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Einleitung

1 Einleitung

1.1Die bipolare Storung

Die bipolare Stérung (BD) gehort zu den affektiven Stérungen und zdhlt neben der
Schizophrenie (SCZ) und der Depression (MD, major depression) zu den
schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen weltweit (Ferrari et al., 2016; Vos et
al, 2017). Die BD ist durch extreme Stimmungsschwankungen gekennzeichnet.
Menschen, die von dieser Erkrankung betroffen sind, erleben Phasen von iibermafiigem
Hochgefiihl und Energie, sowie depressive Episoden (American Psychiatric Association -
DSM-5 Task Force, 2013). Diese starken Kontraste in der Stimmung beeinflussen das
tagliche Leben der Betroffenen und haben erhebliche Auswirkungen auf ihre sozialen
Beziehungen und berufliche Leistungsfahigkeit (Ferrari et al., 2016). Daher gehort die BD
zu den Hauptursachen fiir Invaliditat und verursacht immense gesundheitsokonomische
Folgekosten (Fajutrao et al., 2009; Ferrari et al.,, 2016; Stimmel, 2004). Rund 1% der
Allgemeinbevolkerung erkrankt im Laufe des Lebens an einer BD (Merikangas et al,,
2011) und haufig leiden Patienten an weiteren psychiatrischen, aber auch metabolischen
oder kardiovaskuldren Komorbidititen (Amann et al, 2017). Zusammen mit einem
erhohten Suizidrisiko stellt dies eine tiefgreifende psychosoziale Belastung fiir die
Betroffenen und deren Angehorige dar. Die BD bleibt eine Herausforderung fiir die
moderne Psychiatrie, da ihre Ursachen, Verlaufe und optimalen Behandlungsansatze
noch nicht vollstandig verstanden sind.

Die heutige Diagnose der BD entwickelte sich aus dem Begriff ,manisch-depressives
Irresein®, der von dem deutschen Psychiater Emil Kraepelin Ende des 19. Jahrhunderts
gepragt wurde (Craddock & Owen, 2010). Derzeit wird der Phanotyp der BD
ausschliefdlich nach klinischen Merkmalen definiert, einen zuverldssigen Diagnosetest,
wie beispielsweise Bluttests zur Untersuchung geeigneter Biomarker, gibt es bislang nicht
(Alda et al., 2009; Craddock & Sklar, 2009; Tkachev et al., 2023; Tomasik et al., 2024). Das
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) und die International
Classification of Diseases (ICD) sind Kataloge, die mentale Storungen erlautern und
klassifizieren, mit dem Ziel die Diagnose, Behandlung und Forschung zu verbessern. Die
BD wird in der aktuellen Version des DSM, dem DSM-5, unter den affektiven Stérungen
gefiihrt und es werden drei Hauptformen unterschieden. Die folgenden Beschreibungen
beruhen auf erwdhntem Klassifikationssystem (American Psychiatric Association - DSM-

5 Task Force, 2013): (i) Bipolare Storung Typ I (BD I): Das Auftreten von mindestens einer

manischen Episode, welcher hypomanische oder depressive Episoden vorausgehen oder
folgen konnen. Depressive Phasen sind jedoch keine Bedingung fiir die Diagnose einer
BD I; auch rezidivierende manische Episoden sind hinreichend fiir die Diagnose der BD I
(Severus & Bauer 2013). (ii) Bipolare Stérung Typ II (BD II): Die Kriterien fiir mindestens

1




Einleitung

eine depressive und eine hypomanische Phase (leichte Manie) sind erfiillt. Im Gegensatz
zu der Manie interferiert eine Hypomanie nicht deutlich mit dem beruflichen Alltag oder

den zwischenmenschlichen Beziehungen der Betroffenen. (iii) Nicht naher bezeichnete

bipolare Stérung (BD NOS, not otherwise specified): Eine Kategorie fiir diejenigen

maniformen Zustande, die nicht in eine der anderen Hauptkategorien einzuordnen sind,
z.B. im Falle wiederkehrender hypomanischer Phasen.

