreren, von der Atiologie her wahrscheinlich zusammenhangenden
metabolischen Effekten assoziiert. Bei dem Effekt auf das subkutane

Fettvolumen konnte ein gesonderter Wirkmechanismus vorliegen.
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Anhang

Tabelle A1

Haplotyp-score Ergebnisse flir errechnete Haplotypen im untersuchten
genetischen Bereich und ihren Assoziationen mit Insulinsensitivitéat (I1S) (a),
Insulinsekretion (Dispositionindex DI) (b) und Insulinelimination (c). Das Allel
wird mit 1 oder 2 (seltenes, héufiges Allel) gekennzeichnet. Die Haplotypen
werden nach der Grél3e des Effekt-Scores geordnet. Die signifikanten

Haplotypen mit einer Haufigkeit > 1% werden mitt Fettschrift gekennzeichnet.

a. Insulinsensitivitat (1S1).

=B B b B B ' b P BB P RBBE B PR E o e 4 °
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- P P PPN N M PP PNNEP P PR PR o =3
e N o BN P o b F P RNPEPEEPEPRPPEPREPELEPRP 3
lo N B N . Ln L1 o A N =} b b B - N N N N
S B PP PPPRPRPPPFPPRPPEPRERPRPRNLEPELPPR

bo I NI b b p N Lo [n
i 1) 1f1j1p1)2p1f1)1f1y1)1]2f2p1y1]2f|1f2|1| 0.0064 -1.90189 0.05719

2 | 2f(1) 1)1y 2112y af2y11f1)1y2f2|1]2f1] 1| 000462 | -1.71078 0.08712

3 |11y 1)1 2f1)prjaf1f1y2)2j1f1p1yp1)1]2f1fo0.00611 | -1.6972 0.08966

4 |11 1)1 2111122112212 1| 1] 0.08138 | -1.65618e | 0.09769

5 | 222222 1f2)1|1f1f1)1)2]2f1f)1)1)1]1f2]|000357 |[-1.632 0.10268

6 |11 1) 1) 1121y jrf1f1}y1}2)2y1f1p1y1]1| 2000709 | -1.60974 0.10745

7 | 1f1)y 1) 1fj1) 1y 2f2)1y2f2j221f2)1yp1f1|1]2f1]1| 00052 -1.56465 0.11766

8 |11 1) 1)) 1y 2f1)11f21y1|2f1]21f1)]1]1f1] 2| 0.0028 | -1.54408 0.12257

9 |11 11|11 212|221 1]2]2)1f1|2]1]2] 1002044 | -1.54318 0.12279

10 |1 1)1y 2211112 1fp1p1p2)2f2f1|2|0.00168 | -1.37345 0.16961
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15 | 2 2| 22|22 1|2f2|2|21)1]1|2|]22]1|2|1| 1| 0.00578 | -1.17499 0.24
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44

0.00171

-0.19328

0.84674

45

0.01354

-0.13773

0.89045

46

0.00735

-0.05054

0.95969

47

0.00124

-0.02021

0.98387

48

0.00892

0.02227

0.98224

49

0.00143

0.03887

0.96899

50

0.01263

0.13866

0.88972

51

0.00193

0.16399

0.86974

52

0.00133

0.247

0.80491

53

0.00821

0.27828

0.7808

54

0.06739

0.31787

0.75058

55

0.00151

0.33117

0.74052

56

0.00323

0.40473

0.68568

57

0.00618

0.46513

0.64184

58

0.00123

0.51706

0.60512

59

0.00602

0.5496

0.58259

60

0.0456

0.5657

0.5716

61

0.00225

0.58495

0.55858

62

0.0031

0.61204

0.54051

63

0.01272

0.63333

0.52652

64

0.00238

0.75098

0.45267

65

0.00592

0.75648

0.44936

66

0.00507

0.90845

0.36364

67

0.00458

0.91238

0.36157

68

0.08496

0.92023

0.35745

69

0.00242

0.93698

0.34877
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70

0.00124

0.96374

0.33517

71

0.01313

0.97645

0.32884

72

0.00186

1.0255

0.30513

73

0.00362

1.02676

0.30453

74

0.00233

1.0479

0.29469

75

0.00278

1.14899

0.25056

76

0.00133

1.17282

0.24087

77

0.0012

1.22661

0.21997

78

0.02584

1.23934

0.21522

79

0.00152

1.26302

0.20658

80

0.0118

1.41447

0.15722

81

0.00181

1.42797

0.1533

82

0.00313

1.53572

0.12461

83

0.00341

1.54165

0.12316

84

0.00131

1.65699

0.09752

85

0.00428

1.679

0.09315

86

0.00144

1.69389

0.09029

87

0.01547

1.69775

0.08955

88

0.01464

1.78794

0.07379

89

0.00256

1.92861

0.05378

90

0.00424

1.9297

0.05364

91

0.00195

1.9608

0.0499

92

0.00136

2.10701

0.03512

93

0.00279

2.40404

0.01621

94

0.03569

4.30519

2e-05
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b.

Insulinsekretion

(Disposition Index DI)

= B B L b B bbb BB B B b b A jual 4 B
EEEE%QE%ZEE%ﬁ%%EEE%E g g :
S BE BE B B K S P b p P PRRKEPL P PR o 3
po Nl N 21 0l N ) N Lo l
1 2 1 1 1 0.00357 -2.76427 0.00571
2 2 1 2 1 0.00134 -2.18913 0.02859
3 1 2 1 1 0.00135 -2.07659 0.03784
4 1 1 1 2 0.00462 -1.41545 0.15694
5 2 1 1 1 0.00154 -1.40437 0.16021
6 1 2 1 1 0.00641 -1.40333 0.16052
7 2 1 1 0.00279 -1.28377 0.19922
8 1 2 1 0.00285 -1.25213 0.21052
9 1 2 2 0.05933 -1.1186 0.26331
10 1 2 2 0.08124 -1.11087 0.26662
11 1 2 1 0.00709 -1.06187 0.2883
12 1 1 2 0.01393 -1.0255 0.30513
13 2 1 2 0.00577 -0.99435 0.32005
14 1 2 1 0.00168 -0.96192 0.33609
15 1 2 1 0.00521 -0.95433 0.33992
16 2 1 1 0.00134 -0.9407 0.34686
17 2 2 2 0.00158 -0.86778 0.38551
18 1 1 1 0.00225 -0.86567 0.38667
19 2 1 1 0.00143 -0.83263 0.40505
20 1 2 1 0.00143 -0.80713 0.41959
21 1 2 1 0.00346 -0.80097 0.42315
22 1 2 1 0.00611 -0.76367 0.44506
23 2 1 1 0.00741 -0.75219 0.45194
24 1 2 1 0.06739 -0.73367 0.46315
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= B R L b b s bbb BB B B 5 b L b jual 4 9
sgéegaégzzagzsségzésg z 5 L
S BE BE B B K S P M P RPPRREBEPVRLPRP R B o 3
po Nl N 21 0l L ) N Lo L
25 1 1 0.01313 -0.73146 0.4645
26 2 1 0.00608 -0.70146 0.48302
27 2 1 0.00249 -0.5229 0.60104
28 1 1 0.00224 -0.51495 0.60659
29 2 2 0.04562 -0.44887 0.65352
30 2 1 0.00186 -0.36643 0.71405
31 2 1 0.00149 -0.31901 0.74972
32 1 2 0.011 -0.3166 0.75155
33 1 1 0.017 -0.30583 0.75973
34 1 2 0.00507 -0.28518 0.77551
35 2 1 0.00227 -0.28503 0.77562
36 1 2 0.00281 -0.27457 0.78364
37 1 2 0.0061 -0.25585 0.79806
38 1 1 0.00822 -0.2405 0.80994
39 1 1 0.00134 -0.23007 0.81804
40 1 1 0.00121 -0.22709 0.82035
41 1 2 0.0037 -0.17345 0.8623
42 1 1 0.00151 -0.14767 0.8826
43 1 1 0.00892 -0.1299 0.89665
44 2 1 0.01316 -0.02069 0.9835
45 2 2 0.00428 -0.00632 0.99496
46 2 1 0.00328 0.13875 0.88965
47 1 2 0.00313 0.16046 0.87252
48 2 2 0.00573 0.17208 0.86338
49 2 1 0.049 0.19585 0.84473
50 1 1 0.02583 0.2577 0.79664
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51

