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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

1.1.1 Schizophrenie als schwerwiegende psychiatrische Erkrankung

Die Schizophrenie (SCZ) ist eine der schwerwiegendsten neuropsychiatrischen Erkran-
kungen (Kahn et al. 2015; Owen et al. 2016; Jauhar et al. 2022) und tritt mit einer Lebens-
zeitpravalenz von etwas unter 1 % (McGrath et al. 2008) in der Allgemeinbevdlkerung auf.
Weltweit ist die SCZ mit hohen persodnlichen und gesellschaftlichen Kosten verbunden
(Solmi et al. 2023). So verlieren beispielsweise Betroffene mit einer SCZ durchschnittlich
10-20 Jahre ihres Lebens durch die Krankheit (Hjorthgj et al. 2017), welches sich nicht
ausschlief3lich durch die auf 10 % erhohte Suizidrate erklaren lasst (Plana-Ripoll et al.
2019). Betroffene leben in der Regel viele Jahre mit dieser beeintrachtigenden Erkran-
kung. Dies resultiert aus dem Beginn im jungen Erwachsenenalter und dem h&ufig chro-
nischen Verlauf (Jauhar et al. 2022). Zudem blieben in der Vergangenheit trotz jahrzehn-
telanger intensiver Forschung maf3gebliche therapeutische Fortschritte in der Psychiatrie
aus (Tricklebank et al. 2021). Die Gruppe der antipsychotischen Medikamente bildet nach
wie vor einen Grundpfeiler der Therapie bei der SCZ, obwohl sie wenig wirksam in Hin-
blick auf bestimmte Kategorien der klinischen Symptomatik und mit einer Vielzahl von
Nebenwirkungen, insbesondere kardiovaskuléaren, verbunden sind (Kahn et al. 2015;
Owen et al. 2016). Daher bringt die Diagnose SCZ selbst fur Betroffene mit einem gins-
tigeren Krankheitsverlauf in der Regel lebenslange Konsequenzen (Jauhar et al. 2022)
mit sich, was u.a. durch eine Arbeitslosenquote unter Betroffenen mit einer SCZ von 70-
90 % verdeutlich wird (Marwaha et al. 2007).

Trotz aller wissenschaftlicher Anstrengungen der letzten Jahrzehnte ist die SCZ nach wie
vor eine primar klinische Diagnose, basierend auf einer ausfihrlichen psychiatrischen
Anamnese, da es bisher keinen genetischen, biochemischen oder bildgebenden Parame-
ter gibt, der die Diagnose sichern kann (Owen et al. 2016).



1.1.2 Klinisches Erscheinungsbild mit geschlechtsspezifischen Unterschieden

Die vielfaltigen klinischen Symptome der Schizophrenie sind komplex und kénnen ver-
schiedene Ebenen der Wahrnehmung, der Ich-Umwelt-Grenzen, der Kognition, des Af-
fektes und der Psychomotorik betreffen. In der Praxis werden diese daher in Ublicherweise
drei Kategorien unterteilt: 1) positive Symptome wie Halluzinationen, Wahnvorstellungen
und eine desorganisierte Sprache oder Verhaltensweisen, 2) negative Symptome wie
eine affektive Verflachung oder ein sozialer und emotionaler Rickzug und 3) kognitive
Symptome wie eine Beeintrachtigung des Gedachtnisses oder Storungen der exekutiven

Funktionsfahigkeit (American Psychiatric Association 2000).

Innerhalb des letzten Jahrzehntes hat das Bewusstsein flr geschlechtsspezifische As-
pekte in der Medizin (Mauvais-Jarvis et al. 2020) und Wissenschaft (Shansky und Murphy
2021; Tannenbaum et al. 2019) stetig zugenommen. Weltweit konnten Forschende auf-
zeigen, dass diese Unterschiede sich auf verschiedene Merkmale einer Erkrankung, wie
z. B. die Epidemiologie oder das klinische Erscheinungsbild, auswirken konnen (Wierenga
et al. 2024). Dennoch sind die zugrundeliegenden biologischen Mechanismen bisher wei-
testgehend unverstanden, was zu einer Wissensliicke (Rechlin et al. 2022) mit potentiell
schwerwiegenden Auswirkungen fur beide Geschlechter fuhrt. Auch fir Erkrankungen
des Gehirns sind solche geschlechtsspezifischen Aspekte mittlerweile wissenschaftlich
anerkannt (Bolte et al. 2023).

Speziell fir die SCZ bestand in der Vergangenheit lange die Ansicht, dass Frauen und
Manner gleichermalRen héaufig betroffen sind. Erst relativ aktuelle Metanalysen (McGrath
et al. 2008; Jongsma et al. 2019) konnten eine moderat erhdhte Inzidenz fur Manner im
Vergleich zu Frauen belegen (Méanner-zu-Frauen-Verhaltnis 1.4:1 bzw. 1.7:1). Hinsichtlich
des klinischen Erscheinungsbildes sind die geschlechtsspezifischen Unterschiede zwi-
schen mannlichen und weiblichen Betroffenen mit einer SCZ vielfaltig (Gaebel und W6l-
wer 2010) und erste Beschreibungen gehen sogar auf den Erstbeschreiber Emil Krapelin
(Krapelin 1919) zurtick: So erkranken Frauen tendenziell etwas spater in ihrem Leben an

einer SCZ und haben einen zweiten, schwéacheren Inzidenzgipfel nach der Menopause.
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Auch haben Patientinnen im Vergleich zu Patienten mit einer SCZ insgesamt eine bessere
Prognose in Bezug auf den klinischen Verlauf und den Ausgang der Erkrankung, wozu
beispielsweise ein besseres therapeutisches Ansprechen und eine damit verbundene,
besser erhaltene psychosoziale Funktionsfahigkeit beitragen (Falkenburg und Tracy
2014; Abel et al. 2010). Am deutlichsten stellt sich dies in einer aktuellen Auswertung der
durch die Weltgesundheitsorganisation durchgefuhrten Global Burden of Disease Studie
(Solmi et al. 2023) dar, die beobachten konnte, dass sich das Geschlechterverhaltnis bei
der SCZ im Laufe der gesamten Lebensspanne umkehrt. Dies deutet darauf hin, dass
sich neben dem Ersterkrankungsalter sogar das Gesamtuiberleben bei der SCZ nach bio-
logischem Geschlecht unterscheidet, mit einer starkeren, krankheitsbedingten Reduzie-

rung der Lebenserwartung bei betroffenen Mannern.

Trotz potenzieller klinischer Implikationen, wie unterschiedlichen Arzneimittelnebenwir-
kungen und hormonellen Veranderungen sowohl innerhalb des Menstruationszyklus so-
wie im Verlauf des weiblichen Lebens (Gonzéalez-Rodriguez et al. 2020; Seeman 2021),
wurden diese geschlechtsspezifischen Unterschiede in den jingsten Leitlinien fur die Kli-
nische Praxis kaum berucksichtigt (Deutsche Gesellschatft fiir Psychiatrie und Psychothe-
rapie Psychosomatik und Nervenheilkunde 2019; American Psychiatric Association
2020).

Eine denkbare Hypothese hinsichtlich des biologischen Ursprungs dieser geschlechts-
spezifischen Unterschiede besagt, dass genetische Risikofaktoren auf dem X-Chromo-
som eine mdgliche Rolle in dem komplexen Zusammenspiel spielen, welches zur Ent-
wicklung einer SCZ beitragt (Bache und DeLisi 2018).

1.1.3 Aktuelle Fortschritte im Bereich der Genetik der Schizophrenie

Anhand bisheriger Studien ist bekannt, dass psychiatrische Erkrankungen in der Regel
multifaktorieller Ursache sind, d.h. sowohl Umwelt- als auch genetische Faktoren tragen
zur Krankheitsentstehung bei (Andreassen et al. 2023). Ausgehend von einer lange beo-
bachteten familiaren Haufung der SCZ schatzen aktuelle Zwillingsstudien die sogenannte
Erblichkeit oder Heritabilitat auf bis zu 80 % (Wray und Gottesman 2012). Diese be-
schreibt den Anteil an der Krankheitsentstehung, welcher im Durchschnitt aller Betroffe-

nen auf erbliche Faktoren zurtickzufiihren ist.
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Damit gilt die SCZ als eine der am starksten durch erbliche Faktoren beeinflussten psy-
chiatrischen Erkrankungen (Andreassen et al. 2023). Um die Natur der erblichen Faktoren
aufzuklaren, hat insbesondere seit etwa Mitte der 2000er Jahre die molekulargenetische
Forschung grundlegende Einblicke in die genetische Architektur dieser Erkrankungen er-
maoglicht (Andreassen et al. 2023; Sullivan et al. 2024; Owen et al. 2023). Diese Fort-
schritte wurden maf3geblich beférdert durch: 1. eine stetig wachsende Anzahl an Studien-
teilnehmenden, insbesondere durch den Zusammenschluss einzelner Studien in grof3an-
gelegten, internationalen Konsortien wie dem Psychiatric Genomics Consortium (PGC);
2. den technologischen Fortschritt und die daraus resultierenden kontinuierlich abneh-
menden Genotypisierungs-/Sequenzierkosten und 3. die Entwicklung ausgefeilter statis-

tischer Methoden fir die Analyse grof3er Datensatze.

Aktuelle genetische Studien zu psychiatrischen Erkrankungen greifen in der Regel auf
einen der folgenden genom- oder exomweiten Ansatze zurtick (Rees und Owen 2020): 1.
Genomweite Assoziationsstudien (GWAS), welche die Allelhaufigkeiten von Einzelnukle-
otidpolymorphismen (SNPs) zwischen Betroffenen und Kontrollpersonen vergleichen, mit
dem Ziel, haufige genetische Risikovarianten zu identifizieren, die jeweils fur sich genom-
men, das Risiko zu erkranken nur in einem geringen Mal3e erhdéhen (Uffelmann et al.
2021); 2. die genomweite Analyse spezifischer Kopienzahlvarianten (CNVs), sprich gro-
Berer, submikroskopischer Duplikationen und Deletionen, welche mehrere tausend Ba-
senpaare umfassen und seltene Risikovarianten mit einer hohen Effektstarke darstellen
kénnen (Rees und Kirov 2021) und 3. die Untersuchung von seltenen kodierenden Vari-
anten (RCVs) mittels Verfahren des sogenannten Next Generation Sequencings (NGS),
welche sowohl Einzelnukleotidvarianten (SNVs) als auch kleinere Insertionen und Deleti-
onen (InDels) mit moderater bis hoher Effektstarke umfassen.

Die bisherigen Befunde stiitzen einmal mehr die komplexe und polygene, d.h. durch eine
Vielzahl unterschiedlicher Gene beeinflusste Natur der SCZ (Sullivan et al. 2024). Bis
heute wurden Tausende von Risikovarianten in Hunderten von verschiedenen Genen
identifiziert, welche sich Uber das gesamte menschliche Erbgut verteilen. Alleine die ak-
tuell umfassendste vom PGC durgeflihrte systematische genetische Studie an 76.755 Be-
troffenen mit einer SCZ und 243.649 Kontrollpersonen konnte 342 unabh&ngige SNPs in
287 genomischen Loci identifizieren (Trubetskoy et al. 2022).
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Dem genetischen Hintergrund der SCZ liegen daher hauptsachlich diese haufigen Risi-
kovarianten mit jeweils geringer Effektstarke zugrunde, die jedoch in ihrer Summe zu ei-
nem potentiell krankheitsrelevanten Risiko beitragen kdnnen. Daneben liegen in einer
Subgruppe von Betroffenen mit einer SCZ seltene genetische Veranderungen vor, die das
Risiko, an einer SCZ zu erkranken, in einem starkeren Mal3e erhéhen (Sullivan et al.
2024).

Seitdem Deletionen in der Chromosomensubbande 22g11.2 erstmals im Zusammenhang
mit einem erhohten Risiko fur die SCZ beschrieben wurden (Murphy et al. 1999), stellen
CNVs die bisher starksten identifizierten individuellen genetischen Risikofaktoren dar und
kommen insgesamt betrachtet bei schatzungsweise bis zu 2-3 % der Betroffenen mit einer
SCZ vor (Rees et al. 2014). Zusatzlich gehen diese neuropsychiatrischen CNVs oftmals
auch mit weiteren Auffalligkeiten wie z. B. einer kognitiven Beeintrachtigung und/oder an-
geborenen Herzfehlern einher (Rees und Kirov 2021). Da aktuelle Studien unter anderem
anhand einer Analyse elektronischer Gesundheitsdaten nahelegen, dass nur etwa 5 %
der Falle mit einem Kklinisch relevanten, neuropsychiatrischen CNV eine entsprechende
molekulargenetische Diagnose erhalten (Shimelis et al. 2022), ist zudem davon auszuge-
hen, dass derzeit ein relevanter Anteil der Betroffenen mit einem seltenen genetischen
Syndrom in der Psychiatrie unterdiagnostiziert bleibt. Folglich wurde fur die SCZ bereits
die Verwendung einer Array-basierten CNV-Untersuchung als routinemaRiger diagnosti-
scher Test bei Vorliegen bestimmter Symptomkonstellationen diskutiert (Baker et al.
2014). Das Verstandnis der zugrundeliegenden biologischen Mechanismen ist aber noch
begrenzt, da die identifizierten CNVs in der Regel mehrere Gene umfassen, und damit
die urséchlichen Gene, die den entsprechenden Assoziationen in ihrer biologischen Wir-
kung zugrunde liegen, in der Regel noch nicht bekannt sind (Rees und Kirov 2021).

Unabhangig davon standen aufgrund technischer und methodischer Einschrankungen
weder geschlechtsabhangige Effekte (Blokland et al. 2022) noch X-chromosomale Risi-
kofaktoren im Fokus der bisherigen systematischen genetischen Studien (Khramtsova et
al. 2019). Die Grunde hierfur reichen bespielhaft von einer schlechteren Abdeckung des
X-Chromosoms mit untersuchten SNPs Uber eine aufwendigere statistische Analyse X-
chromosomaler Daten bis hin zur Nichtbertcksichtigung der Geschlechtsinformation in

Fall- und Kontrollgruppen (Khramtsova et al. 2019).
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Dabei konnte eine aktuelle Studie ausgehend von monogenen Erkrankungen eine Anrei-
chung von Genen auf dem X-Chromosom feststellen, die fur die Funktion des Gehirnes
relevant sind (Leitdo et al. 2022). Auch fur andere neuropsychiatrische Erkrankungen mit
einer hoheren Inzidenz fur das ménnliche Geschlecht, wie z. B. die Intelligenzminderung
oder Autismus-Spektrum-Stérungen, sind mittlerweile eine Reihe von krankheitsursachli-
chen Varianten auf dem X-Chromosom fiir monogene Formen dieser Erkrankungen be-

kannt (Martin et al. 2021; Turner et al. 2019).