Das zentrale Charakteristikum der BD liegt im chronisch rezidivierenden Verlauf der
(hypo-)manischen und depressiven Episoden, die Einfluss auf die Stimmung, Kognition
und das Verhalten haben (Budde et al.,, 2017). Im Folgenden werden die Kriterien der
jeweiligen Episode fiir die Diagnose einer BD vorgestellt und stiitzen sich auf das DSM
(American Psychiatric Association - DSM-5 Task Force, 2013; Mason et al., 2016). Die
phianomenologischen Nuancen manischer bzw. hypomanischer Phasen umfassen einen
gesteigerten Antrieb sowie unangemessen euphorische und/oder eine gereizte
Stimmung. Neben auffilligen Stimmungsanderungen, sind aufierdem Symptome wie ein
gesteigertes Selbstbewusstsein, Rededrang, Ideenflucht, vermindertes Schlafbediirfnis,
gesteigerte Risikobereitschaft, der Verlust sozialer Hemmungen sowie eine erhohte
Libido charakteristisch. Von den Betroffenen wird eine solche Phase oft als positiv
empfunden, jedoch birgt sie ein grofdes Potential soziodkonomische Schiaden zu
verursachen (Begley et al., 2001; Dembek et al., 2023). Die Hypomanie ist eine leichter
ausgepragte Form der Manie und eine solche Episode unterscheidet sich neben ihrer
Dauer insbesondere darin, dass das Ausmafi der gehobenen Stimmung und gesteigerten
Aktivitat nicht vollstandig das berufliche und soziale Funktionsniveau beeintrachtigt. Im
Gegensatz dazu zeichnet sich die depressive Episode durch Symptome wie Traurigkeit,
Niedergeschlagenheit, = Suizidgedanken, Schlafstorungen, Pessimismus, sowie
Konzentrations- und Gedachtnisschwierigkeiten aus. Oft treten die Wechsel zwischen
(Hypo-)Manie und Depression lebenslang auf und lassen sich in ihrer Abfolge nicht
vorhersagen, dazwischen liegen in der Regel jeweils krankheitsfreie, sogenannte euthyme
Perioden. Insbesondere depressive Episoden dominieren den Verlauf der BD; Patienten
erleben diese durchschnittlich dreimal haufiger als (hypo-)manische Episoden (Judd et
al, 2002, 2003; Kupka et al., 2007). Zudem sind es jene depressiven und gemischten
Episoden, in denen die Suizidalitit im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung am starksten
ausgepragt ist (Miller & Black, 2020). Das Lebenszeitrisiko fiir Selbsttotungsversuche und
durchgefiihrte Suizide ist bei Patienten mit BD eines der hochsten unter den
psychiatrischen Erkrankungen (Tondo et al, 2003; Vieta & Valenti, 2013).
Epidemiologische Daten belegen beziiglich der Pravalenz fiir BD keinen signifikanten
Unterschied zwischen den biologischen Geschlechtern, jedoch ist die Depression die
vorherrschende Polaritdt bei Frauen und die (Hypo-)Manie bei Mdnnern (Nivoli et al,,
2011). Die erste Manifestation einer BD tritt in der Regel im frithen Erwachsenenalter auf

(Dell’Osso et al., 2016). Patienten erhalten nicht selten zunidchst eine Fehldiagnose
2
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und/oder die Diagnose der BD wird erst Jahre nach dem Auftreten erster Symptome
gestellt und korrekt behandelt (Baca-Garcia et al., 2007). Dies fiihrt dazu, dass sich das
Leiden der Patienten verlangern und der Krankheitsverlauf verschlechtern kann, bis eine
adaquate Behandlung eingeleitet wird (Ghaemi et al., 2000).

Die genauen Ursachen, die zu der Entwicklung einer BD fiihren, sind bisher nicht
vollstandig geklart, aber es wird angenommen, dass eine Kombination von genetischen,
neurobiologischen sowie Umweltfaktoren eine Rolle spielt (Craddock & Sklar, 2013). Die
BD zahlt daher zu den multifaktoriellen Erkrankungen und hat eine hohe Heritabilitat von
etwa 60-85% (Bienvenu et al., 2011; Lichtenstein et al,, 2009; McGuffin et al., 2003;
Nothen et al., 2019a; Song et al., 2015). Dies deutet darauf hin, dass genetische Faktoren
eine bedeutende Rolle spielen und eine signifikante Pradisposition oder Suszeptibilitit
vorliegt. Fur Individuen, deren enge Blutsverwandte, wie Eltern oder Geschwister, von
der Erkrankung betroffen sind, besteht ein bis zu zehnmal héheres Risiko, selbst an der
BD zu erkranken (J. W. Smoller & Finn, 2003; Taylor et al., 2002). Die Forschung auf
diesem Gebiet befindet sich in einem fortlaufenden Prozess, um die vielschichtigen
Interaktionen der Risikofaktoren zu verstehen und damit die Grundlage fiir verbesserte
Therapien fiir Patienten zu schaffen. Ein umfassendes Verstindnis dieser komplexen
Erkrankung ist entscheidend, um wirksamere Praventions- und Behandlungsstrategien
zu entwickeln und den Betroffenen eine gesteigerte Lebensqualitdt zu ermdéglichen. Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den genetischen Ursachen der BD und beleuchtet
insbesondere den Beitrag von microRNAs (miRNAs) und seltenen genetischen Varianten

zur Krankheitsentstehung.

1.1.1 Therapie der bipolaren Stéorung

Die BD ist eine dimensionale Erkrankung, das heif3t sie umfasst das gesamte Spektrum
der affektiven Symptomatik in Bezug auf Schwere und Polaritat (Judd et al., 2002). