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1. Einleitung

1.1 Die Bipolare Stérung

Die Bipolare Stérung gehdrt mit einer Lebenszeitpravalenz von etwa 1-2 % zu den hau-
figsten psychiatrischen Erkrankungen weltweit (Merikangas et al., 2011). Etwa 50 Millio-
nen Menschen sind auf der ganzen Welt von dieser Erkrankung betroffen (O’Connell und
Coombes, 2021). Das mittlere Erkrankungsalter liegt dabei um das 20. Lebensjahr
(O’Connell und Coombes, 2021), wobei ein niedrigeres Erkrankungsalter mit einer
schlechteren Prognose assoziiert ist (Joslyn et al., 2016). Die Erkrankung besteht haufig
ein Leben lang (Budde et al., 2017). Laut dem Bericht des Global Burden of Disease ge-
hort die Bipolare Storung zu den 30 fuhrenden Grinden fur eine Einschrankung im Alltag
(GBD 2015 Disease and Injury Incidence and Prevalence Collaborators, 2016). Zusam-
men mit der Unipolaren Depression wird die Bipolare Storung zu den affektiven Stérungen
gezahlt, ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal besteht dabei in dem wiederholten
Wechsel von (hypo-)manischen Episoden und depressiven oder euthymischen Phasen,
der die Bipolare Stérung typischerweise kennzeichnet (O’Connell und Coombes, 2021).
Die Krankheit kann klinisch in die Bipolar-I-Stérung und die Bipolar-II-St6érung unterteilt
werden (American Psychiatric Association, 2013). Bei der Bipolar-I-Stérung besteht hau-
fig ein Wechsel zwischen depressiven und manischen Phasen. Die Bipolar-11-Stérung hin-
gegen ist durch das Auftreten von mindestens einer depressiven und einer hypomani-
schen Phase (Episoden einer milderen Auspragung der Manie) im Leben charakterisiert,
ohne dass eine manische Episode auftritt (American Psychiatric Association, 2013, s.
Abb. 1, S. 10). Klinische und diagnostische Parallelen bestehen bei der Bipolaren Stérung
laut DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V, Diagnostisches und
Statistisches Manual Psychischer Stérungen V, American Psychiatric Association, 2013)
zu der Schizoaffektiven Stérung, bei der Betroffene sowohl unter psychotischen Sympto-
men als auch unter manischen oder depressiven Phasen leiden kénnen (American Psych-
latric Association, 2013). Daruber hinaus bestehen bei der Bipolaren Stérung haufig
Komorbiditaten zu anderen psychiatrischen Erkrankungen wie verschiedenen Angststo-
rungen (Yapici Eser et al., 2018), der Borderline-Personlichkeitsstorung (Frias et al.,
2016) oder Alkohol- und Drogenmissbrauch (Salloum und Brown, 2017).
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Abb. 1. Symptome der affektiven Stérungen. Adaptiert von O’Connell und Coombes,
2021

1.2 Genetische Grundlagen

In der Humangenetik wird zwischen dem Genotypen, der Gesamtheit der Erbinformation,
und dem Phanotypen, der klinischen Erscheinungsform, unterschieden (Hoffmeister,
2022a). Trager der Erbinformation sind dabei insbesondere die im Zellkern des Menschen
befindlichen Chromosomen, die aus Desoxyribonukleinsaure (Deoxyribonucleic Acid,
DNA) und unterschiedlichen Proteinen bestehen (Hoffmeister, 2022a). Das Genom eines
Menschen besteht typischerweise aus 23 Chromosomenpaaren, von denen 22 Paare so-
genannte Autosomen (= Kdrperchromosomen) und ein Paar sogenannte Gonosomen
(= Geschlechtschromosomen, XY fir den mannlichen Phanotyp oder XX fur den weibli-
chen Phéanotyp) darstellen. Jeweils ein Chromosom pro Paar stammtaus dem vaterlichen
Erbgut, und eines aus dem mdtterlichen Erbgut (Hoffmeister, 2022a). Ein Gen stellt einen
Abschnitt der DNA dar, der fir die Auspragung eines bestimmten Merkmals verantwortlich
ist (Hoffmeister, 2022a). Ist ein Gen auf beiden Chromosomen gleich ausgepragt, spricht
man von Homozygotie, das Individuum besitzt in diesem Fall zwei gleiche sogenannte
Allele. Befinden sich zwei verschiedene Auspragungen (= Allele) desselben Gens auf dem
entsprechenden Ort der Chromosomen, ist das Individuum heterozygot fur das Merkmal
und besitzt dementsprechend zwei verschiedene Allele (Hoffmeister, 2022b; Hoffmeister,
2022c). Der Vererbungsmodus der Allele kann "rezessiv' oder "dominant” sein
(Hoffmeister, 2022b). Ein dominantes Allel setzt sich bei Vorliegen zweier verschiedener
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Allele durch, das rezessive Allel wird dabei durch das dominante Allel Gberdeckt. Ein
rezessives Allel kommt dementsprechend in der Regel nur bei Homozygotie zur
phanotypischen  Auspragung (Hoffmeister, 2022b). Fuhren verschiedenartige
Merkmalsauspragungen innerhalb eines Gens oder an verschiedenen Genorten (auch
"Genloci”) jeweils zum identischen Phanotyp, spricht man von Heterogenie oder
Heterogenitat (Spektrum Akademischer Verlag, 1999). Ob ein Phanotyp sich auspragt,
hangt auch von der sogenannten Penetranz ab: Sie gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit
der eine bestimmte genetische Veranderung zum Phanotypen fiuhrt (Giudicessi und
Ackerman, 2013).

Der DNA-Strang besteht im Wesentlichen aus einer Abfolge von vier verschiedenen Ba-
sen (Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin), die sich jeweils mit einer komplementaren
Base (Adenin zu Thymin, Cytosin zu Guanin) Uber Wasserstoffbriickenbindungen verbin-
den und so eine Doppelhelix bilden (Hoffmeister, 2022c). Als "Ruckgrat" der Basen fun-
gieren jeweils ein Kohlenhydratmolekll (Desoxyribose mit einer freien Hydroxidgruppe
am 3'-Ende) und eine Phosphatgruppe am 5. Kohlenstoffatom der Desoxyribose (5'-
Ende). Die Kombination aus Base, Kohlenhydrat und Phosphat bezeichnet man als Nu-
kleotid (Hoffmeister, 2022c). Ein neues Nukleotid kann immer nur an einem freien 3'-OH-
Ende angeknipft werden, beispielsweise wahrend der Amplifikation der DNA mittels Po-
lymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR). Ein 3'-OH (Hydroxid)- Ende
und ein 5'-P (Phosphat)-Ende stehen sich dabei stets gegenuber, d.h. der Aufbau des
DNA-Doppelstrangs ist antiparallel (Hoffmeister, 2022c).

Um die Basenabfolge der DNA in ein funktionsfahiges Protein zu Ubersetzen, wird die
DNA in einem ersten Schritt mithilfe einer RNA (Ribonucleic Acid, Ribonukleinséure)-Po-
lymerase zunachst in mRNA (messenger-RNA) umgeschrieben. Dieser Vorgang wird als
Transkription bezeichnet (Hoffmeister, 2022c). Zur Bildung der reifen mRNA werden nicht-
kodierende Regionen (Introns) gezielt herausgeschnitten, sodass nur die kodierenden
Regionen (Exons) verbleiben. Dieser Vorgang wird als SpleiRen bezeichnet und ge-
schieht an den Grenzen zwischen Exonen und Intronen, den sogenannten Spleil3stellen
(Hoffmeister, 2022c). Die fertige mMRNA wird im Anschluss aus dem Zellkern zu den Ribo-
somen, dem Ort der eigentlichen Proteinsynthese, transportiert und dient dort als "Bau-
plan” fur das Protein (Hoffmeister, 2022c). Im zweiten Schritt der Proteinbiosynthese, der
Translation, wird die Basenabfolge der mRNA schlie3lich in eine Aminoséuresequenz



12

Ubersetzt. Drei aufeinanderfolgende Basen kodieren dabei jeweils flir eine Aminosaure,

mehrere Aminosauren bilden schlie3lich das Protein (Hoffmeister, 2022c).

Veranderungen der Basenabfolge, die je nach Ausmal} zur Fehlfunktion des Proteins fih-
ren kbnnen, nennt man Mutationen bzw. Varianten. Bei den sogenannten Punktmutatio-
nen ist jeweils eine Base durch eine andere ausgetauscht (Hoffmeister, 2022d). Hierbei
unterscheidet man zwischen stummen oder synonymen Mutationen, die keine Auswir-
kung auf die Ausbildung der Aminosauresequenz haben, sogenannten Missense-Muta-
tionen, die zum Einbau einer falschen Aminosaure in das Protein fihren, und sogenann-
ten Stoppmutationen, die die Ubersetzung der Basensequenz in das Protein durch Einbau
eines Stoppcodons frihzeitig beenden. Bei einer Missense-Mutation kann die Protein-
funktion verandert sein, bei einer Stoppmutation ist das gebildete Protein oft unvollstandig
und funktionslos (Hoffmeister, 2022d), alternativ wird die Bildung eines verkurzten Pro-
teins durch den sogenannten nonsense-mediated decay verhindert (Lykke-Andersen und
Jensen, 2015). Beim Verlust (Deletion) oder Hinzufligen (Insertion) von einer oder meh-
reren Basen kann das Leseraster wahrend der Proteinbiosynthese verschoben sein (Ras-
terschub-Mutation). Es entsteht dabei eine komplett neue Aminosauresequenz, die die
Funktion des Proteinprodukts ebenfalls beeinflussen kann. Bei einer Insertion oder De-
letion von genau drei Basen ist das Leseraster nicht gestort (Inframe-Mutation), es wird
allerdings eine zusatzliche Aminoséure eingebaut bzw. es kommt zum Wegfall einer Ami-

nosaure (Hoffmeister, 2022d).

Wie schéadlich eine genetische Variante fur die phanotypische Auspragung ist, kann mit-
hilfe von verschiedenen bioinformatischen Methoden dargestellt werden. Ein hilfreiches
Programm ist beispielsweise PolyPhen2, welches die mdégliche Auswirkung einer Amino-
sauresubstitution auf die Struktur und die Funktion des Proteins vorhersagen kann
(Adzhubei et al., 2013). Ein weiterer Parameter fur die Einstufung von phéanotypischer
Relevanz stellt der CADD (Combined Annotation Dependent Depletion)-Score dar, der
die funktionelle Relevanz von sowohl Punktmutationen als auch von Insertionen/Deletio-

nen im menschlichen Genom anhand eines Wertes abbilden kann (Rentzsch et al., 2019).

Zusatzlich zu den kodierenden Regionen (exonische Regionen) besteht die menschliche
DNA zu grof3en Teilen aus nichtkodierenden Regionen (intronische und intergenische Re-

gionen). Aussagen zur funktionellen Relevanz von Varianten in diesen nichtkodierenden
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Regionen sind schwierig, bisherige Studien konnten aber u. a. regulatorische Effekte auf

die Methylierung und Expression benachbarter Gene zeigen (z. B. Schulz et al., 2017).

In den Jahren 1995 bis 2005 konnte man mittels DNA-Sequenziermethoden das mensch-
liche Genom weitestgehend entschlisseln (Hoffmeister, 2022c). Bei diesen Sequenzier-
methoden wird die DNA zunachst denaturiert. Mithilfe von verschiedenen Enzymen (Po-
lymerase, Ligase, Exonuklease) konnen DNA-Abschnitte synthetisiert, zusammengefuhrt
und auch abgeschnitten werden (Hoffmeister, 2022c). Als Startmolekil fur die DNA-Syn-
these werden sogenannte DNA-Primer bendétigt: Diese stellen kurze Basensequenzen
dar, die zu einem Teil der Zielsequenz komplementar sind und als Startmolekule fur die
Verlangerung des DNA-Strangs dienen (Hoffmeister, 2022c). Nach Zugabe der bendtig-
ten Enzyme und der einzelnen Basen entsteht ein zur Basensequenz komplementérer

DNA-Strang, der auf die urspringliche Sequenz schliel3en lasst (Hoffmeister, 2022c).

Eine konventionelle Sequenziermethode stellt beispielsweise die Kettenabbruchmethode
nach Sanger dar (Hoffmeister, 2022c, s. Abb. 2, S. 14). Hier werden der Reaktion modifi-
zierte Basen zugegeben, die jeweils keine weitere Basenbindung zulassen. Das Ergebnis
sind verschieden lange DNA-Fragmente, die anschlieBend in einer Gelelektrophorese

sichtbar gemacht werden kdénnen (Hoffmeister, 2022c).
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Abb. 2: Sequenziermethode nach Sanger.

Aus: Hoffmeister, 2022: Freies Lehrbuch: Einfihrung in die Biologie (fur die Sekundarstufe
1 und 2). Kapitel 08.12: Molekulare Grundlagen der Vererbung (Molekulargenetik).
Abgedruckt nach der GNU-Lizenz flr freie Dokumentation
(https://www.gnu.org/licenses/fdl-1.3.txt).

ddA: DiDesoxyAdenosintriphosphat, ddC: DiDesoxyCytidintriphosphat,
ddG: DiDesoxyGuanosintriphosphat, ddT: DiDesoxyThymidintriphosphat
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Fur die Sequenzierung von grol3en Patienten- und Kontrollkollektiven bieten sich aller-
dings Next-Generation-Sequencing (NGS)-Technologien an (Behjati und Tarpey, 2013).
Im Gegensatz zur konventionellen Sanger-Sequenzierung besitzen diese eine hohe Se-
guenzierkapazitat und -geschwindigkeit. Die in dieser Arbeit verwendete innovative
smMIPs-(single molecule Molecular Inversion Probes)-Technologie ist eine am Institut fur
Humangenetik des Universitatsklinikums Bonn etablierte Sequenziermethode und stellt
durch die parallele Bearbeitung von einer grof3en Anzahl an DNA-Proben eine sehr effizi-
ente und kostenglnstige Mdglichkeit der Resequenzierung dar. Hierdurch wird ebenfalls

eine besonders hohe diagnostische Sensitivitat erreicht (Hiatt et al., 2013).

1.3 Stand der Forschung

Die molekularbiologischen Vorgange, die zur Entstehung der Bipolaren Storung beitra-
gen, sind bisher weitestgehend ungeklart (Forstner et al., 2020b). Bekannt ist allerdings,
dass der Bipolaren Storung eine multifaktorielle Genese zugrunde liegt, bei der sowohl
Umweltfaktoren als auch ein genetischer Hintergrund zur Pathophysiologie der Erkran-
kung beitragen (Craddock und Sklar, 2013). Aus den bisher durchgefuhrten formalgene-
tischen Studien ist bekannt, dass der Anteil des genetischen Beitrags bei der Bipolaren
Stérung auf bis zu 85 % geschatzt wird (Bienvenu et al., 2011; Budde et al., 2017; Lee et
al., 2011). Von der Identifizierung genetischer Varianten bei der Bipolaren Storung erhofft
man sich vor allem, die der Erkrankung zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
naher zu verstehen. Dies konnte dazu beitragen, mdgliche Zielstrukturen fir Medikamente
zu identifizieren, um Patienten eine moglichst individualisierte Therapie anbieten zu kon-
nen (Goes, 2016).

Durchbriche in der Analyse der genetischen Grundlagen der Bipolaren Stérung erzielte
man mit sogenannten genomweiten Assoziationsstudien (Genome-Wide Association Stu-
dies, GWAS), in welchen man genomweit die Unterschiede zwischen Erkrankten und Ge-
sunden auf Ebene von Einzelbasenpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms,
SNPs) untersucht. Die SNPs stellen haufig (MAF (Minor Allele Frequency)>1 %) im Ge-
nom vorkommende Veranderungen dar (Cichon et al., 2011; Mihleisen et al., 2014). Eine
grolRe GWAS des Psychiatric Genomics Consortiums (PGC), zu der Mitarbeiter des Insti-
tuts fir Humangenetik des Universitatsklinikums Bonn beigetragen haben, fasste im Jahr

2019 Daten von insgesamt etwa 29.000 Patienten mit Bipolarer Stérung und etwa 169.000
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gesunden Kontrollpersonen zusammen. In dieser Studie wurden insgesamt 30 genomweit
signifikante Genloci fur die Bipolare Storung identifiziert, darunter 20 vorher unbekannte
Loci (Stahl et al., 2019). In einer weiteren GWAS von Mullins et al. (2021) konnten in einer
Untersuchung von uber 40.000 Patienten und tber 300.000 Kontrollpersonen insgesamt
64 assoziierte genomische Loci identifiziert werden. In dieser Studie ergab sich fur die
Bipolare Storung eine SNP-basierte Heritabilitdt von 18,6 % (Mullins et al., 2021).

Studien belegen weiterhin, dass die (meist in nicht-kodierenden Regionen befindlichen)
Einzelbasenpolymorphismen Einfluss auf bestimmte Stoffwechselwege ausiben kénn-
ten. Unter anderem konnten Zusammenh&nge mit der Insulinsekretion, dem Endocan-
nabinoidsignalweg (Stahl et al., 2019), der Kalziumsignallibertragung (Psychiatric GWAS
Consortium Bipolar Disorder Working Group, 2011), dem glutamatergen System
(Nurnberger et al., 2014), der neuronalen Entwicklung und kleinen, nichtkodierenden Ri-
bonukleinsduren (microRNAs) nachgewiesen werden (Forstner et al., 2015; Mihleisen et
al., 2018; Network and Pathway Analysis Subgroup of Psychiatric Genomics Consortium,
2015).

Die in den GWAS nachgewiesenen haufigen Varianten sind durch eher kleine Effektstar-
ken gekennzeichnet und erklaren lediglich etwa 20-30 % der phanotypischen Varianz der
Bipolaren Stérung (Mullins et al., 2021; Stahl et al., 2019). Die ldentifizierung von seltenen
Varianten (MAF <1 %) in proteinkodierenden Genen ist daher insofern ebenfalls interes-
sant, da diese eventuell eine hohere Penetranz aufweisen und so ein erhdhtes individu-
elles Erkrankungsrisiko vermitteln kdnnten (Budde et al., 2017). Aufgrund der grol3eren
Effektstarke eignen sich diese Varianten besonders gut fir nachfolgende funktionelle
Analysen wie z. B. Untersuchungen im zellularen System oder in Modellorganismen
(Budde et al., 2017).

Besteht bei einer seltenen Variante ein Austausch von lediglich einer Base, spricht man
von einer Einzelbasenvariante (Single Nucleotide Variant, SNV) (Budde et al., 2017).
Auch Deletionen und Insertionen kdnnen seltene Varianten darstellen, man spricht von
kleineren InDels oder grof3eren Kopienzahlvarianten (Copy Number Variants, CNVs), die
etwa eine Kilobase bis mehrere Megabasenpaare lang sein kdbnnen und haufig mehrere
Gene betreffen (Budde et al., 2017). Seltene CNVs konnten beispielsweise bereits von

Marshall et al. (2017) als Risikofaktoren fir die Schizophrenie beschrieben werden. Fur
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die Bipolare Stbérung ergab sich in einer durchgefuhrten Metaanalyse von Green et al.
(2016) fur drei CNVs eine Assoziation, nach Korrektur fir multiples Testen verblieb aller-
dings lediglich fur die Duplikation am chromosomalen Locus 16p11.2 ein signifikantes Si-
gnal. In einer neueren Studie von Toma et al. (2018) mit 15 mehrfach betroffenen Familien
wurden 17 seltene CNVs mit einer potentiellen Beteiligung an der Pathogenese der Bipo-

laren Stoérung identifiziert.

Auf der Suche nach seltenen SNVs bei Patienten mit Bipolarer Stérung, die ein individu-
elles Erkrankungsrisiko vermitteln konnten, wurden Sequenzierstudien aller proteinkodie-
renden Abschnitte des Genoms (Whole Exome Sequencing, WES) sowohl in grofR3en Fall-
Kontroll-Kohorten (Palmer et al., 2022) als auch in mehrfach betroffenen Familien (z.B. in
Forstner et al., 2020a; Maaser et al., 2018) durchgefiihrt. Beispielsweise liel3en sich in der
2020 von Forstner et al. veroffentlichten WES-Studie bei jeweils drei betroffenen Patien-
ten aus 27 mehrfach betroffenen Familien aus Spanien und Deutschland insgesamt 378
seltene, nichtsynonyme, potentiell funktionelle Varianten in 368 verschiedenen Genen
identifizieren. 19 dieser Gene waren bereits in genomweiten Assoziationsstudien oder an-
deren Sequenzierstudien als Risikogene fur die Bipolare Stdrung vorbeschrieben
(Forstner et al., 2020a).

Eine grol3e WES-Studie aus dem Jahr 2022 mit Daten von 13.933 Patienten mit Bipolarer
Stérung und 14.422 Kontrollprobanden aus dem Bipolar-Exome-Projekt (BipEx, Palmer
et al., 2022) konnte die Rolle von seltenen Varianten als signifikanter Risikofaktor fir die
Bipolare Stérung deutlich machen: Der exomweite Vergleich offenbarte eine nominal si-
gnifikante Anreicherung (P= 0,024) von seltenen (Allelfrequenz ca. <0,01 %), "damaging"
Missense-Varianten bei Patienten mit Bipolarer Stérung im Verhéltnis zu Kontrollperso-
nen (Palmer et al., 2022). Exomweite Signifikanz konnte in dieser Studie von keinem Gen
erreicht werden, das stérkste Signal ergab sich fur die Bipolare Stérung fur das Gen
AKAP11 (P= 1,15 x 107°). Das Produkt dieses im Gehirn exprimierten Gens scheint an
der Wirkung von Lithium, einem bekannten gegen die Bipolare Stérung eingesetzten Me-

dikament, involviert zu sein (Palmer et al., 2022).
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Analyse weiterer Patienten- und Kontrollkollektive
notwendig ist, um den Beitrag seltener Varianten zur Entstehung der Bipolaren Stérung

besser verstehen zu kdnnen.

1.4 Genetische Uberlappungen bei psychiatrischen Erkrankungen

Interessant ist bei der Betrachtung von genetischen Varianten bei psychiatrischen Storun-
gen, dass sich die Bipolare Stérung genetische Varianten mit anderen psychiatrischen
Erkrankungen teilt. In einer gréf3eren Studie des Brainstorm Consortiums liel3en sich ge-
teilte genetische Hintergriinde mehrerer psychiatrischer und neurologischer Erkrankun-
gen in Bezug auf haufige Varianten nachweisen (Brainstorm Consortium et al., 2018).
Eine hohe Korrelation besteht beispielsweise zwischen der Bipolaren Stérung und der
Schizophrenie (70 %) und eine moderate Korrelation zwischen der Bipolaren Stérung und
der Unipolaren Depression (35 %) (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics
Consortium et al., 2019; Stahl et al., 2019).

In der Kombination der gro3en BipEx-Studie von Palmer et al. (2022) mit SCHEMA (Schi-
zophrenia Exome Sequencing Meta-Analysis), einem Datensatz mit WES-Daten von etwa
24.000 Patienten mit Schizophrenie (Singh et al., 2022), liel3 sich AKAP11 als definitives
Risikogen fur sowohl die Bipolare Stoérung als auch die Schizophrenie identifizieren
(Palmer et al., 2022). Diese Beobachtung kdnnte Ausdruck der geteilten klinischen Sym-
ptomatik sein, da beispielsweise psychotische Phasen einen substantiellen Teil der Bipo-
laren Storung darstellen kénnen, ebenso ist die Schizophrenie teilweise durch manische

Phasen charakterisiert (American Psychiatric Association, 2013).

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit der Fragestellung, ob sich an den 30 genom-
weit signifikanten Loci der GWAS von Stahl et al. (2019) seltene, hochpenetrante funktio-
nell relevante Varianten befinden, die zur Entstehung der Bipolaren Stérung beitragen.
Da die am starksten assoziierten Varianten dieser Loci hauptsachlich intergenisch bzw.
intronisch liegen, ist die zentrale Hypothese dieser Arbeit, dass sich mogliche hochpene-

trante Varianten in proteinkodierenden Genen befinden, die in unmittelbarer Nahe zu den
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genomweit signifikanten Loci lokalisiert sind und/oder bei denen ein mdglicher funktionel-
ler Bezug zur Bipolaren Stérung besteht. Dazu wurden die 30 Loci mithilfe von verschie-
denen Datenbanken systematisch untersucht, um die vielversprechendsten Kandidaten-
gene zu identifizieren. In einigen der implizierten Kandidatengene konnten bereits seltene
Varianten fur die Bipolare Stérung (z.B. in ANK3 in Toma et al., 2021) oder fur andere
psychiatrische Erkrankungen (z.B. in GRINZ2A in Singh et al., 2022) identifiziert werden.
Die 20 implizierten Kandidatengene wurden anschlieend in tber 1.000 Patienten mit Bi-
polarer Stérung und Gber 1.000 gesunden Kontrollpersonen mithilfe von effizienten Next
Generation Sequencing (NGS)- Technologien resequenziert und auf das Vorhandensein

von seltenen, potentiell funktionell relevanten Varianten untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Auswahl der DNA-Proben
Die Auswahl an Proben fiir die Resequenzierung umfasste 1.052 Patienten mit Bipolarer

Stérung und 1.247 gesunde Kontrollpersonen deutscher Ethnizitat.

Die Patientenrekrutierung wurde am Zentralinstitut fir Seelische Gesundheit Mannheim,
Universitat Heidelberg, der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatskli-
nikums Marburg, der Klinik fir Psychische Gesundheit des Universitatsklinikums Munster
und kooperierenden Kliniken durchgefuhrt. Unter den insgesamt 1.052 Patienten befan-
den sich 473 mannliche (45,0 %) und 579 (55,0 %) weibliche Probanden. Alle Patienten
besalien zum Zeitpunkt der Rekrutierung eine eindeutige DSM-1V-Diagnose der Bipolaren

Storung.

Das Kollektiv an Kontrollpersonen umfasste 1.247 Personen, davon 772 aus der Heinz
Nixdorf Recall Study (Schmermund et al., 2002) und 475 aus der Forschergruppe 2107
(Kircher et al., 2019). Bei den Kontrollpersonen aus der Forschergruppe 2107 wurde das
Vorhandensein einer psychischen Storung im Vorhinein ausgeschlossen. Das Geschlech-
terverhdltnis der Kontrollpersonen (578= 46,4 % méannlich und 669= 53,6 % weiblich) ent-
sprach ungefahr dem der Patienten (s.0.). Das Durchschnittsalter der Kontrollpersonen
betrug zum Zeitpunkt der Rekrutierung 49,9 Jahre bei einer Spannweite von 18 bis zu 75
Jahren.

Alle Teilnehmer und Teilnehmerinnen gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Studie
wurde durch die Ethikkommissionen der beteiligten Institutionen genehmigt. Die Untersu-
chungen wurden auf Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltarzte-
bundes (1983) und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgefihrt (World
Medical Association, 2023).

2.2 Auswahl der Kandidatengene

Um die vielversprechendsten Gene der 30 Genloci aus der GWAS von Stahl et al. (2019)
zu identifizieren, erfolgte eine detaillierte Analyse der besagten Genloci mithilfe von diver-
sen Datenbanken. In Abbildung 3 (S. 22) sind die 30 Genloci der GWAS (Stahl et al.,
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2019) inklusive ihrer Lead SNPs in einem sogenannten Manhattan Plot dargestellt. Der
Lead SNP ist der SNP eines Locus mit dem jeweils niedrigsten P-Wert, also der SNP, der
die starkste Assoziation zeigt (s. Abb. 3, S. 22). Jeder SNP besitzt Ublicherweise eine
SNP-ID beginnend mit "rs" (Reference SNP).

Acht genomweit signifikante Varianten der GWAS sind sogenannte InDels, also Insertio-
nen oder Deletionen, bei denen in der Analyse durch das PGC keine SNP-ID angegeben
wurde. Mithilfe der Datenbank Genome Aggregation Database (gnomAD,
https://gnomad.broadinstitute.org/, Version v2.0.2) konnte funf der acht InDels eine SNP-

ID zugeordnet werden.

Die Priorisierungsstrategie der vorliegenden Studie war auf proteinkodierende Gene fo-
kussiert, da seltene Varianten, die in diesen Genen liegen, eine hohere Penetranz auf-
weisen und sich damit fur funktionelle Folgestudien besser eignen kénnten (Budde et al.,
2017). Nichtkodierende Gene wie IncRNAs, microRNAs, Pseudogene oder Antisense-
Gene wurden daher nicht berticksichtigt. In einem ersten Schritt wurde mithilfe des UCSC
(University of California, Santa Cruz) Genome Browsers (Kent et al., 2002, hg19) unter-
sucht, welche proteinkodierenden Gene in den Regionen im Bereich von -200.000 Basen-
paaren (BP) und +200.000 Basenpaaren um den jeweiligen Lead SNP liegen. Diese Ana-
lyse ergab zunachst fir alle 30 Loci insgesamt 161 proteinkodierende Gene. Um weiter
zu priorisieren, wahlten wir die Gene fir die Resequenzierung aus, die im Bereich von
-200.000 BP und +200.000 BP um den jeweiligen Lead SNP die einzigen proteinkodie-
renden Gene darstellten. Dies traf fur die acht Gene ADCY2, ANK3, CACNALC, FSTL5,
GRINZ2A, RIMS1, SHANK2 und THSD7A zu (s. Abb. 3, S. 22 und Tab. 1, S. 23-26).

Um weitere Gene auszuwahlen, wurden diese in einem zweiten Schritt auf einen magli-
chen, funktionellen Bezug zur Bipolaren Stérung untersucht. Dafir wurde die GTEx-Da-
tenbank (Genotype-Tissue Expression, GTEx Consortium, 2013) genutzt. Die Proben des
GTEx-Projekts wurden auf sogenannte eQTL-Effekte (expression Quantitative Trait Loci),
also auf Effekte der genetischen Varianten auf die Genexpression, in Bezug auf insge-
samt 53 Organgewebe getestet. Fur die weitere Priorisierung von Kandidatengenen in der
vorliegenden Studie wurde nun untersucht, ob die Lead SNPs der 30 Loci bereits be-

kannte eQTL-Effekte in verschiedenen Geweben des zentralen Nervensystems (d. h.
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Amygdala, Vorderer Cingularer Cortex, Nucleus Caudatus, Cortex, Frontaler Cortex, Ce-
rebellum, Cerebellare Hemisphare, Hippocampus, Hypothalamus, Nucleus Accumbens,
Putamen, Ruckenmark, Substantia Nigra) besitzen. Diese Untersuchung ergab fir insge-
samt 10 der 30 Loci Ergebnisse flr insgesamt 13 proteinkodierende Gene (ADD3, ASB16,
CACNAL1C, CDAN1, CILP2, GLYCTK, GNL3, HAPLN4, LMAN2L, NMB, PACS1,
PLEKHO1 und PPM1M).

Da das Gen CACNA1C das einzige proteinkodierende Gen im Bereich von +/-200.000 BP
um den Lead SNP rs10744560 ist und sich zusatzlich ein eQTL-Effekt im Gewebe des
zentralen Nervensystems fand, ergaben sich durch die zwei 0. g. Strategien an den 30
Genloci insgesamt 20 Kandidatengene, die fur die Resequenzierung ausgewahlt wurden
(s. Tab. 1, S. 23-26).

GNL3 SHANK2

r GLYCTK NMB
¢ ADCY2 ANK3 |CACNAIC
LMAN2L ||— PPM1IM THSD7A | GRIN2A
o ADD3 CDAN1 HAPLN4
— PLEKHO1 RIMS1 PACS1 ASB16
A FSTL5
o CILP2
°
L4
S - 4
=

~logso(p)

Chromosome

Abb. 3: Manhattan Plot der GWAS aus 2019, adaptiert von Stahl et al., 2018*, mit Dar-
stellung der in der vorliegenden Studie ausgewahlten Kandidatengene.