0.02044

0.28555

0.77522

52

0.00171

0.28957

0.77214

53

0.00123

0.3028

0.76204

54

0.01263

0.31631

0.75177

55

0.01178

0.33026

0.7412

56

0.00134

0.35621

0.72168

57

0.00592

0.40086

0.68852

58

0.00433

0.4154

0.67785

59

0.0031

0.44959

0.653

60

0.00277

0.45302

0.65054

61

0.0012

0.45567

0.64863

62

0.00133

0.47611

0.634

63

0.01272

0.56408

0.5727

64

0.00145

0.56866

0.56959

65

0.00256

0.57114

0.5679

66

0.00152

0.57271

0.56684

67

0.00162

0.59289

0.55326

68

0.0012

0.60013

0.54842

69

0.01069

0.60803

0.54317

70

0.01546

0.61678

0.53738

71

0.01464

0.6631

0.50727

72

0.08504

0.73736

0.4609

73

0.00181

0.75962

0.44748

74

0.00734

0.79844

0.42461

75

0.00965

0.81113

0.41729

76

0.00297

0.81173

0.41695
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=B B L B B A A A A % b B e 4 3

S E E B R E E FEREEREE E S 5 R 8 ] =

N ) 5 B P b PN B P NPPE b N B B P c o )

E FE BE L B K S P M P RPPRREBEPVRLPRP R B o -

> N o N N - jo - = (o N g - - =3 - = =} o po =1

] N — N P o ul L po al =3 =l P P ~ I~ N N N = N

N ~ P =} P =] - jo P N P o =) w o = N = jo -3

bo [ N P b b p N N [n

77 1 1 0.00194 0.81441 0.41541
78 1 1 0.00238 0.90942 0.36313
79 2 1 0.00131 0.94852 0.34287
80 1 1 0.00232 1.01597 0.30964
81 2 1 0.00619 1.03848 0.29905
82 1 2 0.00193 1.05699 0.29052
83 1 1 0.01353 1.14755 0.25115
84 2 1 0.00341 1.16847 0.24262
85 1 1 0.00124 1.338 0.1809
86 1 1 0.00419 1.48289 0.1381
87 1 2 0.00458 1.5563 0.11964
88 1 1 0.00124 1.74704 0.08063
89 2 2 0.00234 1.88326 0.05966
90 1 2 0.00279 1.9844 0.04721
91 1 2 0.00136 2.01303 0.04411
92 1 2 0.00602 2.30254 0.0213
93 1 2 0.00152 2.33094 0.01976
94 1 1 0.03569 3.83599 0.00013
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Insulinelimination.

C.

kR A P REEEREERER LR EE 3 g h3

§§é§§§é§§§§i§§§é§§;§ £ : 3

po o N P P al P N - -

1 1 2 1 0.00521 | -2.1539 0.03125
2 1 2 1 0.049 -2.02977 | 0.04238
3 1 2 1 0.00641 | -196907 | 0.04895
4 1 1 1 0.00121 | -184589 | 0.06491
5 1 1 2 0.00462 | -180113 | 0.07168
6 1 2 2 000573 | -L58799 | 0.11229
7 1 2 1 0.00285 | -154877 | 0.12144
8 1 2 1 000611 | -138596 | 0.16576
9 1 1 1 001069 | -138525 | 0.16597
10 1 2 2 0.08124 | -135314 | 0.17601
11 1 2 1 000135 | -1.33087 | 0.18323
12 1 1 1 0.01698 | -128438 | 0.19901
13 1 2 1 00012 | -122792 | 0.21948
14 1 2 1 001317 | -11769 0.23924
15 2 1 1 000134 | -111317 | 0.26563
16 1 1 1 0.00892 | -1.08895 | 0.27618
17 1 2 1 0.00709 | -1.07755 | 0.28124
18 2 1 1 000171 | -L07732 | 0.28134
19 1 1 2 0.011 -1.0075 031369
20 2 1 2 000281 | -0.95623 | 0.33896
21 2 1 1 0.00357 | -0.9074 0.3642
22 2 1 1 0.00134 | -0.8795 037913
23 1 2 1 0.00168 | -0.7965 0.42574
24 2 1 2 00061 | -0.77553 | 0.43803
25 2 1 2 0.00965 | -0.76188 | 0.44613
26 2 1 1 000134 | -0.74467 | 0.45647
27 2 1 1 0.00741 | -0.71454 | 0.47489
28 2 1 1 0.00124 | -0.66342 | 0.50706
29 1 2 1 0.00608 | -0.65811 | 0.51047
30 1 2 1 000227 | -0.63017 | 0.52858
31 1 2 1 0.00297 | -0.62901 | 0.52934
32 1 2 2 000234 | -0.45728 | 0.64747
33 2 1 2 0.00162 | -0.44625 | 0.65542
34 1 1 2 0.00602 | -0.39692 | 0.69143
35 1 1 1 0.00145 | -0.3886 0.69757
36 1 2 1 000133 | -0.38272 | 0.70193
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MaIM-d