Neuere bioinformatische Analysemethoden sowie Genotypisierungs- und Sequenzier-
techniken ermdglichten denn auch fir die SCZ eine Identifikation der ersten genetischen
Risikofaktoren auf dem X-Chromosom (Marshall et al. 2017; Singh et al. 2022; Trubetskoy
et al. 2022). Diese spiegeln das gesamte Spektrum der genetischen Variabilitdt wieder,
welches der Entstehung dieser multifaktoriellen Erkrankung zugrunde liegt, und sind zur
Ubersicht in Abb. 1 dargestellt.
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Abb. 1: Allelisches Spektrum der X-chromosomalen Risikofaktoren fiir die Schizophrenie.
Diese Abbildung wurde in Anlehnung an (Sullivan et al. 2012) erstellt und fasst die Ergeb-
nisse fur das X-Chromosom der derzeit umfassendsten genetischen Analysen fur die
Schizophrenie auf Ebene der Kopienzahlvarianten (CNVs) (Marshall et al. 2017), seltener
codierender Varianten (RCVs) (Singh et al. 2022) und Einzelnukleotidpolymorphismen
(SNPs) (Trubetskoy et al. 2022) zusammen. Die graue Linie kennzeichnet einen Schwel-
lenwert der Allelfrequenz von < 0,01 % fir seltene Varianten.
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So konnte z. B. auf der Ebene der haufigen SNPs mit einer geringen Effektstarke die
aktuellste GWAS fir die SCZ die Anzahl der genomweiten signifikanten Loci fur das X-
Chromosom auf insgesamt funf erhdhen (Trubetskoy et al. 2022).

Hinsichtlich seltener RCVs mit moderater bis hoher Effektstarke identifizierte eine der der-
zeit umfassendsten Exomsequenzierungsstudien fir die SCZ in einer wegweisenden
Publikation des Schizophrenia Exome Sequencing Meta-Analysis (SCHEMA) Konsorti-
ums das X-chromosomale GRIA3-Gen als eines von insgesamt zehn exomweit signifi-
kanten Genen (Singh et al. 2022).

Im Jahr 2017 wurde zuséatzlich erstmals ein potenzieller risikoassoziierter CNV auf dem
X-Chromosom bei 18/21.094 Betroffenen mit einer SCZ und 2/20.227 Kontrollpersonen
entdeckt (Marshall et al. 2017). Die Autoren des PGCs fanden heraus, dass Duplikationen
des Xq28,distal Locus das SCZ-Risiko fur beide Geschlechter erh6hen und die berichtete
Odds Ratio (OR) betrug insgesamt 8,9, wobei bei Mannern ein starkerer Effekt beobachtet
wurde (OR Frauen = 6,3; OR Manner = «) (Marshall et al., 2017). Dabei umfassen diese
Duplikationen die folgenden acht proteinkodierenden Gene: Coagulation Factor 8 (F8),
FUN14 Domain-Containing Protein 2 (FUNDCZ2), C-X9-C Motif-Containing Protein 4
(CMC4), Mature T-Cell Proliferation 1 (MTCP1), BRCA1/BRCA2-Containing Complex
Subunit 3 (BRCC3), Von Hippel-Lindau Binding Protein 1 (VBP1), Ras-Related Protein
Rab-39 (RAB39) und Chloride Intracellular Channel 2 (CLIC2).

Zudem brachten weitere Studien dieselbe genomische Region in den Zusammenhang mit
einer X-chromosomalen Intelligenzminderung (Ballout et al. 2020; Ballout und El-Hattab
2021; El-Hattab et al. 2011; El-Hattab et al. 2015). Alle dieser bisher berichteten Trager*in-
nen einer Duplikation des Xq28,distal Locus teilen dieselben genomischen Bruchpunkte,
welche in Abb. 2 veranschaulicht sind. Daher ist es eine Herausforderung, zu ermitteln,
welches Gen bzw. welche Gruppe von Genen innerhalb dieser Region moglicherweise
einen Beitrag zu dem erhéhten SCZ-Risiko leistet. Basierend auf den Ergebnissen von
Marshall et al. kbnnten zuséatzliche genetische Hinweise aus unabhangigen Studien dazu
beitragen, das krankheitsrelevante Gen/die krankheitsrelevante Gruppe von Genen zu

identifizieren.
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Abb. 2: Schematische Abbildung des Xq28,distal Locus basierend auf dem UCSC Ge-
nome Browser (Kent et al. 2002). Dargestellt sind die genomischen Positionen der bereits
identifizierten Duplikationen im Zusammenhang mit einer Schizophrenie (Marshall et al.
2017) und einer X-chromosomalen Intelligenzminderung (El-Hattab et al. 2011) sowie die
beteiligten Gene.

Frihere Studien haben nahegelegt, dass Gendosis-Effekte zur Pathogenese der SCZ
beitragen: So konnten mehrere Beispiele aufgezeigt werden, bei denen sowohl eine er-
hohte als auch eine erniedrigte Gendosis das Risiko fir eine SCZ erhéht, wie etwa die
1921.1 oder 7911.21(ZNF92) Regionen (Rees et al. 2016; Marshall et al. 2017).

Bei Duplikationen konnte die Wissenschaft zeigen, dass der Pathomechanismus prinzipi-
ell entweder durch eine tatsachliche Uberexpression von Kandidatengenen oder durch
eine Haploinsuffizienz (z. B. durch die Unterbrechung eines dosisabhéngigen Gens) ver-
mittelt werden kann (Rice und McLysaght 2017). Im Speziellen ist auf der Grundlage bis-
heriger Studien ebenfalls bekannt, dass sowohl Duplikationen als auch seltene protein-
trunkierende Varianten innerhalb desselben Gens zu einem erhéhten SCZ-Risiko fuhren
kénnen (Marshall et al. 2017; Singh et al. 2022). So wurde beispielsweise ein Zusammen-
hang zwischen einem erhéhten SCZ-Risiko und seltenen Duplikationen, die das RB1CC1-
Gen betreffen, festgestellt (Degenhardt et al., 2013; Marshall et al., 2017), wahrend dieses
Gen eines der weiteren durch das SCHEMA Konsortium berichteten Gene mit exomweiter
Signifikanz fir die SCZ ist (Singh et al. 2022).
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1.1.4 Ziel der vorliegenden Dissertation

Um weiter einzugrenzen zu kdnnen, welches der Gene bzw. welche Gruppe von Genen
innerhalb des Xqg28,distal Locus zu dem potentiell erhohten SCZ-Risiko beisteuert, war
das Ziel der vorliegenden Dissertation, den Beitrag von seltenen und potenziell funktio-
nellen Sequenzvarianten in dieser Region durch eine gro3 angelegte Sequenzierstudie
zu analysieren. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter der Pramisse, dass beide
Arten der genetischen Varianten, Duplikationen des Xq28,distal Locus wie auch funkti-
onsmindernde RCVs, letztlich zu einer Verringerung der Genexpression fuhren kénnen.
Dies fuhrte zu der Hypothese, dass phéanotyprelevante Gene durch eine mdgliche Anrei-
cherung von seltenen und potenziell funktionsrelevanten Sequenzvarianten bei den Be-
troffenen mit einer SCZ im Vergleich zu der Kontrollgruppe identifiziert werden kdénnen.
Dazu wurden gezielt die acht proteinkodierenden Gene des Xq28,distal Locus in einer
umfangreichen europaischen SCZ-Fall-Kontroll-Kohorte (1,935 Betroffene mit einer SCZ
und 1,905 Kontrollpersonen) mit der single-molecule Molecular Inversion Probe (smMIP)
Methode sequenziert (Hiatt et al. 2013; O’'Roak et al. 2012) und anschliel3end unter Ver-
wendung verschiedener statistischer Methoden, wie dem Optimal Unified Sequence
Kernel Association Test (SKAT-0O), und Berlcksichtigung potentieller geschlechtsspezifi-

scher Effekte RCVs auf eine solche Anreicherung in der SCZ-Kohorte hin untersucht.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Kurzbeschreibung der eingeschlossenen Kohorten

Die Studie, die dieser Dissertation zugrunde liegt, wurde in Ubereinstimmung mit der De-
klaration von Helsinki des Weltarztebundes und den geltenden gesetzlichen Vorgaben
erstellt. Insbesondere lagen die Zustimmung der zustandigen institutionellen Ethikkomi-
tees sowie das schriftliche Einverstandnis der Teilnehmenden vor Studieneinschluss vor.
Die Rekrutierung erfolgte durch langjahrige klinische Kooperationspartner des Instituts fur
Humangenetik an unterschiedlichen Standorten in Deutschland. Die entsprechenden Ein-
schlusskriterien beider Studiengruppen sind in der Veroéffentlichung Gber den Xg28,distal

Locus beschrieben (Claus et al. 2025).
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1.2.2 Gezielte Hochdurchsatz-Sequenzierung des Xq28,distal Locus

Die gezielte Sequenzierung mittels smMIPs stellt ein einfach zu skalierendes und kosten-
effektives Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren dar, welches die parallele Sequenzierung
verschiedener Kandidatengene in einer grof3en Anzahl an Proben bei minimalem Einsatz
von Desoxyribonukleinsaure (DNA) ermoglicht (Hiatt et al. 2013; O’'Roak et al. 2012). Die
in dieser Arbeit untersuchten acht proteinkodierenden Gene des Xq28,distal Locus waren
Teil eines Ubergeordneten Resequenzierungsprojektes von Kandidatengenen fir die
SCz, fur die die folgenden Arbeitsschritte zeitgleich ausgefihrt und die statistische Aus-
wertung projektspezifisch an die besonderen Gegebenheiten der X-chromosomalen Ver-
erbung angepasst wurden. Dabei lassen sich die einzelnen Laborabschnitte zusammen-
fassend wie folgt beschreiben: Zunachst werden die smMIP Sonden mittels der frei ver-
fugbaren Software MIPgen (Boyle et al. 2014) entworfen. Da die einzelnen smMIPs je-
weils mit einer individuellen Erkennungssequenz (sogenannten molekularen Barcodes)
versehen sind, kbnnen diese in einem smMIP-Pool zusammengegeben werden und nach
einer Aktivierung mittels Phosphorylierung parallel an zahlreiche genomische Zielregio-
nen binden. Die dabei entstehenden Licken werden daraufhin im Rahmen einer Poly-
merase/Ligase-Reaktion durch zugegebene Desoxynukleosidtriphosphate komplementar
aufgeflllt, so dass die smMIPs kurzzeitig als zirkulare DNA vorliegen. Im Anschluss ent-
fernt eine Exonuklease-Behandlung nichtgebundene smMIPs und die verbliebende ein-

zelstrangige genomische DNA, bevor die smMIPs wieder linear aufgetrennt werden.

Die Zielregionen werden danach mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit fir die Pro-
ben spezifischen molekularen Barcodes versehenen Primern vervielfaltigt, so dass nach
einer Aufreinigung eine grof3e Anzahl an Studienteilnehmenden in einem tUbergeordneten

Pool zusammengefasst und gleichzeitig sequenziert werden kann.

Zusatzlich wird zuvor in einem einmaligen, sogenannten Rebalancing Schritt eine ausrei-
chende Abdeckung der genomischen Zielregionen sichergestellt, indem nach einem Test-
lauf in einer kleinen Stichprobe die Konzentration der entsprechenden smMIPs in Abhan-
gigkeit von der durchschnittlichen Sequenziertiefe dieses Laufes angepasst oder die be-

treffende smMIP unphosphoryliert als Kompetitor hinzugegeben wurde.
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Die Probenvorbereitung erfolgte unter Einhaltung der Herstellervorgaben und orientierte
sich an bereits im Institut fir Humangenetik etablierten und zuvor veroffentlichten Proto-
kollen, die geringfligig modifiziert wurden (Thieme et al. 2021; Mathey et al. 2022). Die
Sequenzierung wurde durch die NGS Core Facility der Medizinischen Fakultat der Uni-
versitat Bonn auf einer lllumina HiSeq 2500 Plattform (lllumina, San Diego, CA, Vereinigte
Staaten) durchgefiihrt. Eine schematische Darstellung der smMIP Methode und der nach-

folgenden bioinformatischen Auswertung befindet sich in Abb. 3.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der smMIP-Methode und der bioinformatischen Auf-
bereitung (modifiziert nach (Hiatt et al. 2013)). Abkirzungen: SCZ, Schizophrenie; QC,
Qualitatskontrolle; smMIP; single-molecule molecular inversion probe.

1.2.3 Bioinformatische Aufbereitung und Priorisierung der Varianten

Fur eine erste Prozessierung der smMIP-Sequenzdaten wurde basierend auf der Heran-
gehensweise der Entwickler der smMIP-Methode (Hiatt et al. 2013; O’Roak et al. 2012)
und im Einklang mit den Richtlinien des Genome Analysis Toolkits (GATK) (van der Au-
wera et al. 2013) im Institut fir Humangenetik eine bioinformatische Auswertepipeline ent-
wickelt, welche bereits in vorangegangenen Publikationen beschrieben wurde (Thieme et
al. 2021; Mathey et al. 2022). Die nachfolgende Qualitatskontrolle und statistische Ana-
lyse wurden in enger Zusammenarbeit mit der Core Unit fur die bioinformatische Daten-

analyse (CUBA) der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn ausgefuhrt.
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Dabei basierte die Qualitatskontrolle auf zwei Ubergeordneten Schritten: Im ersten Ab-
schnitt wurden bereits verfiigbare SNP-Array-Daten verwendet, um Proben auszuschlie-
Ren, welche 1. zweitgradig oder enger miteinander verwandt sind (Verwandtschaftskoef-
fizient >0.088) 2. ein unterschiedliches berichtetes und anhand der Array-Daten ermittel-
tes biologisches Geschlecht aufweisen und 3. nicht européischer biogeographischer Her-
kunft sind (Abweichung von = 3 Standardabweichung vom Mittelwert unter Einbeziehung
der Phase 3 Daten des 1000 Genome Projektes (Auton et al. 2015)). Im zweiten Abschnitt
erfolgte eine Auswertung der mit den smMIPs generierten Sequenzdaten, bei der sowohl
Proben (Gesamtabdeckung von = 10X flr mindestens 90 % der genomischen Zielregio-
nen) als auch Varianten (basierend auf den harten GATK Filterkriterien (van der Auwera
et al. 2013)) von geringer Qualitat ausgeschlossen wurden. Zusatzlich wurden das Hete-
rozygoten/Homozygoten- und Transversionen/Transitionen-Verhaltnis untersucht und
ebenfalls Proben ausgeschlossen, die die mehr als drei Standardabweichungen von dem
errechneten Mittelwert innerhalb der mit den smMIPs generierten Sequenzdaten abwi-
chen. Mit dem Ziel, den Beitrag seltener, kodierender Sequenzvarianten innerhalb des
Xg28,distal Locus zu untersuchen, wurde anschlieend der Fokus auf nichtsynonyme
SNVs und InDels gelegt. Die verbliebenden Varianten wurden im Wesentlichen weiter
nach selten (Minor-Allelfrequenz (MAF) von < 1 % bzw. < 0.1 % innerhalb der gesamten
aktuell untersuchten Studienkohorte und anhand der Frequenzangaben des Exome Ag-
gregation Consortium (ExXAC) fur die nicht-finnischen, nicht-psychiatrisch erkrankten Eu-
ropaer (Lek et al. 2016)) und potentiell funktionell relevant (Combined Annotation Depen-
dent Depletion (CADD) Score = 20) priorisiert.

Der CADD-Score ist hierbei ein gangiges Instrument zur Einschatzung der Pathogenitat
von SNVs und gibt basierend auf maschinellem Lernen einen zusammengesetzten Wert
aus, in den insbesondere verschiedene Parameter der Proteinstruktur und phylogeneti-
schen Konservierung einflieen. Aul3erdem wurden alle Varianten, welche in den an-
schlieRenden SKAT-O Test eingingen, mit Hilfe des Integrative Genomics Viewer Version
2.16.1 (Robinson et al. 2011) visuell Uberprift und einer Bestatigung mittels Sanger—Se-

guenzierung unterzogen.
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Weitere technische Details des Laborablaufes der smMIP-Methode und der bioinformati-
schen Auswertung sind in der Veroffentlichung, die dieser Dissertation zugrunde liegt,
aufgelistet (Claus et al. 2025).

1.2.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse befasste sich maf3geblich mit zwei Hauptebenen: 1. Auf Ebene
der einzelnen Varianten wurde fur jede identifizierte Variante die Anzahl der Allele zwi-
schen der SCZ- und der Kontrollkohorte mit einem zweiseitigen Fisher-Exakt-Test vergli-
chen: (i) fur die gesamte im Rahmen dieser Dissertation untersuchte Studienkohorte (ii)
fur Betroffene und Kontrollpersonen getrennt nach biologischem Geschlecht und (iii) in
Kombination mit den Daten, die vom SCHEMA Konsortium (Singh et al. 2022) fur die
entsprechenden Varianten veroffentlich wurden. 2. Auf Ebene der acht einzelnen protein-
kodierenden Gene des Xq28,distal Locus wurde die statistische Analyse unter Verwen-
dung des SKAT-O Tests (lonita-Laza et al. 2013; Lee et al. 2012a; Lee et al. 2012b; Wu
et al. 2011) durchgefuhrt. Hierbei wurde das Ziel verfolgt, eine mogliche erhéhte Mutati-
onslast von seltenen und potentiell schadigenden Varianten innerhalb eines oder mehre-
rer der untersuchten Gene nachzuweisen. Um die Besonderheiten der X-chromosomalen
Vererbung zu adressieren und sich so den zugrundeliegenden biologischen Mechanis-
men bestmdglich anzunéhern, wurde bei dieser Testung das statistische Modell verwen-
det, welches von den Entwicklern des SKAT-O Test speziell fur das X-Chromosom zur
Verfiigung gestellt wurde (Ma et al. 2015). Dabei wurde die Geschlechtsinformation als

Kovariable beriicksichtigt.

1.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden nach einem Peer-Review-Verfahren als Originalar-
tikel im American Journal of Medical Genetics Part B: Neuropsychiatric Genetics verof-
fentlicht (Claus et al. 2025).
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1.3.1 Qualitatskontrolle mittels Array- und Sequenzierungsdaten

Insgesamt erfullten 457 Proben nicht die Vorgaben der zweistufigen Qualitatskontrolle.
Bezuglich des Verwandtschaftsgrades und der biogeographischen Herkunft ergab die
Analyse der bereits vorliegenden SNP-Array-Daten, dass 196 der verwendeten Proben

nicht die erforderlichen Kriterien erfullten.

Zwischen dem berichteten und dem technisch ermittelten biologischem Geschlecht konn-
ten keine Diskrepanzen festgestellt werden. Im Anschluss wurde auf der Ebene der
smMIP-Sequenzdaten bestimmt, dass 187 Proben nicht die Anforderungen hinsichtlich
einer ausreichenden Abdeckung der genomischen Zielregionen innerhalb des Xq28,distal
Locus erfillten und weitere 74 Proben als Ausreil3er hinsichtlich des Heterozygoten/Ho-
mozygoten-Verhaltnisses identifiziert wurden. Entsprechend umfasste das initiale Daten-
set nach der Qualitatskontrolle 71 unterschiedliche exonische Varianten in 3383 Pro-

band*innen (davon 1757 Betroffene mit einer SCZ und 1626 Kontrollpersonen).

1.3.2 Priorisierung und Verifikation der identifizierten Varianten

Von den 71 Varianten wurden 63 anhand des MAF-Grenzwertes (< 0,1 %) fir den SKAT-
O Test als selten klassifiziert. Davon wurden wiederum 13 verschiedene Varianten in den
Genen F8, BRCC3, VBP1, FUNDC2 und RAB39 mittels des CADD-Score-Grenzwertes
von > 20 als potentiell funktionell relevant eingestuft. Diese 13 Varianten wurden in 18
Studienteilnehmenden identifiziert. Anzumerken ist jedoch, dass fir eine spezifische Va-
riante im BRCC3-Gen die visuelle Uberpriifung bei 3 von 5 Studienteilnehmenden, bei
denen diese festgestellt wurde, auf ein technisches Artefakt hinwies. Dies bestatigte sich

auch im Rahmen der Sanger-Sequenzierung.

Zusammenfassend wurden 13 verschiedene Varianten innerhalb von funf Genen identifi-

ziert, welche bei vier Betroffenen mit einer SCZ und 11 Kontrollpersonen vorlagen.

Eine detaillierte Aufstellung der priorisierten Varianten ist in Tabelle 1 der Veréffentlichung
Uber den Xg28,distal Locus dargestellt (Claus et al. 2025).
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1.3.3 Einzelvariantenanalyse mittels zweiseitigem Fisher-Exakt-Test

In der Einzelvariantenanalyse mittels eines zweiseitigen Fisher-Exakt-Tests waren keine
der untersuchten 69 Varianten mit einem initialen MAF-Grenzwert von < 1 % (nominell)
mit einem erhdhten Risiko fir eine SCZ assoziiert. Die Mehrheit der Varianten (11/13),
welche in den anschlieBenden SKAT-O Test eingegangen sind, wurde jeweils in einer
oder einem Studienteilnehmenden detektiert, was einzeln betrachtet, ihre Seltenheit be-

statigt.

Auch konnte keine weitere signifikante Anreicherung in der geschlechtsspezifischen Ana-
lyse oder in der kombinierten Analyse gefunden werden, welche systematisch die vom
SCHEMA Konsortium zur Verfugung gestellte Anzahl der Allele zu den Daten der vorlie-
genden Studienkohorte hinzufugte. Auf der Einzelvariantenebene lag der niedrigste er-
mittelte p-Wert fir diese Varianten bei 0,209 im Rahmen der kombinierten Analyse fur die
Varianten F8:¢c.599A>G;p.(Glu200Gly) und FUNDC2:¢c.85C>T;p.(Arg29Cys). Die Ergeb-
nisse der Einzelvariantenanalyse sind im Anhang der Veroéffentlichung Gber den Xg28,dis-

tal Locus beigefiigt (Claus et al. 2025).

1.3.4 Einzelgenanalyse mittels des SKAT-O Testes

Der SKAT-O Test ergab keine signifikant erhéhte Mutationslast innerhalb der acht pro-
teinkodierenden Gene des Xq28,distal Locus (alle p-Werte > 0,05). Der geringste p-Wert
wurde fur das BRCC3-Gen beobachtet (p = 0,103; p-korrigiert = 0,515), welches eine
Untereinheit des BRCA1/BRCAZ2- enthaltenen Komplexes kodiert. Da der SKAT-O Test
grundsatzlich mehrere Richtungen eines kausalen Effektes beriicksichtigt, konnte dies auf
einen potenziell protektiven Effekt hindeuten. Anhand der verwendeten strengen Kriterien
fur die Qualitatskontrolle und Priorisierung, konnten in den Genen CLIC2, MTCP1 und
CMC4 keine seltenen und potentiell funktionell relevanten Varianten identifiziert werden.
Folglich konnten diese Gene bei der entsprechenden statistischen Analyse nicht berick-

sichtigt werden.
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1.4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde erstmals eine detaillierte Analyse des
Beitrags seltener kodierender Sequenzvarianten innerhalb eines potentiellen genetischen
Risikolocus fur die SCZ auf dem X-Chromosom erstellt, welcher zuvor in der derzeit grof3-
ten genomweiten CNV-Analyse fur diese Erkrankung berichtet wurde (Marshall et al.
2017).

Dabei zeigte keine der untersuchten seltenen und potenziell funktionellen Varianten oder
eines der acht proteinkodierenden Gene des Xg28,distal Locus eine statistisch signifi-
kante Anreicherung in Betroffenen mit einer SCZ im Vergleich zu Kontrollpersonen, ob-
wohl diese Analyse in einer umfangreichen SCZ-Fall-Kontroll-Kohorte und unter Bertick-
sichtigung maoglicher geschlechtsspezifischer Effekte durchgefuhrt wurde (Claus et al.
2025).

Folglich stitzt dieses Gesamtergebnis auch in der Zusammenschau mit den bisherigen
systematischen genetischen Studien zur SCZ (wie z. B. der aktuell umfassendsten vom
SCHEMA-Konsortium durchgefiihrten Meta-Analyse von Exom-Sequenzierungsdaten
(Singh et al. 2022)) nicht die Hypothese, dass seltene und potenziell funktionelle Se-
guenzvarianten im Xq28,distal Locus das Risiko fur die Entwicklung einer SCZ erhdhen.

Einerseits kdnnte die nur geringe Anzahl von priorisierten Varianten auf direkte Auswir-
kungen des Studiendesigns und/oder technische Einschrankungen der verwendeten Me-
thoden zuriickzufiihren sein. Diese lassen sich zu vier wesentlichen Limitationen der vor-
liegenden Arbeit zusammenfassen und sind gemeinsam mit weiteren, weniger relevanten

Aspekten in der Publikation Gber den Xg28,distal Locus aufgefuhrt (Claus et al. 2025):

1. Mit die bedeutsamste Einschrankung stellt voraussichtlich die Stichprobengréf3e der
untersuchten Studienkohorte und die damit verbundene begrenzte statistische Aussage-
kraft dar. Wie die Arbeit des SCHEMA-Konsortiums belegen kann, ist eine Untersuchung
von zehntausenden Studienteilnehmenden notwendig, um eine exomweite Signifikanz fir
gerade einmal zehn krankheitsrelevante Gene zu erreichen (Singh et al., 2022). Basie-
rend auf den bisherigen Ergebnissen resultiert daher weiterhin die Mdglichkeit, dass funk-
tionell relevante Varianten innerhalb des Xg28,distal Locus eventuell so selten sind, dass

sie folglich nur in noch gréReren Studienkollektiven mit Sicherheit zu detektieren sind.
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2. Zeigen die bisherigen genetischen Befunde auch am Beispiel des Xq28,distal Locus
einmal mehr die Schwachen der priméar klinischen Definition von psychiatrischen Erkran-
kungen auf: So konnte mit Hilfe der grof3en Zahl identifizierter genetischer Risikofaktoren
gezeigt werden, dass die genetische Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Erkran-
kungen aus dem psychiatrischen Formenkreis wie auch zwischen psychiatrischen und
neurologischen Erkrankungen weitreichender und komplexer ist, als es bisher angenom-

men wurde (Andreassen et al. 2023).

In Hinblick auf haufige Risikovarianten tberlappt die SCZ dabei am starksten mit der bi-
polaren Stérung. Bei seltenen Risikovarianten besteht die grof3te Schnittmenge zu kindli-
chen Entwicklungsstorungen des Nervensystems, wie etwa der Intelligenzminderung oder
Autismus-Spektrum-Storung (Owen et al. 2023). Fur die bei der SCZ beteiligten CNVSs,
wie dem Xq28,distal Locus, konnten beispielsweise phanotypische Analysen eine starke
Anreicherung fur pramorbide kognitive Defizite in dieser speziellen Gruppe von Betroffe-
nen feststellen (Foley et al. 2020). Einige Autoren gehen aufgrund dessen von einem
phanotypischen und genetischen Kontinuum aus (Owen et al. 2023) und sprechen aktuell
von einer Schizophrenie-Spektrum-Stdrung. Zukunftig kdnnte die psychiatrische Genetik
zur Entwicklung von molekularen Subtypen beisteuern, um perspektivisch eine prazisere

Versorgung von Betroffenen mit einer solchen Erkrankung zu ermdéglichen.

3. Neben einer unzureichenden Berucksichtigung des Geschlechterverhaltnisses inner-
halb der verschiedenen Studiengruppen stellt auch der im Verhéltnis Gberproportionale
Einschluss von Studienteilnehmenden mit einer europaischen Abstammung im Vergleich
zu Personen mit einer anderen biogeographischen Herkunft eine weitere Form einer mog-
lichen Teilnahmeverzerrung und eine der zentralen Herausforderungen von genetischen
Studien in der Psychiatrie dar (Derks et al. 2022). Dies trifft auch auf die vorliegenden
Untersuchungen tber den Xq28,distal Locus zu, da die Analysen auf Personen europai-
scher Abstammung begrenzt wurden, um eine genetisch mdglichst homogene Studien-

kohorte zu gewahrleisten.
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Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse zwischen Menschen mit verschiedener Abstam-
mung zu evaluieren und mogliche bevolkerungsspezifische Risikofaktoren zu identifizie-
ren, sollten kinftige Studien zur SCZ den Beitrag von seltenen Sequenzvarianten inner-
halb des Xg28,distal Locus bei Studienteilnehmenden mit unterschiedlicher biogeographi-
scher Herkunft analysieren. In ersten vergleichenden Analysen zwischen Studienteilneh-
menden mit ostasiatischer und europaischer Abstammung konnte festgestellt werden,
dass die genetische Korrelation zwischen den einzelnen Studienkohorten bei der SCZ
deutlich starker ausgepragt ist als beispielsweise bei der Depression. Somit ergibt sich
das Bild, dass der Grad dieser populationsbasierten Effekte womdglich zwischen den ver-
schiedenen Erkrankungen aus dem psychiatrischen Formenkreis variiert (Lam et al. 2019;
Liu et al. 2023; Derks et al. 2022).

Ungeachtet dessen sind weiterhin internationale Anstrengungen erforderlich, damit die
Ergebnisse der psychiatrisch-genetischen Forschung weltweit gleichermaf3en zuganglich
und anwendbar sind (Martin et al. 2019; Peterson et al. 2019).

4. Hinsichtlich der primar technischen Limitationen ist vorrangig anzumerken, dass durch
die Verwendung der beschriebenen strengen Filterkriterien eine potentielle Uberreprasen-
tation von Loss-of-function-Varianten und damit eine unzureichende Berlcksichtigung ei-
nes zugrundeliegenden Gain-of-function-Mechanismus entstanden ist. Zumal ein solcher
Mechanismus grundsatzlich eher im Einklang mit dem Konzept eines duplizierten Gens
ist. Im Prinzip priorisiert der CADD-Score tiberwiegend Varianten, die einem Selektions-
druck unterliegen, mit dem primaren Ziel, zwischen pathogenen und benignen geneti-
schen Veranderungen zu unterscheiden. Dabei ist der CADD grundsétzlich nicht selektiv
und kann prinzipiell sowohl auf Gain-of-function- als auch auf Loss-of-function-Varianten
angewendet werden. Dennoch bezieht der dem CADD zugrundeliegende Algorithmus
Scores wie z. B. SIFT und PolyPhen (Flanagan et al. 2010) mit ein, die vorwiegend nega-
tive Auswirkungen auf die Proteinfunktion in Betracht ziehen. Entsprechend konnten wei-
terflhrende Analysen aufzeigen, dass die derzeit verfligbaren Metapradiktoren, wie der
CADD-Score, die Pathogenitat einer Variante genauer vorhersagen kénnen, wenn diese
auf einem Loss-of-Function-Mechanismus beruht (Sevim Bayrak et al. 2021).
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Deshalb hat der CADD-Score wahrscheinlich nur eine begrenzte Aussagekraft fur die in
dieser Dissertation untersuchte Forschungsfrage, welche sich mit einer wiederkehrenden

Duplikation befasst.

Dies gilt ebenso fur weitere haufig verwendete In-silico-Vorhersagetools wie REVEL (Hop-
kins et al. 2023). Fur neuere Scores, wie AlphaMissense (Cheng et al. 2023), kann dieser
Aspekt bisher nicht abschlie3end beurteilt werden. Letztere auf kiinstlicher Intelligenz ba-
sierende Methoden stellen einen vielversprechenden Ansatz dar, um zukinftig auch die
verschiedenen molekularen Krankheitsmechanismen besser in die Bewertung von Vari-

anten zu integrieren.

Zudem konnten krankheitsrelevante Sequenzvarianten auch in den nicht kodierenden Be-
reichen des Xg28,distal Locus zu finden sein, welche in der vorliegenden Arbeit nicht be-
trachtet wurden. Diese Varianten sind aufgrund eines Mangels an Informationen in den
bestehenden Datenbanken und verfiigbaren Trainingsdatensatzen mit den gegenwarti-

gen bioinformatischen Vorhersagetools ebenfalls teils schwierig zu interpretieren.

Insgesamt kdnnen mit den derzeit verwendeten technischen Methoden schatzungsweise
nur etwa 40 % der in den Zwillingsstudien ermittelten Heritabilitat potentiell erfasst werden
(Owen et al. 2023). Viele dieser technischen Limitationen kdnnten jedoch in Zukunft vo-
raussichtlich mit der Anwendung neu aufkommender Technologien wie z. B. einer Ge-
nom- und Long-Read-Sequenzierung in grof3en und ethnisch vielfaltigen Kohorten um-
gangen werden. Auf diesem Wege kann das Wissen uber den Beitrag seltener geneti-
scher Varianten zur Entwicklung der SCZ fir die gesamte Weltbevélkerung erweitert wer-
den. Erste Studien dieser Art wurden bereits durchgefihrt und liefern erste vielverspre-
chende Ergebnisse (Maury et al. 2024; Ormond et al. 2024; Feng et al. 2025), auch wenn
der Zeitpunkt fuir eine umfassende Bewertung noch zu friih ist.

Andererseits konnte die geringe Anzahl der entdeckten Varianten auch bedeuten, dass
seltene und potenziell funktionell relevante Sequenzvarianten innerhalb des Xq28,distal
Locus tatsachlich nur eine begrenzte Rolle hinsichtlich eines moglicherweise erhéhten
SCZ-Risikos spielen. Dies konnte auf einen eher allgemeineren Beitrag des Xq28,distal
Locus bei der neuronalen Entwicklung hindeuten, welche tber alternative Pathomecha-

nismen vermittelt wird, die durch das vorliegende Studiendesign nicht erfasst wurden.
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Zum Beispiel konnte im Rahmen einer Studie Gber das RAB39B-Gen eine erhthte Gen-
expression in hippocampalen Neuronen gentechnischveranderter Mause und in Lympho-
zyten nachgewiesen werden, die aus dem Blut von einzelnen Trager*innen einer Dupli-

kation in Xq28,distal isoliert wurden (Vanmarsenille et al. 2014).

Neben einer solchen tatsachlichen Uberexpression der beteiligten Gene besteht ein wei-
terer denkbarer Pathomechanismus darin, dass die Duplikation ihren Effekt durch die Dys-
regulation mehrerer Gene auch auf3erhalb des CNVs ausibt. So kdnnten Gene im Umfeld
der Duplikation durch spezifische dreidimensionale funktionelle Einheiten, sogenannte to-
pologically associated domains (TADs), miteinander verbunden oder voneinander ge-
trennt sein. Strukturelle Varianten, zu denen in Abhangigkeit von ihrer genomischen
Grol3e auch Deletionen und Duplikationen z&hlen, kénnen diese Domé&nen unterbrechen.
Im Ergebnis kann dies dazu fuhren, dass alternative TAD-Grenzen und somit neue, mog-
licherweise krankheitsursachliche Gen-Enhancer-Interaktionen entstehen (Spielmann et
al. 2018). Dies konnte fur das X-Chromosom beispielhaft im Zusammenhang mit einer

46,XY-Gonadendysgenesie gezeigt werden (Meinel et al. 2023).

Entsprechend kdnnte gerade auch in Hinblick auf die Identifikation Gibergeordneter biolo-
gischer Mechanismen, auf denen die geschlechtsspezifischen Unterschiede der SCZ ba-
sieren, ein weiterer vielversprechender Ansatz darin bestehen, nicht nur Unterschiede auf
Ebene der DNA-Sequenz, sondern auch in der Genexpression mittels RNA-Sequenzie-
rung zu untersuchen. Jedoch legten dabei bislang nur wenige Studien dieser Art den Fo-
kus auf eine gezielte Analyse der Genexpression zwischen weiblichen und mannlichen
Betroffenen mit einer SCZ (Carceller et al. 2024; Benjamin et al. 2024; Hoffman et al.
2022), obwohl insbesondere das weibliche Geschlechtshormon Ostrogen tiber die Bin-
dung an seinen nukle&ren Rezeptor direkt die Genexpression auf vielfaltige Weise beein-
flussen kann (Igbal et al. 2024). Die dabei entstehenden neuroprotektiven Effekte (Arevalo
et al. 2015) werden von einigen Autoren unter dem Begriff der ,Ostrogen-Hypothese* zu-
sammengefasst (Gogos et al. 2015). In diesem Kontext kénnte eine solche Integration
verschiedener sogenannter Omics-Ebenen zudem dabei behilflich sein, die zuvor aufge-
fuhrten technischen Limitationen zu Gberwinden, indem sie eine genauere Beurteilung der
funktionellen Relevanz der identifizierten Varianten und somit eine Priorisierung der kom-