Die x-Achse zeigt die genomische Lokalisation, geordnet nach chromosomaler Position
(aufsteigend), die y-Achse bildet den negativ dekadischen Logarithmus des P-Werts
(-logio(p)) ab. Die rote Linie kennzeichnet die Grenze fur genomweite Signifikanz (P <5 x
1078). Die einzigen proteinkodierenden Gene im Bereich von +/- 200.000 BP um den Lead
SNP sind in schwarz, Gene mit eQTL-Effekt des Lead SNPs in Geweben des zentralen
Nervensystems in rot dargestellt. CACNA1C wurde in beiden Ansatzen priorisiert und in
der Abbildung aus graphischen Griinden in schwarzer Schrift dargestelit.

*Abgedruckt gemald CC-BY 4.0 International license
(Creative Commons, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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Tab. 1: Identifizierte Kandidatengene.

Locus= Nummer des Locus von 1 bis 30. Lead SNP= SNP des jeweliligen Locus mit dem
niedrigsten P-Wert (Quelle: Stahl et al., 2019). Position= Position des Lead SNPs +/-
200.000 BP. Proteinkodierende Gene=Im UCSC Genome Browser identifizierte protein-
kodierende Gene im Bereich von +/-200.000 BP des Lead SNPs. Gene mit eQTL-Effekt=
Im GTEXx Portal identifizierte Gene mit eQTL-Effekt des Lead SNPs in Geweben des zen-
tralen Nervensystems. Chr= Chromosom. In= Insertion. Del= Deletion. SNP= Single Nu-

cleotide Polymorphism. Ausgewahlte Gene sind fett dargestellt.

Locus

Lead SNP

rs7544145

chr2_97376407_In

rs17183814

chr2_194465711_Del

rs9834970

rs2302417

Position

chrl:
149.938.699-
150.338.699

chr2:
97.176.407-
97.576.407

chr2:
165.952.389-
166.352.389

chr2:
194.265.711-
194.665.711

chr3:
36.656.030-
37.056.030

chr3:
52.614.256-
53.014.256

Proteinkodierende
Gene

ANP32E, APH1A,
Clorf54, CA14,
CIART, MRPS21,
OTUD7B,
PLEKHO1, PRPF3,
RPRD2, VPS45
ANKRD23,
ANKRD39,
ARID5A, CNNM3,
CNNM4,
FAM178B,
FER1LS5, KANSL3,
LMAN2L, SEMA4C

CSRNP3, SCN2A,
SCN3A

DCLKS,
EPM2AIP1, MLH1,
TRANK1

GLT8D1, GNL3,
ITIH1, ITIH3, ITIH4,
MUSTN1, NEK4,
PBRM1, SFMBT1,
SPCS1, STIMATE,
STIMATE-MUSTN1

Gene mit
eQTL-Effekt

PLEKHO1
(Cerebellum)

LMAN2L
(Cerebellum)

GLYCTK
(Cerebellum)

GNL3

(Cerebellare
Hemisphare,
Cerebellum)

PPM1M
(Cerebellum)
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chr3:
107.593.709-
107.993.709

CD47, IFT57

rs11724116

chr4:
162.094.038-
162.494.038

FSTLS

chr5_ 7587236 Del

chrb:
7.387.236-
7.787.236

ADCY2

10

rs10035291

chrb:
80.596.368-
80.996.368

ACOT12, SSBP2,

ZCCHC9

11

chr6_72519394 Del

chr6:
72.319.394-
72.719.394

RIMS1

12

rs2388334

chr6:
98.391.622-
98.791.622

13

rs10455979

chr6:
166.795.260-
167.195.260

MPC1, RPS6KA2

14

rs113779084

chr7:
11.671.787-
12.071.787

THSD7A

15

rs73188321

chr7:
104.848.158-
105.248.158

ATXN7LL,

EFCAB10, PUS7,
RINT1, SRPK2

16

chr7_140700006 _In

chr?:
140.500.006-
140.900.006

BRAF, MRPS33,

TMEM178B




17

18

19

20

21

22

23

24

rs10994318

chr10 111745562 In

rs12226877

rs10896090

rs7122539

rs12575685

rs10744560

rs4447398

25

chr10:
61.925.856-
62.325.856

chrl0:
111.545.562-
111.945.562

chrll:
61.391.907-
61.791.907

chrll;
65.745.186-
66.145.186

chrll;:
66.462.731-
66.862.731

chrll:
70.317.927-
70.717.927

chrl2;
2.187.099-
2.587.099

chrl5:
42.704.904-
43.104.904

ANK3

ADD3, XPNPEP1

BEST1, DAGLA,
FADS1, FADS2,
FADSS, FENL1,
FTH1, MYREF,
RABSIL1,
TMEM258

B4GAT1, BANF1,

BRMS1,
CATSPER1,
CD248, CNIHZ2,
CST6, EIF1AD,
GAL3STS3, KLC2,
PACS1, RABIB,
RIN1, SART1,

SF3B2, SLC29A2,
TMEM151A, YIF1A

C11orf80,

C11orf86, LRFN4,
PC, RCE1, RHOD,

SPTBN2, SYT12

SHANK?2

CACNA1C

CDAN1, HAUS2,

LRRC57, SNAP23,
STARDS9, TTBK2,

ZNF106

ADD3

(Cerebellare
Hemisphare,
Cerebellum)

PACS1
(Cortex,
Frontaler
Cortex)

CACNA1C

(Cerebellare
Hemisphare,
Cerebellum)

CDAN1
(Cerebellum)
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Proteinkodierende Gene mit

Locus Lead SNP Position Gene eQTL-Effekt
ALPK3, NMB,
PDESA,
chrl5: SCAND2P, NMB
25 chrl5 85357857 In  85.157.857- SEC11A, (Nucleus
85.557.857 SLC28A1, Caudatus)
WDR73, ZNF592,
ZSCAN2
chrl6:
26 rs11647445 9.726.966- GRIN2A
10.126.966
ASB16, ATXN7L3,
C170rf53, G6PC3,
HDACS5, HROB,
chri7: PV, PrY, | (Cerebel
, , erebellare
27 | rsl12114764 42001041 ginpcaa, Hemisphre,
' ' SLC25A39, Cerebellum)
SLC4A1L,
TMEM101,
TMUB2, UBTF
chrl8: PHLPP1,
28 rs11557713 60.043.876- TNFRSF11A,
60.443.876 ZCCHC2
ARMCG6, BORCSS,
BORCS8-MEF2B, L
(Nucleus
ELAIADPL, Caudatus
. HAPLN4, MAU2, '
chr19: MEE2B. NCAN Nucleus
29 rs111444407 19.158.207- ’ ! Accumbens,
19.558.207 | NR2C2AP, Putamen)
RFXANK,
SLC25A42,
SUGP1, TM6SF2, ?(féflétl)\leélllum)
TMEM161A
KCNS1, PABPCIL,
chr20: gsl\’/lezMngﬁl
30 chr20 43682549 In  43.482.549- STKA4 T’OMMé 4
43.882.549 ’ '

WFDC5, WFDC12,
YWHAB
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Uber den UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002) wurden weitere Informationen tiber

die Funktion der exprimierten Proteine der ausgewdahlten Kandidatengene eingeholt (s.
Tab. 2, S. 27-28).

Tab. 2. Kandidatengene inklusive Genprodukt und Funktion.
Genprodukt= Genprodukt des Gens. Funktion (UCSC)= Funktion des Genprodukts ge-
mafl UCSC Genome Browser.

Gen

ADCY2

ADD3

ANK3

ASB16

CACNA1C

CDAN1

CILP2

FSTLS

Genprodukt

Adenylatcyklase 2

Adducin 3

Ankyrin G

Ankyrin-Wiederholungs- und SOCS-
(suppressor of cytokine signalling)
Box-enthaltendes Protein 16

Spannungsabhangiger
Kalziumkanal, Untereinheit Alpha 1C

Codanin 1

Knorpelzwischenschichtprotein 2

Follistatinverwandtes Protein 5

Funktion (UCSC)

Bildung von cyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP)

Calmodulin-bindendes Protein im
Spektrin-Aktin-Netzwerk

Integration von lonenkanalen an
Ranvier'schen Schnirringen

Kopplung von SOCS-Proteinen mit
dem Elongin B- und C-Komplex zur
Proteindegradierung

Einstrom von Kalzium nach
Membrandepolarisation

Integritat der Kernhtille,
Befestigung von Mikrotubuli

Protein des Knorpelgerists

Calciumbindung,
Zelldifferenzierung



Gen

GLYCTK

GNL3

GRIN2A

HAPLN4

LMAN2L

NMB

PACS1

PLEKHO1

PPM1IM

RIMS1

SHANK?2

THSD7A

28

Genprodukt

Glyceratkinase

Guaninnukleotidbindendes Protein
Like 3

lonotroper Glutamatrezeptor vom
NMDA-Typ, Untereinheit 2A

Hyaluron- und Proteoglycan-
verbindendes Protein 4

Lectin- und Mannose-bindendes
Protein 2 Like

Neuromedin B

Phosphofurinsédure-Cluster
sortierendes Protein 1

Pleckstrin-Homologie-Domane,
Familie O, Mitglied 1

Magnesiumabhéngige
Proteinphosphatase 1M

Exozytose-regulierendes
Synaptisches Membranprotein 1

SH3 und Multiple
Ankyrinwiederholungs-Domaéanen 2

Thrombospondin-Typ-1-Doméne 7A

Funktion (UCSC)

Phosphorylierung von Glycerat

Interaktion mit p53 (Tumorgenetik),
Stammzellproliferation

Langzeitpotenzierung an
exzitatorischen Synapsen

Formung der Extrazellularen Matrix

Glykoproteintransporter am
Endoplasmatischen Retikulum

Regulation der Kolonmuskulatur

Transportmolektl am
Golgi-Apparat

Interaktion mit Proteinkinase CK2

Phosphoprotein-Phosphatase-
Aktivitat

Regulation der Exozytose von
synaptischen Vesikeln und span-
nungsabhangiger Calciumkanale

Postsynaptische Dichte von
exzitatorischen Synapsen

Hemmung von
Endothelzellmigration
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2.3 Resequenzierung mittels Molecular-Inversion-Probes-Methode

Fur die Resequenzierung der Patienten und Kontrollpersonen wahlten wir die MIPs-Me-
thode, eine am Institut fir Humangenetik des Universitatsklinikums Bonn etablierte NGS-
Technologie, die die parallele Sequenzierung von einer grol3en Anzahl an DNA-Proben
ermdoglicht (Hiatt et al., 2013).

Ein "MIP" stellt bei dieser Methode ein ca. 70 Basen langes einzelstrangiges DNA-Molekul
dar (s. Abb. 4, S. 29). Jeweils am Anfang und am Ende des Molekiils befinden sich ca. 20
Basen lange Regionen, die sogenannten Zielarme (Extensions- und Ligationsarm). Diese
Regionen stellen kurze Basensequenzen dar, die zu einem Teil der Ziel-DNA komplemen-
tar sind und als Startmolekile fur die Verlangerung des DNA-Strangs dienen. Die dazwi-
schenliegende 30 Basen lange Linker-Sequenz ist zwischen allen MIPs identisch und be-
inhaltet jeweils zwei universelle PCR-Primer-Bindungsstellen. Bei der von uns angewand-
ten smMIPs-Option (sm= single molecule) enthélt die Linker-Sequenz zusatzlich funf
degenerierte Basen und ist somit 35 Basen lang. Diese funf degenerierten Basen dienen
als molekulare Marker und werden mitsequenziert. Sequenzen, die denselben molekula-
ren Marker tragen, werden in eine einzige Sequenz zusammengefasst, sodass Konsen-

sussequenzen entstehen und PCR-Artefakte reduziert werden.

Linker-Sequenz inklusive molekularem Marker (rot)

Zielarm

Ziel-DNA

Abb. 4: Aufbau eines smMIP-Primers. Adaptiert von: Hiatt et al., 2013**

** Abgedruckt gemafd CC BY-NC 3.0
(Creative Commons, https://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/)
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Mithilfe der MIPgen-Software (Boyle et al., 2014) wurden die Sequenzen der smMIP-Pri-
mer fur unsere 20 Kandidatengene erstellt. Die Zielsequenzen stellen dabei die einzelnen
Exone der Gene dar. Beim Design der smMIPswurden die Exongrenzen um jeweils sechs
Basenpaare verlangert, um Spleil3stellen abzudecken. Varianten in solchen Regionen
konnen SpleiRvorgange beeintrachtigen und dadurch die Funktion des zu bildenden Pro-
teins beeinflussen (Ward und Cooper, 2010), weshalb sie ebenfalls in die zu sequenzie-

rende Zielregion mit aufgenommen wurden.

Tauchten haufige Einzelbasenvarianten, sogenannte single nucleotide polymorphisms
(SNPs, definiert als Allelfrequenz >1 % in der Européischen Nicht-Finnischen Population
in gnomAD, https://gnomad.broadinstitute.org/, Version v2.0.2) in den Zielarmen auf,
wurde die betroffene Base in der smMIP-Sequenz entsprechend kodiert. Hierzu wurde fur
die betroffene Base eine mehrdeutige Kodierung (R= A/G; Y=C/T; M= A/C; K=G/T,
S= C/G; W= A/T) benutzt, um anzuzeigen, dass an dieser Stelle in 50 % der smMIP-Se-
guenzen das Referenzallel und in 50 % der smMIP-Sequenzen das alternative Allel syn-
thetisiert werden soll. Trat mehr als ein haufiger SNP oder eine Insertion/Deletion in einem
der Zielarme auf, wurde die komplette smMIP-Sequenz neu erstellt. Diese Verénderun-
gen sollten eine zuverlassige Bindung der Primer an die DNA gewahrleisten. Nach Qua-
litatskontrolle und ggf. Neudesign der Primer wurden insgesamt 686 smMIPs mit einer
durchschnittlichen Lange von 79 Basen (zwischen 75 und 80 Basen) bei Integrated DNA
Technologies (IDT, Leuven, Belgien) bestellt.

Nach Erhalt der bestellten smMIP-Primer erfolgte dann zunéchst die Erstellung von 20
Genpools. Dabei wurden jeweils 5 pl jedes smMIPs eines Genes zusammenpipettiert.
Anschliel3end wurde aus den einzelnen Genpools ein Gesamt-smMIP-Pool erstellt, indem
von jedem Genpool das 0,1-fache der jeweiligen smMIP-Anzahl (s. Tab. 3, S. 31) enthom-
men wurde und in ein Eppendorf-Gefald zusammengefuhrt wurde. So konnte sicherge-
stellt werden, dass jeder Primer in einfacher Konzentration vorhanden ist. Es ergab sich
ein Gesamt-smMIP-Pool von 68,6 ul (s. Tab. 3, S. 31).
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Tab. 3: Anzahl der smMIP-Primer pro Gen und Erstellung von Gen- und Gesamt-smMIP-
Pool.

Anzahl smMIPs= Anzahl der smMIP-Primer pro Gen. Genpool= Volumen des gesamten
Pools pro Gen (=5 ul x Anzahl der smMIPs) in pl. Anteil am Gesamt-smMIP-Pool= Volu-
men des smMIP-Pools pro Gen (= 0,1 ul x Anzahl der smMIPs pro Gen) in pl.