37

0.00458

-0.23738

0.81236

38

0.00158

-0.20724

0.83582

39

0.01262

-0.13782

0.89038

40

0.00346

-0.13372

0.89362

41

0.00143

-0.13313

0.89409

42

0.00592

-0.11539

0.90814

43

0.00123

-0.10609

0.91551

44

0.00149

-0.09289

0.92599

45

0.00279

-0.04805

0.96167

46

0.0674

0.00872

0.99304

47

0.00328

0.04988

0.96022

48

0.00225

0.14571

0.88415

49

0.00154

0.16064

0.87238

50

0.05933

0.1913

0.84829

51

0.00143

0.22752

0.82002

52

0.00433

0.24507

0.8064

53

0.01395

0.29275

0.76971

54

0.00151

0.31572

0.75221

55

0.00277

0.33061

0.74094

56

0.02044

0.3609

0.71817

57

0.00577

0.39641

0.6918

58

0.00621

0.41344

0.67928

59

0.00735

0.45026

0.65253

60

0.00134

0.4514

0.6517

61

0.00341

0.52326

0.60079

62

0.00225

0.52389

0.60035

63

0.00193

0.57674

0.56412

64

0.01313

0.58176

0.56073

65

0.0031

0.68678

0.49222

66

0.04562

0.72172

0.47047

67

0.00238

0.77922

0.43585

68

0.01353

0.83769

0.4022

69

0.00152

0.88925

0.37387

70

0.00249

0.95387

0.34015

71

0.08504

0.95451

0.33982

72

0.00153

1.06304

0.28776

73

0.0012

1.17289

0.24084

74

0.00313

1.19019

0.23397
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75

0.02582

1.32716

0.18446

76

0.01178

1.35092

0.17672

77

0.00232

1.37961

0.16771

78

0.00279

1.38352

0.1665

79

0.00822

1.40446

0.16018

80

0.00194

1.41229

0.15786

81

0.0037

1.44751

0.14776

82

0.01465

1.46825

0.14204

83

0.00507

1.48921

0.13643

84

0.00124

1.55168

0.12074

85

0.00428

1.56918

0.1166

86

0.01272

1.60412

0.10869

87

0.00181

1.60548

0.10839

88

0.00419

1.69217

0.09061

89

0.00131

1.7187

0.08567

90

0.01545

1.73672

0.08244

91

0.00136

1.74968

0.08017

92

0.00186

1.98506

0.04714

93

0.03569

3.07321

0.00212

94

0.00256

3.75875

0.00017
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Subkutanes Fett

[A92% 4442
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0.03603

-2.50871

0.01212

0.01436

-2.33072

0.01977

0.00274

-2.33002

0.01981

0.00576

-2.08299

0.03725

0.0014

-2.06831

0.03861

0.01346

-2.02351

0.04302

0.00141

-1.90689

0.05654

0.0012

-1.5186

0.12886

0.00218

-1.45434

0.14585

10

0.0155

-1.41008

0.15852

11

0.00119

-1.33832

0.18079

12

0.08524

-1.21356

0.22492

13

0.01108

-1.20614

0.22776

14

0.00237

-1.17096

0.24161

15

0.00417

-1.0791

0.28054

16

0.0256

-1.00235

0.31618

17

0.00131

-0.88129

0.37816

18

0.01496

-0.81878

0.41291

19

0.00337

-0.80847

0.41882

20

0.00128

-0.75521

0.45012

21

0.00582

-0.74927

0.4537

22

0.00148

-0.66054

0.50891

23

0.00145

-0.63188

0.52746

24

0.00131

-0.54654

0.58469

25

0.00792

-0.54227

0.58763

26

0.00118

-0.4953

0.62039

27

0.0502

-0.44226

0.6583

28

0.00188

-0.43524

0.66339

29

0.00342

-0.42493

0.67089

30

0.00491

-0.38313

0.70162

31

0.00581

-0.32989

0.74148

32

0.00391

-0.29919

0.7648

33

0.00321

-0.21882

0.82679

34

0.0018

-0.1393

0.88921

35

0.00305

-0.10421

0.91701

36

0.00443

-0.09156

0.92705
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37

0.01158

-0.05204

0.9585

38

0.00302

-0.04908

0.96086

39

0.00738

-0.04373

0.96512

40

0.00195

-0.00827

0.9934

41

0.00146

-0.00819

0.99346

42

0.00293

0.01528

0.98781

43

0.01211

0.02053

0.98362

44

0.0014

0.03135

0.97499

45

0.00623

0.03622

0.9711

46

0.00117

0.05869

0.9532

47

0.00582

0.09632

0.92327

48

0.00126

0.16044

0.87253

49

0.00166

0.20631

0.83655

50

0.00151

0.24877

0.80354

51

0.0462

0.2634

0.79224

52

0.00117

0.26853

0.78829

53

0.00127

0.27924

0.78006

54

0.00228

0.29165

0.77055

55

0.06744

0.32114

0.74811

56

0.00174

0.32512

0.74509

57

0.00147

0.36181

0.71749

58

0.00294

0.36244

0.71702

59

0.00148

0.3789

0.70476

60

0.01398

0.38285

0.70183

61

0.00412

0.43186

0.66584

62

0.00164

0.43957

0.66025

63

0.00403

0.46998

0.63837

64

0.00122

0.52113

0.60227

65

0.01206

0.53824

0.59041

66

0.00131

0.54379

0.58659

67

0.00963

0.55193

0.581

68

0.01295

0.57843

0.56297

69

0.00645

0.59648

0.55085

70

0.0013

0.66958

0.50313

71

0.00449

0.67134

0.502

72

0.05815

0.70551

0.48049

73

0.00227

0.71834

0.47255

74

0.00125

0.72357

0.46933

71
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75

0.00265

0.82611

0.40874

76

0.0168

0.84487

0.39818

77

0.00337

0.90013

0.36805

78

0.00217

0.91461

0.3604

79

0.02002

0.93814

0.34817

80

0.01328

0.96201

0.33604

81

0.00316

0.97824

0.32795

82

0.00289

1.06715

0.2859

83

0.00551

1.08227

0.27913

84

0.00248

1.0886

0.27633

85

0.00591

1.09874

0.27188

86

0.00592

1.17637

0.23945

87

0.00144

1.18125

0.2375

88

0.00684

1.2163

0.22387

89

0.00343

1.24166

0.21436

90

0.08023

1.26728

0.20506

91

0.00925

1.46038

0.14419

92

0.00589

1.62652

0.10384

93

0.00142

1.64311

0.10036

94

0.00145

1.66528

0.09586

95

0.00217

1.67249

0.09443

96

0.00692

1.91401

0.05562
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kR A P REEEREERER LR EE 3 g h3