plexen genetischen Befunde erleichtert.
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Daneben existieren bereits auf klinischer Ebene Hinweise auf eine moégliche Beteiligung
dieser Region an neuropsychiatrischen Erkrankungen: Aquivalente Duplikationen der
Xg28,distal Region sind in beiden Geschlechtern wiederholt im Zusammenhang mit einem
sehr seltenen neuropsychiatrischen Syndrom beschrieben (Ballout und El-Hattab 2021,
Ballout et al. 2020; El-Hattab et al. 2015; El-Hattab et al. 2011). Klinisch ist dieses Syn-
drom dabei durch einen variablen Grad einer X-chromosomalen Intelligenzminderung,
faziale Dysmorphien und weitere neuropsychiatrische Symptome gekennzeichnet. Inte-
ressanterweise wiesen 16 der zuvor 35 in der Literatur im Zusammenhang mit einer Intel-
ligenzminderung bzw. Entwicklungsverzdégerung klinisch charakterisierten Duplikations-
trager*innen neuropsychiatrische Symptome auf, welche von Merkmalen einer Autismus-
Spektrum-Stérung bis hin zur Manifestation einer Psychose reichten (Ballout et al. 2020;
Ballout und El-Hattab 2021; El-Hattab et al. 2011; El-Hattab et al. 2015). Die Symptomatik
ist hierbei in hemizygot betroffenen Patienten im Vergleich zu heterozygoten Patientinnen
tendenziell ausgepragter. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass bei der Mehrzahl
der weiblichen Betroffenen eine verschobene X-Inaktivierung vorliegt (El-Hattab et al.
2015). Weiterhin ist zu beachten, dass die Gesamtanzahl der identifizierten Duplikations-
trager*sinnen nach wie vor unzureichend ist, um verlassliche Angaben zur Penetranz von
neuropsychiatrischen Erkrankungen machen zu kénnen, obwohl parallel zur Einreichung
der dieser Dissertation zugrundeliegenden Veroffentlichung weitere Betroffene mit einer
Duplikation in Xg28,distal und neuropsychiatrischen Auffalligkeiten publiziert wurden
(Levy et al. 2024). Dies ist insbesondere fur Familien relevant, die die entsprechende Di-
agnose bereits pranatal erhalten (Ballout et al. 2020; Levy et al. 2024). Hierfur sind neben
den grofRRangelegten, systematischen genetischen Studien auch phéanotypische Studien
notwendig, die eine bestimmte Gruppe, wie z. B. Betroffene mit demselben CNV, tiefer-
gehend klinisch charakterisieren (Rees und Owen 2020).

Im Gegensatz dazu wurde die reziproke Deletion in der Literatur bisher nur bei weiblichen
Betroffenen dokumentiert. Daher postulieren mehrere Autoren diesbeziglich eine Letalitat
bereits wahrend der Embryonalphase fur mannliche Deletionstrager (El-Hattab et al.
2015; Marshall et al. 2017).
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Dartber hinaus wurden zwei der Gene des X(28,distal Locus unabhangig voneinander
mit einer X-chromosomalen Intelligenzminderung in Verbindung gebracht. Sowohl Mis-
sense-Varianten innerhalb der im Gehirn exprimierten Gene RAB39B und CLIC2 (Gian-
nandrea et al. 2010; Takano et al. 2012) sowie eine weiter distal gelegene, Uberlappende
Duplikation, die diese beiden Gene umfasst (Andersen et al. 2014), wurden als krank-
heitsursachlich fur einen neuropsychiatrischen Phanotyp identifiziert. Dieser ist dem der
Duplikationstrager*innen der gesamten Xg28,distal Region sehr ahnlich. CLIC2 kodiert
dabei fir ein intrazellulares Transportprotein, das als Kalziumkanal den Kalziumhaushalt
und Uber eine Modulation der Ryanodin-Rezeptor-Aktivitat grundlegende zellulare Pro-
zesse mitreguliert (Board et al. 2004). Hingegen ist das RAB39B-Protein ein Mitglied der
RAS-Onkogen-Familie und eine kleine GTPase, die durch ihre Rolle in einer Reihe von
neuronalen Prozessen wie dem vesikularen Transport zur neuronalen Funktionsfahigkeit

und der Ausbildung neuer Synapsen beitragt (Cheng et al. 2002).

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keinen Hinweis auf ei-
nen Beitrag seltener und potentiell funktionell relevanter Sequenzvarianten innerhalb des

Xg28,distal Locus zum Risiko, an einer SCZ zu erkranken.

Jedoch ist es in Anbetracht der begrenzten statistischen Aussagekraft und der techni-
schen sowie methodischen Limitationen auf Grundlage dieser Dissertation zu frih, voll-

standig auszuschliel3en, dass diese zur Entwicklung einer SCZ beitragen.

Angesichts der dargelegten Assoziationen mit unterschiedlichen neuropsychiatrischen Er-
krankungsbildern kénnte diese Region dennoch wertvolle weitere Einblicke liefern. Aus
diesem Grund sind weitere Untersuchungen des Xg28,distal Locus sowie systematische
Studien von X-chromosomalen Risikofaktoren im Allgemeinen in der Forschung zur Ge-

netik der SCZ nach wie vor erforderlich.

Ein tieferes Verstandnis geschlechtsabhangiger und geschlechtsspezifischer Risikofakto-
ren kdnnte in Zukunft die biologischen Mechanismen weiter entschlisseln, die den Unter-
schieden in der klinischen Symptomatik zwischen weiblichen und méannlichen Betroffenen
mit einer SCZ zugrunde liegen. Dies kann den Weg fur den Einzug praziser und wissen-
schaftlich fundierter Empfehlungen in die klinischen Leitlinien fur eine Erkrankung ebnen,

die gleichermalRen schwerwiegende Folgen flr beide Geschlechter hat.
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1.5 Zusammenfassung

Obwohl geschlechtsspezifische Unterschiede im klinischen Erscheinungsbild der Schizo-
phrenie (SCZ) allgemein anerkannt sind, standen genetische Risikofaktoren auf dem X-
Chromosom bisher nicht im Fokus aktueller systematischer Studien zur komplexen gene-
tischen Architektur dieser polygenen Erkrankung. Trotzdem konnte die weltweit grofdte
Analyse von Kopienzahlvarianten, einer Gruppe von seltene genetischen Risikofaktoren
mit einer hohen Effektstarke, erstmals einen potentiellen X-chromosomalen Risiko-Locus
bei der SCZ identifizieren. Duplikationen in Xq28,distal erh6hen das Risiko fir eine SCZ
in beiden Geschlechtern und umfassen acht proteinkodierende Gene. Zudem sind Dupli-
kationen in Xq28,distal in Betroffenen mit einer X-chromosomalen Intelligenzminderung
beschrieben, welche oft von psychiatrischen Symptomen begleitet wird. Aufgrund ge-
meinsamer genetischer Bruchpunkte dieser bereits bekannten Duplikationen, ist es der-
zeit unklar, welches oder welche der entsprechenden Gene mdglicherweise krankheits-
relevant sind. Ziel dieser Dissertation war es daher, den Beitrag seltener und potentiell
funktionell relevanter Sequenzvarianten in dieser Region zu untersuchen, um eine magli-

che Anreicherung dieser Varianten in krankheitsrelevanten Genen nachzuweisen.

Dazu wurden die beteiligten Gene in einer umfangreichen Kohorte von 1935 Betroffenen
mit einer SCZ und 1905 Kontrollpersonen mit sogenannten single-molecule Molecular In-
version Probes (smMIPs), einer Methode der gezielten Hochdurchsatz-Sequenzierung,
systematisch resequenziert und auf eine solche Anreicherung unter Bertcksichtigung po-
tentieller geschlechtsspezifischer Effekte hin getestet. Insgesamt lieRen sich 13 seltene,
potentiell funktionelle Varianten feststellen. Allerdings zeigte keine dieser Varianten oder
eines der untersuchten Gene eine statistisch signifikante Anreicherung. Zusammenfas-
send ist dies einerseits auf methodische Limitationen wie die in erster Linie durch die
Stichprobengroe begrenzte statistische Aussagekraft zurickzufuhren; andererseits
konnte dies in Anbetracht der klinischen Hinweise auch auf alternative Pathomechanis-
men hindeuten, welche mit dem vorliegenden Studiendesign nicht berticksichtigt werden
konnten (wie z. B. eine tatsachliche Uberexpression krankheitsrelevanter Gene). Per-
spektivisch kdnnte in Zukunft ein besseres Verstandnis geschlechtsspezifischer bzw. ge-
schlechtsabhangiger Risikofaktoren dazu beitragen, die biologischen Grundlagen der kli-
nischen Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Betroffenen mit einer SCZ

umfassender zu verstehen.
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