Anteil am Gesamt-

Gen Anzahl smMIPs Genpool <smMIP-Pool
ADCY2 37 185 3,7
ADD3 21 105 2,1
ANK3 113 565 11,3
ASB16 14 70 1,4
CACNA1C 76 380 7,6
CDANL1 42 210 4,2
CILP2 36 180 3,6
FSTLS 27 135 2,7
GLYCTK 14 70 1,4
GNL3 17 85 1,7
GRIN2A 37 185 3,7
HAPLN4 15 75 1,5
LMANZ2L 11 55 11
NMB 6 30 0,6
PACS1 31 155 3,1
PLEKHO1 11 55 11
PPM1M 17 85 1,7
RIMS1 56 280 5,6
SHANK?2 55 275 5,5
THSD7A 50 250 5,0

Insgesamt 686 3.430 68,6
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Der nachste Schritt im Protokoll bestand in der Phosphorylierung des smMIP-Pools, da
die im nachfolgenden Hybridisierungsschritt verwendete DNA-Ligase ein 5'-phosphory-
liertes Ende bendttigt. Dazu wurde der smMIP-Pool (68,6 ul) mit 2,7 ul T4 Polynukleo-
tidkinase (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten), 8,5 pl 10x
T4 DNA Ligase Puffer mit 10 mmol/l ATP (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
Vereinigte Staaten) und 5,2 pl Wasser phosphoryliert. AnschlieBend wurde er fur 45 Mi-
nuten bei 37 °C und fur 20 Minuten bei 65 °C im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) inkubiert und bei 4 °C gelagert.

In einem ersten Testlauf wurden sechs Kontroll-DNA-Proben mittels des Qubit 2.0 Fluoro-
meter und des Qubit dsDNA-Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mas-
sachusetts, Vereinigte Staaten) einzeln vermessen und anschlie3end auf eine einheitliche

Konzentration von 8 ng/pl gebracht.

Fur den nachsten Schritt, die Hybridisierung, wurde der smMIP-Pool nun 1:900 verdinnt,
um ein praktikables, pipettierbares Volumen fir die Hybridisierungsmischung zu erhalten.
Pro DNA-Probe wurden jeweils 0,34 ul des verdiinnten smMIP-Pools, 2,5 pl 10x Amp-
ligase DNA Ligase Puffer (Lucigen, Middleton, Wisconsin, Vereinigte Staaten), 0,03 ul
dNTP Mix (0,25 mmol/l, NextTec, Leverkusen, Deutschland), 0,32 ul Hemo Klentaq DNA-
Polymerase 10 U/ul (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten)
und 0,01 pl Ampligase DNA-Ligase 100 U/pl (New England Biolabs, Ipswich, Mas-
sachusetts, Vereinigte Staaten) sowie 9,3 pl Wasser benttigt. Diese Hybridisierungsmi-
schung (12,5 pl) wurde jeweils zu 12,5 pl der DNA-Probe gegeben (12,5 ul x 8 ng/pl= 100
ng DNA). Nach Denaturierung bei 95 °C fur 10 Minuten erfolgte die Hybridisierung bei
60°C fur 22,5 h, in denen die zielkomplementéaren Primerenden mit den Zielbereichen der
DNA hybridisieren. Die DNA-Polymerase startete am 3’-OH-Ende der Primer und verlan-
gerte den Primer um die komplementare Sequenz der Zielregion mithilfe der dNTPs. Die
DNA-Ligase ligierte die neu eingearbeitete Zielsequenz mit dem phosphorylierten 5°-Ende

des Primers und es entstand ein ringférmiges Molekul mit der Primer- und Zielsequenz.

In einer anschlieBenden Exonuklease-Behandlung (direkt nach der Hybridisierung durch-
gefuhrt) wurden ungebundene smMIP-Sequenzen, welche linear vorliegen sowie einzel-

strangige genomische DNA entfernt, sodass lediglich die ringférmigen smMIP- Molekdle
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mit der nun integrierten Zielsequenz Ubrig blieben. Dazu wurden zu jedem hybridisierten
Produkt 2 ul einer Exonukleasemischung hinzugegeben (jeweils 0,5 ul der Exonukleasen
EXO | (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten) und EXO Il
(New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten), 0,2 ul 10x Amp-
ligase DNA Ligase Puffer (Lucigen, Middleton, Wisconsin, Vereinigte Staaten) sowie 0,8
ul Wasser). Anschlie3end erfolgte die Inkubation bei 37 °C fur 45 Minuten und eine Exo-
nuklease-Deaktivierung bei 90 °C fur 2 Minuten.

In der darauffolgenden PCR-Reaktion sollte die in den smMIPs inkorporierte Zielregion
amplifiziert werden. Fur die PCR wurden Primer verwendet, die komplementar zu den
zwei universellen PCR-Primer-Bindungsstellen in der Linkersequenz sind (jeweils For-
ward ("Vorwarts")- und Reverse ("Rickwarts")-Primer). Die Forward-Primer besitzen im-
mer dieselbe Sequenz, die Reverse-Primer enthalten jeweils einen molekularen Barcode.
Es standen 384 Reverse-Primer mit verschiedenen molekularen Barcodes zur Verfligung,
sodass spater bis zu 384 Proben in einem Pool sequenziert werden konnten. Die PCR
wurde mit einem Volumen von 25 pl durchgefuhrt inklusive 5 pl des Exonuklease-behan-
delten smMIP-Produkts; 12,5 pl 2 x iProof HF Master Mix (Bio-Rad Laboratories, Hercu-
les, Kalifornien, Vereinigte Staaten); 0,125 pl Forward-Primer (100 umol/l, IDT, Leuven,
Belgien) und 1,25 pul individuellem, mit Barcode markiertem Reverse-Primer (10 pmol/l,
IDT, Leuven, Belgien) sowie 6,125 plreinem Wasser. Es wurden mit Illumina-Sequenzern
(San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) kompatible Forward- und Reverse-Primer be-

nutzt.

Im ersten Testlauf sollte zuséatzlich die optimale Zyklenanzahl fur die PCR ermittelt wer-
den. Dazu erfolgten gleichzeitig finf PCR-Ansatze (PCR-Programm: 98 °C fur 30 s;
24 x/26 x/28 x/30 x/32 x (jeweils 98 °C fur 10 s, 60 °C fur 30 s, 72 °C fur 30 s); 74 °C fur
2 min und 4 °C bis zur weiteren Verwendung). Die Produkte aller fiinf PCR-Reaktionen
wurden auf Agarosegel (2 % DNA-interkalierendes Ethidiumbromid enthaltend) aufgetra-
gen (s. Abb. 5, S. 34). So konnte aufgrund der Banden im Agarosegelbild abgeschéatzt
werden, welche Zyklenanzahl fur die Amplifikation optimal war. In allen fiinf Reaktionen
zeigte sich fir jeweils alle sechs Proben eine eindeutige Produktbande, die das hybridi-

sierte und amplifizierte Produkt darstellt. Die Banden aus dem PCR-Ansatz mit 24 Zyklen



34

zeigten am wenigsten Nebenprodukt und besalRen gleichzeitig die starkste Intensitat (s.
Abb. 5, S. 34), sodass mit diesem PCR-Produkt fortgefahren wurde.

Abb. 5: Agarosegelbilder der finf Test-PCR-Zyklen.
Zu sehen ist jeweils das PCR-Produkt von sechs DNA-Proben zwischen 300 und 400 bp
neben der Leitersubstanz nach 24, 26, 28, 30 und 32 PCR-Zyklen.

Der nachste Schritt bestand in der Aufreinigung der PCR-Produkte durch AMPure XP
Beads (Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, Vereinigte Staaten). Daflir wurden von jeder
DNA-Probe je 15 ul PCR-Produkt, bereits einen individuellen Barcode enthaltend, ge-
poolt. Diesem Pool wurden zunachst 5 yl enthommen, um diesen ,unaufgereinigten“ Pool
spater mit dem aufgereinigten Pool zu vergleichen. Je nach Verunreinigungsgrad der DNA
kann die Menge an AMPure XP Beads (Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, Vereinigte
Staaten) von 0,7-facher bis 1-facher Menge gewahlt werden: Je mehr unspezifische Ban-
den im Agarosegel zu sehen sind, desto weniger Beads werden eingesetzt. Aufgrund der
vorher kaum sichtbaren unspezifischen Banden wurde ein 1:1-Verhéltnis zwischen Pool-
volumen und AMPure XP Beads (Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, Vereinigte Staaten)
gewahlt (15 pl x 6= 90 pl; 90 pulI-5 pl= 85 pul PCR-Produkt-Pool zu 85 pul AMPure XP Beads).
Die Schritte der Aufreinigung waren wie folgt: PCR-Produkt-Pool und AMPure XP Beads
in Eppendorf-Gefall zusammenfihren, vortexen, herunterzentrifugieren und 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubieren, funf Minuten auf dem Magneten inkubieren, Uberstand
abnehmen und verwerfen (PCR-Produkt ist an der magnetischen Substanz gebunden),
Waschen mit 700 ul 70 % Ethanol und Eppendorf-Gefal3 fir 30 Sekunden invertieren, auf

den Magneten zuriickstellen und Uberstand abnehmen, erneutes Waschen mit 700 ul
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70 % Ethanol und Eppendorf-Gefal3 fir 30 Sekunden invertieren, restliches Ethanol ab-
nehmen, Eppendorf-Gefal} offen fir 5-10 Minuten auf dem Magneten stehen lassen, um
die Beads zu trocknen, eluieren mit 25 ul Tris-EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Puffer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten), vortexen und
zentrifugieren und eine Minute auf dem Magneten inkubieren. Schlie3lich wurde der auf-

gereinigte PCR-Produkt-Pool in ein frisches Eppendorf-Gefal tberfuhrt.

Mit der TapeStation mit D1000 ScreenTapes (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifor-
nien, Vereinigte Staaten) wurden nun der aufgereinigte und der unaufgereinigte Pool ver-
glichen. Der aufgereinigte Pool zeigte weniger unspezifisches Nebenprodukt und die in-
tensivste Bande zwischen 300 und 400 bp als Ausdruck des PCR-Produkts (s. Abb. 6, S.
35).

Leitersubstanz Aufgereinigter Pool  Unaufgereinigter Pool
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Abb. 6: Vergleich des aufgereinigten mit dem unaufgereinigten Pool.

Links: Leitersubstanz. Mitte: Aufgereinigter Pool. Rechts: Unaufgereinigter Pool.

Auf der x-Achse wird die genomische Grol3e der Fragmente in Basenpaaren (bp) ange-
geben, auf der y-Achse die Intensitat des Produkts (Sample Intensity) in der Einheit Nor-
malized FU (Fluorescence Unit).

Der aufgereinigte Pool wurde nun durch Zugabe eines Verdinnungspuffers (Elution Buf-
fer, EB, Qiagen, Hilden, Deutschland) auf eine Konzentration von 2 nmol/l verdiinnt und
auf einem lllumina MiSeq (San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) mittels eines "v2
Micro Kit 300 cycles" (lllumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) sequenziert.
Der auf 2 nmol/l verdiinnte Pool sollte dazu zunachst denaturiert werden. Dafur wurden

10 pl von Natriumhydroxid (NaOH) 1 mol/l (VWR International, Radnor, Pennsylvania,
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Vereinigte Staaten) mit 90 pl Wasser auf eine Konzentration von 0,1 mol/l verdinnt. Mit
10 pl dieses verdinnten NaOH wurde die DNA schlie3lich denaturiert und nach Zugabe
von insgesamt 1530 pl HT1 Hybridization Buffer (Hybridisierungspuffer, lllumina, San
Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) wurde der Pool auf eine Konzentration von 9 pmol/I

gebracht.

Forward-, Reverse- und Index-Primer wurden aufgetaut und jeweils 5 pl jedes Primers
wurden mit jeweils 145 ul HT1 (lllumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) in ein
Eppendorf-Gefald gemischt, gevortext und herunterzentrifugiert. Jeweils 600 pl Pool (9
pmol/l) sowie 150 pl jedes verdunnten Primers wurde an die im lllumina MiSeq vorgese-
henen Positionen pipettiert und der Sequenzierlauf mit einer Leseldnge von 2 x 150 bp
gestartet. Um die sequenzierten Reads spater den richtigen Proben zuordnen zu kdnnen,
wurde der Software eine Probenliste bereitgestellt, die die Zuordnung zwischen dem Na-

men jeder Probe und dem dazugehorigen, verwendeten Barcode enthielt.

2.4 Anpassung der smMIP-Primer (Balancing und Rebalancing)

Nach der Sequenzierung wurde fir jeden der 686 smMIP-Primer mittels bioinformatischer
Auswertung die individuelle Coverage, also die Abdeckungsleistung in der Einheit Reads
(Anzahl an Ablesungen) ermittelt. Die Ergebnisse zeigten fur die einzelnen smMIPs tber

alle sechs Proben hinweg eine &hnliche Coverage (durchschnittlich ca. 1.000 Reads).

Je nach Coverage mussen smMIPsvor der Resequenzierung angepasst werden, um eine
maoglichst einheitliche Coverage aller smMIPs zu erhalten. Um das zu gewahrleisten, wird
bei smMIPs mit niedriger Coverage die Konzentration erhéht. smMIPs mit einer hohen
Coverage werden attenuiert, indem nach erfolgter Phosphorylierung zuséatzlich entspre-
chende unphosphorylierte smMIPs zum Gesamt-smMIP-Pool hinzugefiigt werden. Da es
nach Bindung der unphosphorylierten smMIPs an die DNA nicht zum Ringschluss kommt,

entstehen letztendlich weniger Reads.

Je nach Anzahl der Reads wurden die smMIPs zur Anpassung in verschiedene Katego-
rien eingeteilt. Sieben smMIPs besal3en jeweils Uber 5.000 Reads und gehoérten damit zur
Kategorie "A". 69 smMIPs besalRen jeweils 11-100 Reads und wurden in die Kategorie
"B" eingeteilt. In die Kategorie "C" gehdrten 29 smMIPs mit jeweils 1-10 Reads, in die

Kategorie "D" fielen 36 smMIPs mit jeweils 0 Reads. Besal} ein Gen tber 20 % smMIPs
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mit jeweils <100 Reads, wurde das ganze Gen aufgrund der schlechten Leistung ausge-
schlossen. Dies traf fur die vier Gene ASB16, CDAN1, CILP2 und HAPLN4 zu. Durch den
Ausschluss der vier Gene mit unzureichender Coverage blieben noch 16 Gene, die durch

insgesamt 579 smMIPs abgedeckt wurden, Ubrig.

Damit gab es noch 20 smMIPs aus der Kategorie "D", 10 aus der Kategorie "C", 37 aus
der Kategorie "B" und 7 smMIPs der Kategorie "A", die nun fur einen erneuten Testlauf,
einen sogenannten Balancing-Lauf, angepasst wurden. Daflir wurde ein neuer smMIP-
Pool erstellt, in dem die smMIPs der Kategorie "D" in ihrer Konzentration 21-fach erhoht
wurden, die smMIPs der Kategorie "C" 11-fach und die smMIPs der Kategorie "B" 6-fach.
Die restlichen smMIPs wurden wie vorher in einfacher Konzentration dem smMIP-Pool
hinzugeftigt.

Dieser angepasste Balancing-Pool (aus 126,4 ul smMIPs bestehend) wurde gemal Pro-
tokoll mit 5,1 ul T4 Polynukleotidkinase (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
Vereinigte Staaten) und 18 pl 10x T4 DNA Ligase Puffer mit 10 mmol/l ATP (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten) sowie 30,5 pl Wasser phosphory-
liert und fur ein praktikableres Volumen 1:300 verdinnt. Zur Attenuierung wurden unphos-
phorylierte smMIPs der Kategorie "A" (0,7 ul) nach der Phosphorylierung des neuen
smMIP-Pools dazugegeben. Fir den Balancing-Lauf wurden nun dieselben sechs Kon-
troll-Proben mit dem optimierten und phosphorylierten smMIP-Pool hybridisiert. Die rest-
lichen Schritte (Exonuklease-Behandlung, PCR mit 24 Zyklen, Auftragen auf 2 % ethidi-
umbromidhaltiges Agarosegel, Pooling und Aufreinigen der PCR-Produkte, Verdinnen
des aufgereinigten Pools auf 2 nmol/l) erfolgten analog zum ersten Testlauf. Nach der
Sequenzierung auf dem lllumina MiSeq (San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) mit
dem Sequenzierkit "v2 Micro Kit 300 cycles" (lllumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte
Staaten) wurde die Leistung jedes einzelnen smMIP-Primers erneut evaluiert, die durch-
schnittliche Coverage der smMIPs zeigte nun 1.100 Reads. Etwa 90 % der 579 verblie-
benen smMIP-Primer besalRen eine individuelle Coverage von >100 Reads (s. Abb. 7, S.
38). Die Attenuierung der sieben smMIPs der urspringlichen Kategorie "A" war erfolg-
reich, die individuellen Coverages der sieben smMIPs lagen jetzt jeweils bei ca. 2.000-
3.000 Reads. 13 smMIPs waren nun noch in den Kategorien "D" bzw. "C" mit <10 Reads
vorhanden, die Coverage dieser smMIPs hatte sich im Vergleich zum ersten Testlauf trotz
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Anpassung nicht gesteigert. Diese smMIPs wurden dann nicht erneut weiter angepasst,
da eine weitere Erhohung der Konzentration nicht zielfihrend schien. Von 22 smMIPs,
die jetzt der Kategorie "B" angehorten, hatten sieben smMIPs im ersten Testlauf >100
Reads, diese wurden nun 6-fach konzentriert. Die 15 restlichen smMIPs der Kategorie "B"
hatten sich im Vergleich zum Testlauf verbessert und wurden jetzt erneut héher konzen-
triert (von 6-facher zu 11-facher Konzentration und von 11-facher zu 16-facher Konzen-
tration). smMIP-Primer aus der 21-fachen Konzentration wurden nicht mehr gesteigert.
Drei smMIPs waren im Testlauf noch in Kategorie "D" oder "C" und erlangten im Balancing
eine Coverage von >3.000 Reads. Diese smMIPs wurden eine Stufe niedriger konzentriert
(von 21-facher zu 11-facher Konzentration bzw. von 11-facher zu 6-facher Konzentration).
Restliche smMIPs, deren Anpassung erfolgreich war (d.h. smMIPs mit einer Coverage
zwischen 100 und 5.000 Reads), wurden wieder in gleicher Weise wie fir den Balancing-
Lauf angepasst bzw. in einfacher Konzentration belassen. Diese erneute Anpassung der

smMIPs war das sogenannte Rebalancing.

Coverage
10000
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Anzahl der smMIPs

® Balancing @ Testlauf

Abb. 7: Erzielte Coverage der 579 smMIPs im Test- und Balancinglauf.

Jeder rote Punkt zeigt die Coverage eines smMIPsim Balancing-Lauf, jeder grine Punkt
die Coverage eines smMIPs im Testlauf. Auf der x-Achse ist die Anzahl der smMIPs dar-
gestellt, auf der y-Achse die Coverage in der Einheit Reads in logarithmischer Skalierung.
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Die erneut angepassten smMIPs wurden gepoolt (106,4 pl), erneut mit 4,3 ul T4 Polynu-
kleotidkinase (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, Vereinigte Staaten), 15 pl
T4 DNA Ligase Puffer mit 10 mmol/l ATP (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
Vereinigte Staaten) und 24,3 pl Wasser phosphoryliert. Anschliel3end wurden die sieben
smMIPs der Kategorie "A" (0,7 ul) aus dem Testlauf erneut unphosphoryliert hinzugeftgt,
da die Attenuierung dort erfolgreich war. Dieser finale smMIP-Pool wurde 1:200 verdinnt
und es wurden 30 Aliquots erstellt, um fir jede zu hybridisierende 96er-Platte einen fertig
phosphorylierten smMIP-Pool zu erhalten und so unnétige Frier-Tau-Zyklen des phospho-
rylierten Gesamtpools zu vermeiden.

Dieser final angepasste smMIP-Pool wurde nun fir die Sequenzierung der 1.052 Patien-

ten- und 1.247 Kontrollproben verwendet.

2.5 Vorbereitung der DNA-Proben

Die extrahierte DNA der Proben lag bereits in Konzentrationen von entweder 20 ng/ul
oder 50 ng/ul vor. Da das Resequenzierungsprotokoll einen Einsatz von 100 ng DNA ver-
langte, wurde die Konzentration jeder DNA-Probe auf 8 ng/ul verdinnt und diese Konzen-
tration mittels QuantlT PicoGreen dsDNA Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten) in Doppelbestimmung gemessen und ggf. angepasst.
Alle 2.299 DNA-Proben wurden auf 24 96er-Platten aufgeteilt. Dabei wurden jeder Platte
im Verhaltnis von etwa 50:50 sowohl Patienten- als auch Kontrollproben zugeordnet, um

Plattenartefakte zu vermeiden.

2.6 Sequenzierung

Fur jede Hybridisierung wurde nun ein Aliquot des finalen phosphorylierten smMIP-Pools
genutzt. Hierfir wurden jeweils 0,13 ul des verdinnten smMIP-Pools (Verhéltnis DNA-
Molekul/Phosphorylierte smMIPs 1/800) mit 100 ng (= 12,5 pl) DNA zu der Hybridisie-
rungsmischung hinzugefugt. Hybridisierung, Exonukleasebehandlung und PCR wurden
analog zum letzten Balancing-Lauf durchgefiihrt. Jeweils fiinf Proben pro Platte wurden
Im Anschluss an die PCR mit 24 Zyklen auf ein 2 % ethidiumbromidhaltiges Agarosegel
aufgetragen. Fur alle Proben zeigte sich ein Bandenprodukt mit jeweils wenig unspezifi-
schem Nebenprodukt. Damit war anzunehmen, dass die Hybridisierung bei nahezu allen

Proben erfolgreich gewesen sein sollte (s. Abb. 8, S. 40).
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500 bp —

Abb. 8: Bandenprodukte von funf zuféllig ausgewahlten Proben einer 96er-Platte nach 24
PCR-Zyklen auf Agarosegel.

Links: Leitersubstanz mit Pfeil auf der 500 bp-Markierung. Rechts: Funf zufallig ausge-
wahlte Proben. Zu erkennen ist eine deutliche Produktbande als Ausdruck des Hybridi-
sierungserfolgs ohne unspezifisches Nebenprodukt.

Die PCR-Produkte von jeweils vier 96er-Platten (4 x 96= 384 DNA-Proben, jede mit ihrem
jeweils einzigartigen PCR-Reverse-Primer-Barcode) wurden am Ende jeweils in einen
Platten-Pool zusammengefligt und aufgereinigt. Die insgesamt sechs aufgereinigten Plat-
ten-Pools (4 x 384 PCR-Produkte, 1 x 382 PCR-Produkte, 1 x 381 PCR-Produkte= 2.299
PCR-Produkte) wurden analog zum Testlauf und Balancing mit EB auf eine Konzentration
von 2 nmol/l verdiinnt, um nun auf dem Illumina HiSeq2500 v4 (San Diego, Kalifornien,
Vereinigte Staaten) resequenziert zu werden. Dafur war das "v4 PE 250 cycles and
Cluster Kit" (lllumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) notwendig. Erneut
wurde zunachst die DNA denaturiert, indem 10 pl des Pools (2 nmol/l) mit 10 pl NaOH
(0,1 mol/l) zusammenpipettiert wurden, um die DNA zu denaturieren. Nach Zugabe von
1230 pl HT1 (lllumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) wurden 750 ul des
Pools auf 15 pmol/l verdinnt. Zur Vorbereitung des Forward-Primers wurden pro smMIPs-
Lane jeweils 1,65 pl Primer mit 330 pl HT1 (lllumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte
Staaten) verdiinnt, um eine Konzentration von 0,5 pumol/l zu erreichen. 300 ul des For-
ward-Primers wurden nach dem Vortexen und Herunterzentrifugieren anschliel3end in
den dafiir vorgesehenen Streifen pipettiert. 15 pl des ebenfalls auf 0,5 pmol/l verdinnten
Reverse-Primers wurden ebenfalls in den dafir vorgesehenen Streifen gegeben. Vom
Index-Primer wurden jeweils 12,5 pl (0,5 pmol/l) bendtigt. Nach Eingabe der Probenliste
wurde der HiSeq-Lauf gemal der Software mit einer Leselange von 2 x 125 bp gestartet
und durchgefihrt.
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2.7 Bioinformatische Auswertung und Qualitatsanalyse

Die bioinformatische Auswertung (insbesondere die FDR (False Discovery Rate)-Korrek-
tur und die genetische Burdenanalyse) erfolgte mit Unterstitzung von Frau Anna Maaser-
Hecker (naturwissenschaftliche Doktorandin am Institut fir Humangenetik der Universitat

Bonn).

Nach dem Resequenzierungslauf auf dem HiSeq 2500 v4 (lllumina, San Diego, Kalifor-
nien, Vereinigte Staaten) lagen die Daten zunachst in einem Binary Base Call (BCL)-For-
mat vor. Zur bioinformatischen Auswertung wurden die Dateien zunachst mit der
bcl2fastqg-Software in FASTQ-Dateien umgewandelt. Durch den Paired-End Read Merger
(PEAR) wurden die beiden Reads zusammengefuhrt (Zhang et al., 2014) und durch BWA-
MEM (Burrows-Wheeler Alignment Maximum Exact Matches) wurde die Angleichung an
das hgl9 Referenzgenom durchgeftuhrt (Li und Durbin, 2009). Mit Hilfe von verfligbaren
MIPgen Skripten (Boyle et al., 2014) wurden die beiden smMIP-Primersequenzen von
den Reads abgeschnitten und Reads mit demselben molekularen Marker (funf degene-
rierte Basen bei der smMIPs-Option) in einem Binary Alignment Map (BAM)-Dokument zu
einzelnen Konsensus-Reads vereint, da sie das Ergebnis der Amplifikation des gleichen
PCR-Produkts darstellen. Dadurch wurden PCR-Artefakte reduziert und eine hohere Da-
tenqualitat gewahrleistet. Mit Hilfe des GATK (Genome Analysis ToolKit) Unified Genoty-
per und Haplotype Caller (Van der Auwera et al., 2013) wurden die Varianten gecallt und
es wurde anschlieBend ein nicht weiter annotiertes "rohes" Variant Call Format (VCF)-
Dokument erstellt. Dieses VCF-Dokument wurde anschlieend mit Hilfe des Programms
ANNOVAR (ANNOtate VARiation, Wang et al., 2010) mit weiteren Informationen wie z.B.
der funktionellen Konsequenz der Varianten und einem Phred-skalierten CADD-Wert
(Combined Annotation Dependent Depletion, Version 1.3, Rentzsch et al., 2019) anno-
tiert. Wurde eine Variante in >25 % der Reads identifiziert, wurde sie als heterozygot klas-
sifiziert, wurde sie in >75 % der Reads identifiziert, als homozygot. Insgesamt 84 der 982
identifizierten Varianten wurden aufgrund der in der Bioinformatik-Pipeline vorgegebenen
Qualitatskriterien (GATK-Filtergrenzen: Phred-skalierte Qualitat <30.0, Intensitatsqualitat
<10.0) als Varianten mit geringer Qualitat eingestuft und ausgeschlossen. Die weitere Da-
tenbearbeitung wurde mit vcftools 0.1.15 (Danecek et al., 2011) durchgefihrt. Insgesamt
17 Patientenproben und 38 Varianten mit einer durchschnittichen Coverage von <30
Reads wurden ausgeschlossen. 99,5 % der Proben und 97,4 % der Varianten erreichten
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danach eine mittlere Coverage von >15 Reads. Die mittlere Coverage uber alle Varianten
betrug 259 Reads fur die Kontrollproben und 262 Reads fir die Patientenproben. Alle
identifizierten Varianten besal3en mindestens 10 informative Reads innerhalb einer
Probe.

Varianten mit einer Allelfrequenz von <1 % in dem kombinierten Fall-Kontroll-Kollektiv
wurden als selten deklariert, Varianten mit einem Phred-skalierten CADD-Wert von >10
wurden als potentiell funktionell relevant eingestuft. Um die statistische Signifikanz auf
Einzelvariantenebene zu testen, fuhrten wir einen automatisierten Fisher's Exact Test
durch (Kim, 2017). Mittels FDR-Korrektur wurde fur multiples Testen korrigiert (Aggarwal
und Yadav, 2016).

2.8 Genetische Burdenanalyse

Um die statistische Signifikanz unserer Ergebnisse auf Genebene zu testen, fuhrten wir
eine genetische Burdenanalyse durch. In dieser bioinformatischen Testung wird die ge-
netische Mutationslast eines Gens ermittelt, indem die seltenen Varianten innerhalb einer
genetischen Region in ihrer Gesamtheit gegentiber dem Phanotypen assoziiert werden
(Wu et al., 2011). Dieser klassische Burdentest ist aussagekréftig, wenn die meisten Va-
rianten in einer Region kausal fur die Erkrankungsentstehung sind und dieselbe Effek-
trichtung aufweisen (Lee et al., 2012b). Ist nur ein Teil der Varianten kausal fur die Er-
krankung oder sind die Effekte sowohl protektiv als auch schéadlich, ist der Sequence
Kernel Association Test (SKAT) aussagekraftiger (lonita-Laza et al., 2013; Lee et al.,
2012a; Lee et al., 2012b). SKAT ist ein Test auf Ebene der einzelnen Varianten, der die
individuellen Varianten-Phanotyp-Assoziationen in einer Matrix vereint (Lee, et al.,
2012b). Da die in dieser Studie identifizierten Varianten sowohl Risiko- als auch protektive
Effekte vermitteln kdnnten, wurde ein optimierter SKAT (SKAT-O) benutzt, der eine Kom-
bination aus klassischer Burdenanalyse und dem SKAT darstellt. SKAT-O wéhlt je nach
Datensatz die bessere Strategie aus und maximiert damit die Testleistung und die indivi-
duelle Aussagekraft (Lee et al., 2012a; Lee et al., 2012b; Wu et al., 2011).

Zur Durchfuihrung der SKAT-O Analyse wurden 20 multiallelische Varianten und InDels
ausgeschlossen. Die nicht annotierte VCF-Datei mit den Varianten wurde fir die Analyse

zunachst in ein PLINK-Format Uberfuhrt. Eine Auflistung der genomischen Zielregionen
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(Exone der 16 Gene +/- sechs Basenpaare) wurde ebenfalls erstellt und in die Analyse
eingepflegt, um spater eine Statistik fur die bestimmte Region zu erhalten. Ebenso bend-
tigte die Analyse ein Informationsdokument der Proben inklusive Fall-/Kontroll-Status. Als
Marker fur funktionelle Relevanz benutzten wir den Phred-skalierten CADD-Wert, einen
guantitativen Marker fur die potentiellen funktionellen Konsequenzen einer Variante
(Rentzsch et al., 2019).

Wir fuhrten die kombinierte genetische Burdenanalyse zunéchst fur alle seltenen Varian-
ten mit einem Phred-skalierten CADD-Wert >10 durch. In diese Analyse gingen 532 sel-
tene Varianten aus den 16 Kandidatengenen ein. Weiterhin fihrten wir die Analyse fir
273 seltene Varianten mit einem CADD-Wert >20 durch, um die 1 % der ,schadlichsten®
Varianten in Relation zu allen madglichen Einzelbasenvarianten ebenfalls abzubilden
(Rentzsch et al., 2019). Anschlie3end erfolgte eine Korrektur der 32 generierten P-Werte
mittels FDR-Korrektur. P-Werte <0,05 nach Korrektur fir multiples Testen wurden als sta-

tistisch signifikant angesehen.

Um die weitere klinische Signifikanz der Gene zu prifen, bestimmten wir den RVIS-Wert
(Residual Variation Intolerance Score) des CCDS Projekts (Consensus Coding Sequence
Project, 9. Veroffentlichung, Petrovski et al., 2013) fur die nominal signifikanten Gene bei
einem CADD-Wert >10 und >20. Je negativer der Wert, desto intoleranter ist das Gen
gegenuber funktionellen Varianten. Zusatzlich zu dem linearen Wert wird ein Prozentsatz

angezeigt, um die intolerantesten Gene einzustufen (Petrovski et al., 2013).
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierte Varianten nach Qualitatsanalyse

Nach Anwendung der Qualitdtsparameter wurden bei 1.035 Patienten mit Bipolarer Sto-
rung und 1.247 Kontrollprobanden insgesamt 860 Varianten in den 16 Genen identifiziert.
Wir klassifizierten 790 dieser Varianten als selten (MAF <1 %, Tab. 4, S. 44).

Tab. 4: Ubersicht der 860 identifizierten Varianten nach Qualitatsanalyse.

790 Varianten wurden als selten (Allelfrequenz <1 %), 543 als selten und potentiell funk-
tionell relevant (CADD-Wert >10) eingestuft. Tabelle 4 zeigt die Aufteilung der Varianten
auf die 16 untersuchten Gene.

Anzahl seltene Anzahl seltene + potentiell

Gen Anzahl Varianten Varianten funl_<tione|| relevante
Varianten

ADCY2 52 46 34

ADD3 26 26 22

ANK3 165 150 102

CACNA1C 104 93 68

FSTL5 44 40 29

GLYCTK 25 22 14

GNL3 25 22 14

GRIN2A 50 48 22

LMANZ2L 10 10 7

NMB 12 10 5

PACS1 31 30 22

PLEKHO1 26 25 14

PPM1M 24 24 22

RIMS1 75 70 51

SHANK2 103 98 69

THSD7A 88 76 48

Insgesamt 860 790 543
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Fur die 790 seltenen Varianten wurden statistische Analysen mittels Fisher's Exact Test
durchgeflhrt. Insgesamt sieben Varianten in den drei Genen ADD3, ANK3 und GRIN2A
zeigten einen nominal signifikanten P-Wert (<0,05) (s. Tab. 5, S. 46). Nach einer FDR-
Korrektur fir multiples Testen waren die Assoziationen der sieben Varianten nicht mehr
signifikant.

Fir die weitere Priorisierung wurde der CADD-Wert der seltenen Varianten abgefragt, um
deren mdgliche funktionelle Relevanz zu bestimmen. Fir sieben der 790 seltenen Vari-
anten (vier InDels und drei intronische Varianten) konnte kein Phred-skalierter CADD-
Wert erhoben werden. Diese Varianten wurden jedoch jeweils nur in einer Person gefun-
den und waren in der statistischen Analyse (Fisher’'s Exact Test, s. 0.) nicht nominal si-
gnifikant. In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 543 Varianten als selten und po-
tentiell funktionell relevant (MAF <1 % und Phred-skalierter CADD-Wert >10) eingestuft
(s. Tab. 4, S. 44). Dazu zahlten interessanterweise auch die sieben o. g. Varianten, die in
der statistischen Einzelvariantenanalyse eine nominale Assoziation zeigten (Tab. 5, S.
46). Im Folgenden werden die seltenen, potentiell funktionellen Varianten, die in den Ge-
nen ADD3, ANK3 und GRINZ2A identifiziert wurden, detaillierter dargestellt, da diese drei
Gene durch die sieben o. g., nominal signifikanten Varianten impliziert wurden.
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Tab. 5: Nominal signifikante seltene Varianten gemaR Fisher's Exact Test.

SNV= Single Nucleotide Variant mit Basenaustausch. Aminoséureaustausch= Aminosau-
reaustausch mit Position, Transkript bei GRIN2A GRIN2A:NM_001134407, Transkript bei
ANK3 ANK3:NM_020987 bzw. ANK3:NM_001204404 (mit + markiert), Transkript bei
ADD3 ADD3:NM_001121 bzw. ADD3:NM_001320592 (mit + markiert). Funktion= Funk-
tionelle Konsequenz. CADD-Wert= Combined Annotation Dependent Depletion Score.
Het. Pat./Het. Kontr.= Heterozygote Patienten/Heterozygote Kontrollen= Anzahl an Pati-
enten bzw. Kontrollpersonen, in der die Variante heterozygot identifiziert wurde. Pnom=
nominal signifikanter P-Wert. Pxor= P-Wert nach FDR-Korrektur fir multiples Testen. Die
Varianten sind aufsteigend nach nominal signifikantem P-Wert sortiert.

GRIN2A ng1758995 N1076K 'S\‘;‘r’]ztr']ym 230 831 0,002  >0,999
ANK3 2/4;274676 P1489S g';ﬁztny o177 o8 0,010 >0,999
ADD3 U999 vigay  synonym 142 189 0,032  >0,999
ANK3 rcsllA?’9092048 D1661Y+ ’S\';‘r:]gtr']ym 145  14/6 0,040  >0,999
ANK3  SLUIS820% casec synonym 132 16fe 0,040 0,999
ADD3 51:9714005 Q602K+ SN;f]rc‘)tr']ym 16,6 400 0042 0,999
ANK3 | rs141939315 | o /aegq | Nicht- 350  13/31 0047  >0,999

CIT synonym
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3.1.1 ADD3

Tab. 9 (s. Anhang, S. 59-60) zeigt eine Ubersicht iiber die 22 identifizierten seltenen,
potentiell funktionellen Varianten in ADD3. Vier synonyme Varianten zeigen einen ver-
gleichsweise niedrigen CADD-Wert (von 10,3 bis 14,2), die 18 nichtsynonymen Varianten
einen eher hohen Wert (von 13,6 bis 47,0). Die einzige identifizierte Stoppmutation bildet
mit 47,0 den hochsten CADD-Wert ab, diese liel3 sich in der vorliegenden Studie aber
lediglich in einer gesunden Kontrollperson heterozygot identifizieren und ist dementspre-
chend nicht statistisch signifikant (Pnom>0,999, Pkor>0,999).

Im ADD3-Gen konnten zwei nominal signifikante Varianten identifiziert werden. Beide Va-
rianten sind bei Patienten mit Bipolarer Stérung gegentber gesunden Kontrollpersonen
uberreprasentiert. Die Variante rs140299264 (Prnom= 0,032, Pkor>0,999) stellt eine syn-
onyme Variante mit einem Phred-skalierten CADD-Wert von 14,2 dar, rs149714005
(Prom= 0,042, Pxorr>0,999) eine nichtsynonyme Variante, die zu einem Aminosaureaus-
tausch von Glutamin (Q) zu Lysin (K) an Position 602 fihrt und einen CADD-Wert von
16,6 aufweist.

3.1.2 ANK3

Insgesamt fanden sich in ANK3 102 seltene und potentiell funktionelle Varianten (s. Tab.
10 im Anhang, S. 61-67). Den Grol3teil (82 Varianten) bildeten die nichtsynonymen Vari-
anten ab. Die Spannweite des CADD-Wertes lag hier bei 10,1 bis 35,0.

In ANK3 konnten in dieser Studie die meisten nominal signifikanten Varianten (n=4) iden-
tifiziert werden. Diese zeigten unterschiedliche Effektrichtungen: Zwei der Varianten zeig-
ten eine Uberreprasentation bei Patienten mit Bipolarer Stérung gegeniiber gesunden
Kontrollprobanden, darunter die nichtsynonyme Variante rs139092048 (Prom= 0,040,
Pkorr>0,999) mit einem CADD-Wert von 14,5 und einem Aminosaureaustausch von Aspa-
raginsaure (D) zu Tyrosin (Y) an Position 1661 und rs117138204 (Pnrom= 0,040,
Pkor>0,999) als synonyme Variante mit einem CADD-Wert von 13,2. Die anderen beiden,
nichtsynonymen Varianten traten in gesunden Kontrollpersonen haufiger als bei Patienten
mit Bipolarer Storung auf. rs41274676 (Pnom= 0,010, Pkor>0,999) besald einen CADD-

Wert von 17,7 und fuhrt zu einem Aminosareaustausch von Prolin (P) zu Serin (S) an
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Position 1489, rs141939315 (Pnom= 0,047, Pxor>0,999) besal} mit 35,0 den hdchsten
CADD-Wert (Aminosaureaustausch Arginin (R) zu Glutamin (Q) an Position 4369).

3.1.3 GRIN2A

Im GRIN2A Gen wurden insgesamt 22 seltene und potentiell funktionelle Varianten iden-
tifiziert (s. Tab. 11 im Anhang, S. 68-69). Sechs synonyme Varianten zeigten einen ten-
denziell niedrigen CADD-Wert (Spannweite 10,4 bis 15,2), wohingegen die restlichen 16

nichtsynonymen Varianten CADD-Werte von 11,8 bis 34,0 aufwiesen.

Die in GRIN2A nachgewiesene, nominal signifikante seltene Variante rs61758995 (Pnom=
0,002, Pxorr>0,999) ist eine nichtsynonyme Variante, die an der Aminosaureposition 1076
zu einem Austausch von Asparagin (N) zu Lysin (K) fuhrt. Die Variante besald einen
CADD-Wert von 23,0 und war in der vorliegenden Studie bei Kontrollpersonen nominal

signifikant Uberreprasentiert.

3.2 Genetische Burdenanalyse

Die genetische Burdenanalyse wurde fur die 16 untersuchten Gene mittels SKAT-O (Lee
et al., 2012b) fur seltene (MAF <1 %), moglicherweise funktionell relevante Varianten mit
den CADD-Werten >10 (insgesamt 543 Varianten abzuglich 11 multiallelischer Varianten
und InDels= 532 Varianten) und >20 (278 Varianten abzuglich 5 multiallelischer Varianten
und InDels= 273 Varianten) durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte eine FDR-Korrektur der
32 generierten P-Werte (s. Tab. 6, S. 49). In der Burdenanalyse zeigten sich fur seltene
Varianten mit einem CADD-Wert von >10 nominal signifikante Assoziationen fur die Gene
ADD3, ANK3 und GRIN2A, die nach FDR-Korrektur nicht korrekturstabil waren. In der
Analyse von Varianten mit einem CADD-Wert von >20 konnte eine nominal signifikante
Assoziation fir vier Gene (ADD3, ANK3, GRIN2A und LMANZ2L) nachgewiesen werden.
Nach FDR-Korrektur flr multiples Testen zeigte sich jedoch fir keines dieser Gene ein

korrekturstabil signifikantes Ergebnis (s. Tab. 6, S. 49).
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Tab. 6: Genbasierte P-Werte der Burdenanalyse.

Pcabp>10= P-Wert aller seltenen Varianten mit einem CADD-Wert >10. Pxorrio= FDR-Korri-
gierte P-Werte (fur 32 Gene/Tests) aller seltenen Varianten mit einem CADD-Wert >10.
Pcabp>20= P-Wert aller seltenen Varianten mit einem CADD-Wert >20. Pxorr20= FDR-Korri-
gierte P-Werte (fur 32 Gene/Tests) aller seltenen Varianten mit einem CADD-Wert >20.
Nominal signifikante P-Werte sind fett hervorgehoben.

Gen Pcabp>10 Pxorr10 Pcapp>20 Pkorr2o
ADCY?2 0,872 0,946 0,286 0,703
ADD3 0,006 0,059 0,044 0,200
ANK3 0,009 0,070 0,042 0,200
CACNALC 0,420 0,840 0,756 0,946
FSTL5 0,479 0,901 0,811 0,946
GLYCTK 0,328 0,750 0,717 0,946
GNL3 0,519 0,923 0,172 0,689
GRIN2A 0,003 0,054 0,002 0,051
LMANZ2L 0,214 0,695 0,043 0,200
NMB 0,852 0,946 0,797 0,946
PACS1 0,726 0,946 0,239 0,695
PLEKHO1 0,395 0,840 0,887 0,946
PPM1M 0,230 0,695 0,789 0,946
RIMS1 >0.999 >0,999 0,283 0,703
SHANK?2 0,630 0,946 0,567 0,946

THSD7A 0,798 0,946 >0.999 >0,999
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3.3 Residual Variation Intolerance Score (RVIS)

In der Burdenanalyse von seltenen Varianten mit einem CADD-Wert >10 und >20 zeigten
insgesamt drei Gene eine nominal signifikante Assoziation in beiden Untersuchungen:
ADD3, ANK3 und GRIN2A. Von diesen besitzen GRIN2A und ANK3 einen negativen
RVIS-Wert und gehéren demzufolge zu den 3,89 % bzw. 0,34 % am meisten gegenuber
genetischer Variation intoleranten Genen. ADD3 weist einen positiven Wert und einen
Prozentrang von 64,82 % auf, dieses Gen toleriert also eher genetische Variation (s. Tab.
7, S. 50).

Tab. 7: RVIS Wert der Gene ADD3, ANK3 und GRIN2A.
Pro Gen ist jeweils ein nominaler Wert und ein Prozentrang angegeben.

Gen RVIS Wert Prozentrang
ADD3 0,16 64,82 %
ANK3 -3,50 0,34 %
GRIN2A -1,46 3,89 %

Quelle: https://genic-intolerance.org/, Zugriffsdatum: 14.08.2023
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4. Diskussion

4.1 Vielversprechende Kandidatengene und -varianten

In der vorliegenden Studie wurden proteinkodierende Gene, die an den 30 genomweit
signifikanten Loci fir Bipolare Stérung aus der GWAS von Stahl et al. (2019) lokalisiert
waren, mittels Resequenzierung auf das Vorliegen von seltenen, potentiell funktionell re-
levanten Varianten untersucht. Nach Beginn der vorliegenden Studie wurde eine neuere
GWAS-Metaanalyse veroffentlicht, die die Proben der Stahl et al. (2019) GWAS weitge-
hend beinhaltete und insgesamt 41.917 Patienten mit Bipolarer Stérung sowie 371.549
Kontrollen umfasste (Mullins et al., 2021). In dieser neueren GWAS-Metaanalyse wurden
64 genomweit signifikante Genloci fur die Bipolare Storung identifiziert (Mullins et al.,
2021). Die 64 genomweit signifikanten Loci haben die chromosomalen Regionen um
ADD3, ANK3 und GRIN2A erneut eingeschlossen, insgesamt konnten in der Mullins et al.
(2021) GWAS 28 der 30 Loci aus Stahl et al. (2019) bestatigt werden. Trotz der Vergro-
Berung der GWAS-Datensatze und der Anwendung bioinformatischer Analysen ist jedoch
weiterhin weitestgehend unklar, welches Gen bzw. welche Gene an den assoziierten Loci
zur Entstehung der Bipolaren Stérung beitragen. Daher ist die Durchfiihrung weiterfuih-
render Analysen, wie die in der vorliegenden Studie erfolgte Resequenzierung, sinnvoll,

um die Bedeutung der implizierten Gene weiter abzuklaren.

In der vorliegenden Studie konnten wir nach der Resequenzierung von 16 Kandidatenge-
nen in Uber 1.000 Patienten mit Bipolarer Stérung und Gber 1.000 gesunden Kontrollpro-
banden sieben seltene Varianten in den drei Genen ADD3, ANK3 und GRIN2A identifi-
zieren, die nominal mit der Bipolaren Stdrung assoziiert waren. Diese Varianten zeigten
sowohl risikobezogene als auch protektive Effekte, die nachgewiesenen Assoziationen
hielten jedoch einer Korrektur fr multiples Testen nicht stand. Von den sieben nominal
signifikanten Varianten waren die vier Varianten rs149714005 (nichtsynonyme Variante
in ADD3), rs140299264 (synonyme Variante in ADD3), rs117138204 (synonyme Variante
in ANK3) und rs139092048 (nichtsynonyme Variante in ANK3) in Patienten mit Bipolarer
Storung im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden tberrepréasentiert. Dem gegenuber
stehen die seltenen nichtsynonymen Varianten rs141939315 (in ANK3), rs41274676 (in
ANK3) und rs61758995 (in GRIN2A), die in der vorliegenden Studie in Kontrollprobanden
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uberreprésentiert waren. Die Variante mit dem niedrigsten, nominalen P-Wert in dieser
Studie war rs61758995 im GRIN2A-Gen. Sie stellt einen Einzelbasenaustausch von Gua-
nin zu Thymin dar, der auf Proteinebene zum Austausch von Asparagin zu Lysin an Po-
sition 1076 fuhrt (p.N1076K), und konnte in heterozygoter Form in acht Patienten und 31
Kontrollprobanden identifiziert werden (Pnom= 0,002, Pkorr>0,999).

Die Ergebnisse der o. g. sieben Varianten wurden mit den Resultaten des Bipolar-Exome-
Sequenzierprojekts (BipEx, Palmer et al., 2022) verglichen (13.933 Patienten mit Bipola-
rer Stérung und 14.422 Kontrollen). Im BipEx-Projekt konnten Ergebnisse fir sechs un-
serer sieben nominal signifikanten, seltenen Varianten erhoben werden (s. Tab. 8, S. 53).
Fur alle sechs Varianten bestatigten die Allelfrequenzdaten der BipEx-Studie, dass es
sich um seltene Varianten handelt (MAF <0,01). Funf der Varianten zeigten in der BipEx-
Studie eine nahezu vergleichbare Frequenz zwischen Patienten mit Bipolarer Stérung und
Kontrollpersonen (P2 0,194; Palmer et al., 2022). Als einzige der sieben Varianten zeigte
rs117138204 in ANK3 in der BipEx-Studie eine nominal signifikante Assoziation mit Bipo-
larer Stérung (P= 0,012; Palmer et al., 2022), interessanterweise war diese Variante wie
in unserer Studie in Patienten mit Bipolarer Stérung im Vergleich zu Kontrollpersonen
leicht Uberreprésentiert. Diese gleiche Effektrichtung kénnte darauf hinweisen, dass die
seltene Variante rs117138204 in ANKS3 zur Entstehung der Bipolaren Stérung beitragt. Da
die nachgewiesenen Assoziationen jedoch nur nominal signifikant waren, sollten die in
dieser Studie identifizierten Einzelvarianten in zukinftigen Studien mit noch gréf3eren Fall-
und Kontrollzahlen untersucht werden, um ihre Relevanz fiir die Atiologie der Bipolaren

Stoérung abschlie3end zu klaren.
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Tab. 8: Vergleich der Ergebnisse der BipEx-Daten mit unserer Studie fir die sieben sel-
tenen Varianten mit nominal signifikanter Assoziation.

Die Ergebnisse der BipEx-Studie (einschlie3lich der P-Werte) wurden dem BipEXx: Bipolar
Exomes Browser (https://bipex.broadinstitute.org/) entnommen. Variante= Gen, SNP ID
und Basenaustausch der zugrundeliegenden Variante. AF Pat.= Allelfrequenz in Patien-
ten. AF Kontr.= Allelfrequenz in Kontrollen. P-Wert= nominal signifikanter P-Wert. k.A.=
keine Angabe. Nominal signifikante Ergebnisse sind fett markiert.

GRIN2A

rs61758995 0,004 0,012 0,002 0,009 0,009 0,853
GIT

ANK3
rs41274676 0,000 0,003 0,010 0,003 0,003 0,418
G/A

ADD3
rs140299264 0,009 0,004 0,032 0,008 0,009 0,194
AIG

ANK3
rs139092048 0,007 0,002 0,040 K.A. K.A. K.A.
C/IA

ANK3
rs117138204 0,008 0,003 0,040 0,010 0,008 0,012
G/A

ADD3
rs149714005 0,002 0,000 0,042 0,000 0,001 0,465
C/IA

ANK3
rs141939315 0,006 0,012 0,047 0,006 0,006 0,583
CIT
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Um die Signifikanz der Varianten auf Genebene zu testen, fihrten wir eine kombinierte
genbasierte Burdenanalyse durch und benutzen den optimierten SKAT-O, der effizienter
ist, wenn die Varianten verschiedene Effektrichtungen aufweisen (lonita-Laza et al., 2013;
Lee et al., 2012a; Lee et al., 2012b). In dieser Untersuchung (s. Tab. 6, S. 49) zeigte sich
sowohl bei der Analyse seltener Varianten mit CADD >10 als auch bei der Untersuchung
von seltenen Varianten mit CADD >20 eine nominal signifikante Assoziation fir die drei
Gene ADD3, ANK3 und GRIN2A. Ein korrekturstabiler Befund nach FDR-Korrektur konnte
jedoch fir keines dieser Gene erhoben werden. Da die drei Gene ADD3, ANK3 und
GRIN2A sowohl in der Einzelvariantenanalyse als auch in der genbasierten Burdenana-
lyse mit nominaler Signifikanz impliziert wurden, werden die Funktion der Gene sowie ihre
maogliche Beteiligung an der Bipolaren Stérung und anderen psychischen Erkrankungen

im Folgenden diskutiert.

4.1.1 GRIN2A

Das GRIN2A-Gen kodiert fur das Protein GIUN2A, das eine Untereinheit des ionotropen
Glutamatrezeptors vom NMDA-Typ darstellt (Strehlow et al., 2019). NMDA-Rezeptoren
sind an der Vermittlung der exzitatorischen Neurotransmission beteiligt und besitzen dem-
entsprechend eine wichtige Rolle bei Lern- und Ged&achtnisprozessen (Strehlow et al.,
2019). Interessanterweise ist GRIN2A nicht nur ein fur die Entstehung verschiedener ent-
wicklungsneurologischer Erkrankungen bekanntes Gen (Strehlow et al., 2019), sondern
zeigt auch Assoziationen zur Schizophrenie (Poltavskaya et al., 2021): GRIN2A liegt an
einem genomweit signifikanten Locus fur die Schizophrenie (Trubetskoy et al., 2022), au-
Rerdem sind sehr seltene, funktionell relevante Varianten in GRIN2A signifikant mit einem
erhohten Erkrankungsrisiko fir die Schizophrenie assoziiert (Singh et al., 2022). In der
vorliegenden Studie konnten wir fir die Variante rs61758995 eine nominal signifikante
Uberreprasentation in Kontrollprobanden im Vergleich zu Patienten mit Bipolarer Stérung
nachweisen. In den genbasierten Analysen zeigte GRIN2A ebenfalls eine nominal signi-
fikante Assoziation. Da diese Ergebnisse jedoch nicht korrekturstabil waren und die Vari-
ante rs61758995 in der grol3eren BipEx-Studie eine nahezu vergleichbare Frequenz zwi-
schen Patienten mit Bipolarer Stérung und Kontrollpersonen zeigte (P= 0,853; Palmer et
al., 2022), liefert unsere Studie insgesamt keine starken Hinweise darauf, dass seltene

Sequenzvarianten in GRIN2A zur Entstehung der Bipolaren Stérung beitragen. Unsere
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Ergebnisse schliel3en eine entsprechende Beteiligung jedoch auch nicht ganzlich aus,
sodass zukunftige Studien in gré3eren Fall-Kontroll-Stichproben benétigt werden, um den
Beitrag seltener, funktionell relevanter Varianten im GRIN2A-Gen zur Entwicklung der Bi-

polaren Stérung zu klaren.

4.1.2 ANK3

Ankyrin G, das Genprodukt von ANKS, ist fur die Integration spannungsabhangiger Natri-
umkanéle an den Ranvier'schen Schnirringen zustandig und spielt infolgedessen eine
Rolle bei der synaptischen Ubertragung (Igbal et al., 2013). ANK3 wurde bereits in meh-
reren vorangegangenen Studien als Kandidatengen flr die Bipolare Stérung impliziert
(Fiorentino et al., 2014; Georgi et al., 2014; Muhleisen et al., 2014; Stahl et al., 2019),
auch sind Mutationen in ANK3 fur Autismus-Spektrum-Stérungen und Entwicklungsver-
zobgerungen beschrieben (Kloth et al., 2017). In einer kombinierten WES- und Kopplungs-
analyse von 15 australischen, mehrfach betroffenen Familien mit Bipolarer Stérung konn-
ten Toma und Kollegen eine signifikante Segregation von seltenen Varianten in ANK3
nachweisen (Toma et al., 2021). In einer anderen Studie von Hughes et al. (2018) konnte
bestétigt werden, dass eine seltene Splei3variante (rs41283526), die eine Isoform von
ANKS betrifft, protektive Effekte gegeniiber Bipolarer Stérung und Schizophrenie aufweist
(Hughes et al., 2018). Die Variante rs41283526 wurde auch in der vorliegenden Studie
etwas haufiger bei Kontrollpersonen im Vergleich zu Patienten mit Bipolarer Stérung
nachgewiesen (Pnom= 0,084; s. Tab. 10 im Anhang, S. 61-67). Bei der Interpretation die-
ses Befundes ist jedoch zu beachten, dass zwischen der Hughes et al. (2018) und der
vorliegenden Studie eine Uberlappung bei den untersuchten Patienten und Kontrollen be-
steht.

In der vorliegenden Studie wurden seltene, nominal signifikante Varianten in ANK3 nach-
gewiesen, die unterschiedliche Effektrichtungen aufwiesen. In Zusammenschau mit den
0. g. Befunden kénnten diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass seltene Varianten im
ANK3-Gen sowohl risikoerhdhende, als auch protektive Effekte im Hinblick auf die Ent-
stehung einer Bipolaren Stérung vermitteln kdnnten, was in zukinftigen Studien weiter

abgeklart werden sollte.
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4.1.3 ADD3

ADD3 kodiert fur Adducin 3, das zu einer Familie von zytoskelettalen Proteinen gehort,
die am Aufbau des Spektrin-Aktin-Netzwerks beteiligt sind, indem sie fur die Kappung des
wachsenden Endes der Aktinfilamente verantwortlich sind und die Bindung von Spektrin
an Aktin foérdern (Charney et al., 2017). Homozygote Varianten im ADD3-Gen wurden als
ursachlich fur die Spastische Zerebralparese beschrieben (Kruer et al., 2013; Sanchez
Marco et al., 2022). Allerdings fehlt es bisher an Evidenz, dass seltene Varianten in
diesem Gen an der Entstehung psychischer Erkrankungen wie der Bipolaren Stérung oder
der Schizophrenie beteiligt sind (Palmer et al., 2022; Singh et al., 2022). Auch in der
vorliegenden Studie konnten keine seltenen, funktionell relevanten Varianten in ADD3
identifiziert werden, die korrekturstabil mit der Entstehung der Bipolaren Stérung assozi-

iert waren.

4.2 Limitationen

Die durchgefiihrte Studie hatte zahlreiche Limitationen. Bei einem Teil der untersuchten
Kontrollpersonen wurde das Vorliegen einer psychischen Stérung nicht ausgeschlossen,
sodass wir nicht sicher sagen kdnnen, ob einige dieser Kontrollpersonen von einer Bipo-
laren Stérung betroffen waren. Aufgrund der insgesamt eher geringen Lebenszeitpra-
valenz der Bipolaren Stoérung (ca. 1-2 % laut Merikangas et al., 2011) ist aber nicht davon
auszugehen, dass die statistische Power der vorliegenden Studie durch die Verwendung
von nicht gescreenten Kontrollen wesentlich verringert wurde (Moskvina et al., 2005). Die
Ergebnisse unserer smMIP-Sequenzierung wurden nicht mittels einer anderen Methode
(bspw. Sanger-Sequenzierung, s. Abb. 2, S. 14) Gberprift. Da die bei unserer Resequen-
zierung identifizierten Varianten nach Qualitatsanalyse aber mindestens 10 informative
Reads innerhalb einer Probe hatten und insgesamt eine hohe mittlere Coverage der
smMIP-Primer vorlag, wurde in der vorliegenden Studie auf eine Bestatigung der identifi-
zierten Varianten mittels einer anderen, unabhangigen Methode verzichtet. Da wir unsere
Kandidatengene teilweise basierend auf der physischen Néahe zu den GWAS Loci gewahlt
haben, kénnen wir nicht mit Sicherheit sagen, dass diese die kausalen Gene fiur das Er-
krankungsrisiko darstellen (Westra und Franke, 2014). Zukinftige Studien sollten ver-
schiedene bioinformatische Ansatze kombinieren, um die an den Loci gelegenen, rele-

vanten Gene zu identifizieren (z. B. Mullins et al., 2021). Bezuglich der CADD-Werte sollte
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die biologische Relevanz der identifizierten Varianten in funktionellen Analysen weiter un-

tersucht und repliziert werden.

Obwohl in der vorliegenden Studie mehr als 1.000 Patienten mit Bipolarer Stérung und
1.000 Kontrollen untersucht wurden, war die statistische Power zur Detektion von selte-
nen, funktionell relevanten Varianten limitiert (Bansal et al., 2010). Die Kandidatengene
der vorliegenden Studie sollten daher in zukunftigen Forschungsvorhaben mit grof3eren
Fall- und Kontroll-Stichproben weiter untersucht werden.

4.3 Ausblick

Zukunftige Sequenzierungsstudien in grof3eren Datensatzen werden den Beitrag seltener
Varianten in den an den GWAS Loci fir die Bipolare Stérung gelegenen Genen weiter
klaren. Diese Studien sollten insbesondere Sequenziermethoden anwenden, die das
ganze Genom untersuchen, um die Rolle aller (proteinkodierenden und nicht-kodieren-
den) Gene an den GWAS Loci systematisch zu untersuchen. Durch diese Analysen wird
es auch maoglich sein, die Relevanz der in der vorliegenden Studie identifizierten Sequenz-
varianten hinsichtlich der Entstehung der Bipolaren Storung weiter zu charakterisieren.
Langfristig konnte die ldentifikation der zugrundeliegenden Gene zur Entwicklung neuer
diagnostischer und therapeutischer Ansétze fir die Bipolare Stérung fuhren (Harrison et
al., 2016).
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5. Zusammenfassung

Die Bipolare Stérung ist eine haufige psychiatrische Erkrankung mit einer geschéatzten
Heritabilitat von bis zu 85 %. Da die in genomweiten Assoziationsanalysen untersuchten
haufigen Varianten nur etwa 20-30 % der genetischen Varianz der Bipolaren Stérung er-
klaren, konnten seltene Varianten mit hoherer Penetranz ebenfalls die Suszeptibilitat der
Bipolaren Stérung beeinflussen. In dieser Arbeit wurde der Beitrag von seltenen Varianten
zur Entstehung der Bipolaren Stérung durch Resequenzierung von proteinkodierenden
Genen an den 30 genomweit signifikanten Genloci der GWAS von Stahl et al. (2019)
untersucht. Die Resequenzierung von 20 priorisierten Kandidatengenen in jeweils tber
1.000 Patienten und Kontrollprobanden deutscher Herkunft wurde mittels innovativer
Next-Generation-Sequencing-Methoden durchgefiihrt. Es konnten 860 Varianten in 16
Genen einschliel3lich 543 seltener (Allelfrequenz <1 %) und potentiell funktionell relevan-
ter (CADD-Wert >10) Varianten identifiziert werden. Sieben dieser Varianten in drei Ge-
nen zeigten eine nominal signifikante Assoziation fir die Bipolare Stérung, nach stringen-
ter FDR-Korrektur fur multiples Testen blieb die Assoziation jedoch fir keine der identifi-
zierten Varianten signifikant. In einer genbasierten Burdenanalyse von seltenen Varianten
mit einem CADD-Wert >10 und >20 zeigten insgesamt drei Gene (ADD3, ANK3 und
GRIN2A) eine nominal signifikante Assoziation, die einer FDR-Korrektur nicht Stand hielt.
Interessanterweise kodieren die drei implizierten Gene ADD3, ANK3 und GRIN2A fir Pro-
teine, die durch ihre Funktion eine mégliche Beteiligung an der Entstehung der Bipolaren
Stoérung plausibel erscheinen lassen. Zusammenfassend liefern die in dieser Studie er-
brachten Ergebnisse keine starken Hinweise auf einen Beitrag von seltenen Varianten in
den an den GWAS Loci gelegenen Genen zur Entstehung der Bipolaren Stérung. Weitere
Resequenzierungsstudien in groReren Kollektiven sowie funktionelle Analysen sind not-
wendig, um die Relevanz der implizierten Varianten und Gene fir die Pathogenese der

Bipolaren Stoérung weiter einzuschatzen.
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6. Anhang

Tab. 9: Ubersicht uber die 22 identifizierten seltenen (MAF <1 %) und potentiell funktio-
nellen (CADD >10) Varianten in ADD3.

Position= Chromosomale Position (hgl9). SNP ID= Single Nucleotide Polymorphism
Identification. Basenaustausch= Referenz- und Alternatives Allel. Aminosdureaustausch=
Aminosaureaustausch mit Position, Transkript ADD3:NM_001121 bzw.
ADD3:NM_001320592 (mit + markiert). Funktion= Funktionelle Konsequenz. CADD-
Wert= Combined Annotation Dependent Depletion Score. Het. Pat./Het. Kontr.= Hetero-
zygote Patienten/Heterozygote Kontrollen= Anzahl an Patienten bzw. Kontrollpersonen,
in der die Variante heterozygot identifiziert wurde. k.A.= keine Angabe. Die Varianten sind
aufsteigend nach chromosomaler Position sortiert. Zwei nominal signifikante Varianten
sind fett markiert.

Basen- Amino-
Position SNP ID aus- saure- Funktion \CI:\/é?tD- :2:' Eitﬁ{[r
tausch austausch : :
chtiie: (s367830044 C/T G8G Synonym 125 0/
111860435 ’
chr10:
111860531 K.A. CIT N4ON Synonym | 10,3 0/1
chr10: Nicht-
111872595 k.A. AIG T86A synonym 15,5 1/0
chr10: Nicht-
111872650 rs139343347 CIT S104L synonym 23,7 2/1
chr10: Nicht-
111876041 k.A. AIG N120S Synonym 20,8 1/0
chrio: (140299264 A/G V163V Synonym 142  18/9
111877102 ’
chr10: Nicht-
111878412 k.A. GIT G212V synonym 27,6 1/0
chr10: Nicht-
111879027 rs55763936 AIG D259G synonym 27,2 6/2
chr10: Nicht-
111881902 rs41291894 AIG N332S ST 24,6 0/1
chrl0: KA. AIC K342N . 251 1/0

111881933 synonym



chrl0:
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Nicht-

111883815 KA GIA R395Q Synonym | 268 011
chr10: Nicht-

111884003 <A G/A G458R synonym | 320 110
chr10: Nicht-

S encoag | S143966199  T/A D532E e 165 2
chri0: KA c/IT 15371 Nicht- 173 10
111890122 <™ synonym :

chr10: Nicht-

11800151 5148633520 CIT P547S Neonym 219 372
chr10: Stopp-

111890229 KA cIT Q573X e 470 o1
chr10: Nicht-

o134 5149714005  CIA QB02K + Mot o 166 40
chrio: k.A AT I588F Nicht- 159 01
111893113 <™ synonym :

chri0: 1s145028289  C/T V594V Synonym 12,1 0/5
111893133 ynony :

chr10: Nicht-

111893160 rs73352950 G/C M603lI synonym 17,4 1/0
chr10: Nicht-

111893161 KA crr H604Y Nonym | 24320
chr10: Nicht-

111893198 KA GIA R616K Symonym 136 01
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Tab. 10: Ubersicht tiber die 102 identifizierten seltenen (MAF <1 %) und potentiell funk-
tionellen (CADD >10) Varianten in ANK3.

Position= Chromosomale Position (hg19). SNP ID= Single Nucleotide Polymorphism
Identification. Basenaustausch= Referenz- und Alternatives Allel. Aminosaureaustausch=
Aminoséureaustausch mit Position, Transkript ANK3:NM_020987 bzw.
ANK3:NM_001204404 (mit + markiert) bzw. ANK3:NM_001204403 (mit ++ markiert).
Funktion= Funktionelle Konsequenz. CADD-Wert= Combined Annotation Dependent
Depletion Score. Het. Pat./Het. Kontr.= Heterozygote Patienten/Heterozygote Kontrollen=
Anzahl an Patienten bzw. Kontrollpersonen, in der die Variante heterozygot identifiziert
wurde. k.A.= keine Angabe. Del= Deletion. Die Varianten sind aufsteigend nach chromo-
somaler Position sortiert. Vier nominal signifikante Varianten sind fett markiert.

Basen- Amino-

Position SNP ID aus- saure- Funktion \Zale0s Ui, PR

tausch austausch Wert Het. Kontr.
chrl0:; Nicht-
61802477  'S141939315 C/T R4369Q synonym 35,0 13/31
chrl0: )
61802492 k.A. G/A T4364M Nichtsynonym 15,9 1/0
chr10: .
61815451 k.A. G/A H4344Y Nichtsynonym 23,1 1/0
chr10: .
61815643 k.A. T/IC K4280E Nichtsynonym 23,2 1/0
chri0: 12261793  TIC 14257V Nicht 11,6 11
61815712 '° ichtsynonym :
chrl0:; Nicht-
61810543 5139092048  C/A DIB6LY+  ( ionym 14,5 14/6
chr10:
61819571 k.A. G/A V1651V+ Synonym 12,9 1/0
chri0: rs201194312  AIG 11642T+ Nichtsynonym 11,2 1/0
61819599 )
chr10: .
61822964 k.A. AIG V4167A Nichtsynonym 27,5 0/1
chr10:
61827770 | 5200190212  GIA KA. k.A. 16,0 0/2
chri0: KA. CIT  G4072S  Nichtsynonym 19,0 1/0

61828425
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chrl0:

61828521 rs201115226 E4040K Nichtsynonym 3,0

ehri0: 144123544 TIC ~ N3789S  Nicht 19,6 112
61829273 '° ichtsynonym :

chrl0: .

61829384 k.A. CIT C3752Y Nichtsynonym @ 12,6 1/0
chrio: rs148109897 @ G/C S3697C Nichtsynonym | 16,1 2/0
61829549 '

chrl0: .

61829571 k.A. CIT G3690R Nichtsynonym = 23,0 0/2
chrl0: .

61829713 k.A. C/G K3642N Nichtsynonym | 27,0 1/0
chr10: _

61820856 <A T/IC  T3595A  Nichtsynonym 24,7 01
chri0: rs138986388 CI/T T3587T Synonym 12,9 1/0
61829878 ynony ,

chri0: rs147527383  T/C E3563G Nichtsynonym 22,9 33
61829951 '° synony :

chrl0: .

61830176 k.A. T/C E3488G Nichtsynonym @ 23,3 1/0
chri0: (s201398340 AT V3466D  Nichtsynonym 25,9 012
61830242 !

chr10: _

61830270 k.A. G/A R3457C Nichtsynonym | 33,0 0/1
chrl0: .

61830419 k.A. G/A T3407M Nichtsynonym @ 25,9 1/0
chrl0: .

61830421 k.A. GIT D3406E Nichtsynonym | 21,9 0/1
chr10: _

rs61845768  T/C E3352G Nichtsynonym 14,2 16/10

61830584



chrl0:
61830642

chrl0:
61830704

chrl0:
61831150

chrl0:
61831298

chrl0:
61831566

chrl0:
61832066

chrl0:
61832105

chrl0:
61832247

chrl0:
61832552

chrl0:
61832903

chrl0:
61833170

chrl0:
61833414

chrl0:
61833564

chrl0:
61833649

chrl0:
61833684

rs140183285

rs201625904

k.A.

rs181031970

k.A.

rs78194762

rs139022925

k.A.

k.A.

rs61732397

rs140741466

rs148904927

k.A.

k.A.

rs140463162

G/A

CIT

AIG

C/IA

G/A

CIT

CIT

G/A

CIT

G/A

AIG

AIG

T/IC

CIT
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T3333S

A3312V

G3163G

V3114A

V3025F

S2858L

G2845E

E2798K

S2696L

R2579K

P2490L

S2409P

Y2359H

12330M

D2319N

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Synonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

16,0

10,6

17,2

17,7

23,7

25,5

22,8

22,1

26,2

111

25,4

22,4

23,0

28,2

5/6

0/1

0/1

1/0

1/0

2/3

0/2

0/1

1/0

0/1

15/16

1/0

0/1

2/5



chrl0:
61833723

chrl0:
61833749

chrl0:
61833851

chrl0:
61834084

chrl0:
61834098

chrl0:
61834658

chrl0:
61834700

chrl0:
61834861-
61834863

chrl0:
61835027

chrl0:
61835057

chrl0:
61835221

chrl0:
61835429

chrl0:
61835462

chrl0:
61835518

chrl0:
61835633

rs144270555

k.A.

k.A.

rs144465058

rs368258557

rs141251507

k.A.

k.A.

k.A.

rs117475706

rs200232886

k.A.

k.A.

rs202183196

rs145794254

T/IC

G/A

C/IA

C/IA

G/A

T/IC

CTC/-

CIT

G/A

CIT

G/A

G/A

CIT

G/A

64

K2306E

K2297R

A2263V

Q2185H

G2181W

S1994L

D1980G

E1926Del

R1871Q

T1861M

S1806S

Al1737V

P1726L

M17071

P1669L

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Deletion ohne
Rasterschub

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Synonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

23,1

17,6

15,3

28,9

22,5

23,1

21,7

29,9

24,5

12,4

17,0

26,2

11,8

25,6

1/0

1/0

5/3

2/0

1/4

1/0

0/1

0/1

6/12

0/1

1/0

1/0

0/1

3/1
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chrl0:

SRR T1606T Synonym 1,5

chrl0: i

61835822 k.A. G/A T1606M Nichtsynonym | 22,6 0/1
chrl0: '

61835870 k.A. T/IC Y1590C Nichtsynonym 24,1 0/1
chri0: 1s201134561 G/A  S1573F  Nichtsynonym 23,3 0/1
61835921 '

el rs375050420 A/C  SI1569A Nichtsynonym 24,5 0/1
61835934 ' >ynon '

chrl0:

61836109 KA CIT P1510P Synonym 10,3 0/1
chrl0: i

61836110 k.A. G/A P1510L Nichtsynonym 28,0 0/1
chri0: Nicht-

61836174 | 'S41274676  GIA P1489S synonym 17,7 0/8
chrl0: i

61836201 KA G/A R1480W Nichtsynonym 31,0 1/0
chri0: [s200130698 G/A  P1475L Nichtsynonym 24,5 0/1
61840303 ' creyneny ’

G rs139982397 T/IC  K1467R Nichtsynonym 23,6 172
61840327 '

chrl0: i

61840330 k.A. CIT R1466H Nichtsynonym | 35,0 0/1
€ Irler 1s75052415  G/A  F1460F Synonym 13,8 0/1
61840347 'S ynony '

chri0: 201213520 GIC  T1420R Nicht 25,2 1/0
61842437 ' R

chr10: KA. T/C K1416R Nichtsynonym 23,1 0/1

61842449



chrl0:
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61843365 rs200556767 C/G G1362A Nichtsynonym 28,4 1/1
chrl0: .

61844437 k.A. T/IC M1333V Nichtsynonym 22,2 2/1
chri0: (s140104995 G/A P1323P Synonym 12,6 1/0
61844465 '

chri0: rs150367434  C/T T1299T Synonym 15,1 313
61844537 '

L0 rs187349220 C/T T1127T Synonym 15,5 1/0
61848064 ' ynony '

chrl0: .

61848104 k.A. G/A P1114L Nichtsynonym | 21,4 0/1
chrl0: )

61865807 k.A. cIT V1062M Nichtsynonym 29,6 0/1
chrl0:

61865821 K.A. -IA k.A. k.A. 11,7 0/1
chrl0: .

61874016 k.A. T/IC N972S Nichtsynonym | 25,3 1/0
chrl0: .

61894068 k.A. GIT S934R Nichtsynonym @ 26,2 0/1
chr10: )

61894126 k.A. cIT R915H Nichtsynonym 27,5 1/0
chri0: (s41283526  TIC K872K+ Synonym 20,6 13/28
61905727 '

chrl0: :

61905734 k.A. G/A T870M+ Nichtsynonym 16,6 0/2
chrl0:

61926345 k.A. AIG k.A. k.A. 13,1 1/0
ClLe: k.A. G/A R805C Nichtsynonym 27,2 0/1

61932131
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chrl0:

61932749 Y764C Nichtsynonym 4,9

chrl0: )

61932932 k.A. G/C P733A Nichtsynonym | 24,6 0/1
Gl (s144051466 CIT A725T Nichtsynonym 23,5 47
61941098 '

chrl0: .

61956328 k.A. TIC N582S Nichtsynonym | 10,1 2/0
Sl (s16914613  C/T AB56A Synonym 19.6 712
61958119 'S ynony '

chrl0: .

61958253 k.A. C/A A512S Nichtsynonym | 25,0 0/1
chrl0: )

61962809 k.A. AIG 1448T Nichtsynonym 28,0 1/0
chrio: rs117138204 G/A C349C Synonym 13.2 16/8
61967941 ynony !

R rs117266082 C/T T252T Synonym 12,9 7/9
62021659 ' ynony :

chrio: 200837964  TIC N224S Nicht 256 01
62023621 '° ichtsynonym :

chr10: )

62023637 k.A. cIT A219T Nichtsynonym 32,0 0/1
chrl0: )

62023640 k.A. C/A A218S Nichtsynonym | 33,0 0/1
chri: rs145034480 CIT T215T Synonym 14,9 0/1
62023647 'S ynony '

chrio: rs77316697  GIA V133V Synonym 12,7 213
62038547 'S ynony '

Glnilo: (s141511303 CIT R31Q Nichtsynonym 22,8 1/0
62149205 '

chri0: KA. CIT S20N++ Nichtsynonym 15,3 1/3

62374954
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Tab. 11: Ubersicht tiber die 22 identifizierten seltenen (MAF <1 %) und potentiell funktio-
nellen (CADD >10) Varianten in GRIN2A.
Position= Chromosomale Position (hg19). SNP ID= Single Nucleotide Polymorphism
Identification. Basenaustausch= Referenz- und Alternatives Allel. Aminosaureaustausch=
Aminoséaureaustausch mit Position, Transkript GRIN2A:NM_001134407. Funktion= Funk-
tionelle Konsequenz. CADD-Wert= Combined Annotation Dependent Depletion Score.
Het. Pat./Het. Kontr.= Heterozygote Patienten/Heterozygote Kontrollen= Anzahl an Pati-
enten bzw. Kontrollpersonen, in der die Variante heterozygot identifiziert wurde. k.A.=
keine Angabe. Die Varianten sind aufsteigend nach chromosomaler Position sortiert. Die
nominal signifikante Variante ist fett markiert.

Position

chrl6:
9857216

chrl6:
9857517

chrl6:
9857574

chrl6:
9858173

chrl6:
9858396

chrl6:
9858493

chrl6:
9858549

chrl6:
9858652

chrl6:
9916206

chrl6:
9923439

chrl6:
9927973

SNP ID

k.A.

k.A.

rs145063086

rs61758995

k.A.

k.A.

rs139795367

k.A.

k.A.

rs372324916

k.A.

Basen-
aus-
tausch

CIT

AIG

G/IC

GIT

G/A

G/A

C/IA

AIC

G/A

G/A

G/IC

Amino-
saure-
aus-
tausch

R1281Q

11295T

Al1276G

N1076K

T1002|

R970W

G951V

S917A

R695W

S616S

A589G

Funktion

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nicht-
synonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Nichtsynonym

Synonym

Nichtsynonym

CADD-
Wert

12,3

254

11,8

23,0

17,5

26,6

19,8

23,0

34,0

13,3

29,8

Het. Pat./
Het. Kontr.

0/1

1/0

3/1

8/31

0/1

1/0

2/1

0/1

0/1

0/1

0/1
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0934916 rs368221866 C/T G458G Synonym 15,2 0/1
chrlé6: _
9934950 K.A. TIC N447S Nichtsynonym 12,4 1/1
chrib: rs367543146 G/A H387H Synonym 11,5 1/0
9943780 ,
chrl6:
10032235 k.A. CIT V196V Synonym 10,4 0/1
chrl6: _
10032269 <A C/G S185T  Nichtsynonym 14,9  0/1
chrlé6: _
10032276 k.A. AIT F183I Nichtsynonym 27,1 1/0
chri6; rs144464666 CIT Al49A  Synonym 147 oA
10032376 ynony :
chrl6: )
10032377 k.A. G/A A149V Nichtsynonym 25,3 1/0
chrlé6: )
10032378 k.A. C/IG A149P Nichtsynonym 23,6 1/0
chrlé6:
10032400 k.A. CIT T141T Synonym 13,7 0/1
chri6: .

rs78631453  G/A T141M Nichtsynonym 12,7 4/6

10032401
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