§§é§§§é§§§§i§§§é§§;§ £ : 3

po o N P P al P N - -

1 2 1 2 0.00459 | -3.8739 0.00011
2 2 1 1 0.03545 | -2.33335 | 0.01963
3 1 1 2 001045 | -2.08792 | 0.03681
4 1 1 1 00031 | -1.86981 | 0.06151
5 2 1 1 0.02769 | -1.60548 | 0.10839
6 2 1 2 000575 | -1.48507 | 0.13753
7 2 1 1 0.00639 | -1.41848 | 0.15605
8 2 1 2 0.00567 | -1.22042 | 0.21892
9 1 2 1 004823 | -1.16236 | 0.24509
10 2 1 2 0.00364 | -1.14267 | 0.25317
11 1 2 2 00629 | -1.10856 | 0.26762
12 2 1 1 009273 | -1.10432 | 0.26945
13 2 1 1 001234 | -1.0994 0.27159
14 2 1 1 0.01468 | -1.03489 | 0.30072
15 2 1 1 0.00367 | 0.97201 | 033104
16 2 1 1 001131 | -0.93149 | 03516
17 2 1 1 00117 | -0.91797 | 0.35864
18 2 1 1 000299 | 0.91222 | 0.36165
19 1 2 2 0.01376 | -0.84888 | 0.39595
20 2 1 1 0.00423 | -0.66619 | 0.50529
21 1 2 2 0.00419 | -0.6565 05115
22 1 1 1 00073 | -0.63714 | 0.52403
23 2 1 1 00114 | -0.60804 | 0.54316
2 1 2 1 000330 | -0.58836 | 0.55629
25 2 1 2 0.00466 | -0.41183 | 0.68046
26 2 1 1 001734 | -0.17412 | 0.86177
27 1 2 1 0.00828 | -0.16761 | 0.86689
28 2 1 2 0.00356 | -0.13787 | 0.89035
29 1 2 1 0.00514 | -0.03855 | 0.96925
30 2 1 1 000385 | 0.02969 | 0.97631
31 1 2 1 0.00374 | 0.09845 | 0.92158
32 1 2 1 0.00975 | 0.10688 | 0.91488
33 2 1 2 0.00847 | 0.13564 | 0.8921
34 1 2 1 001161 | 0.13942 | 0.88912
35 2 1 1 0.00565 | 0.20233 | 0.83966
36 1 1 2 001432 | 0.30846 | 0.75773
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0.00891

0.33513

0.73752

38

0.04326

0.64262

0.52047

39

0.00729

0.65861

0.51015

40

0.00334

0.6603

0.50906

41

0.00476

0.77565

0.43796

42

0.00625

0.80006

0.42368

43

0.0054

0.80679

0.41979

44

0.01371

0.89769

0.36935

45

0.07596

1.09557

0.27327

46

0.00613

1.41592

0.1568

47

0.00385

1.42302

0.15473

48

0.07013

1.90715

0.0565

49

0.00717

2.02215

0.04316

50

0.00699

2.05928

0.03947

51

0.005

2.07242

0.03823

52

0.00354

2.14471

0.03198

53

0.00319

2.35098

0.01872

54

0.02745

3.03164

0.00243
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21006

Ham-d|

0.03597

-2.50033

0.01241

0.00274

-2.33003

0.0198

0.01436

-2.32713

0.01996

0.0014

-2.07388

0.03809

0.00579

-2.07204

0.03826

0.01346

-2.01761

0.04363

0.00139

-1.88809

0.05901

0.0012

-1.51859

0.12887

0.00218

-1.45433

0.14585

10

0.01549

-1.40921

0.15877

11

0.00119

-1.33532

0.18177

12

0.08524

-1.21429

0.22464

13

0.01108

-1.20595

0.22784

14

0.00238

-1.16654

0.24339

15

0.00417

-1.07917

0.28051

16

0.0256

-1.00326

0.31574

17

0.00131

-0.88202

0.37777

18

0.01496

-0.81801

0.41335

19

0.00337

-0.8105

0.41765

20

0.00128

-0.75518

0.45014

21

0.00582

-0.74911

0.45379

22

0.00148

-0.66057

0.50889

23

0.00145

-0.63163

0.52763

24

0.00131

-0.5477

0.5839

25

0.00792

-0.54266

0.58736

26

0.00116

-0.46275

0.64354

27

0.0502

-0.44219

0.65835

28

0.00188

-0.43583

0.66296

29

0.00342

-0.42485

0.67095

30

0.00491

-0.38319

0.70158

31

0.00581

-0.32908

0.7421

32

0.00391

-0.29934

0.76468

33

0.00321

-0.21904

0.82662

34

0.0018

-0.13982

0.8888

35

0.00305

-0.10381

0.91732

36

0.00443

-0.09221

0.92653
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37

0.01158

-0.05194

0.95858

38

0.00302

-0.0498

0.96028

39

0.00738

-0.04367

0.96517

40

0.00195

-0.00748

0.99403

41

0.00143

-0.00027

0.99978

42

0.00293

0.01533

0.98777

43

0.01211

0.01985

0.98416

44

0.0014

0.03154

0.97484

45

0.00623

0.03568

0.97154

46

0.00117

0.0588

0.95311

47

0.00582

0.09619

0.92337

48

0.00126

0.16049

0.8725

49

0.00166

0.20598

0.8368

50

0.00151

0.24876

0.80354

51

0.00117

0.26847

0.78833

52

0.0462

0.27249

0.78524

53

0.00127

0.27925

0.78005

54

0.00228

0.29158

0.77061

55

0.00174

0.32506

0.74514

56

0.06749

0.32645

0.74408

57

0.00294

0.36105

0.71806

58

0.00147

0.36189

0.71743

59

0.00148

0.37892

0.70475

60

0.014

0.38775

0.6982

61

0.00412

0.43183

0.66587

62

0.00403

0.45287

0.65064

63

0.00161

0.496

0.61989

64

0.00122

0.52169

0.60189

65

0.01204

0.52626

0.59871

66

0.00132

0.53491

0.59271

67

0.00963

0.55184

0.58106

68

0.01295

0.57834

0.56304

69

0.00645

0.59697

0.55053

70

0.00449

0.66913

0.50341

71

0.0013

0.66962

0.5031

72

0.05819

0.68957

0.49046

73

0.00227

0.71847

0.47247

74

0.00125

0.72371

0.46924
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0.00265

0.82592

0.40885

76

0.01677

0.83423

0.40415

77

0.00336

0.9044

0.36578

78

0.00218

0.92019

0.35748

79

0.02002

0.93871

0.34788

80

0.01329

0.95043

0.34189

81

0.00316

0.97843

0.32786

82

0.00289

1.06766

0.28568

83

0.00551

1.08194

0.27928

84

0.00248

1.08863

0.27632

85

0.00591

1.09825

0.2721

86

0.00592

1.17665

0.23933

87

0.00144

1.18127

0.2375

88

0.00685

1.21699

0.22361

89

0.00343

1.24164

0.21437

90

0.0802

1.27465

0.20243

91

0.00925

1.46028

0.14421

92

0.00143

1.61581

0.10613

93

0.00588

1.62479

0.10421

94

0.00145

1.66534

0.09584

95

0.00217

1.6726

0.09441
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0.00692

1.91408

0.05561
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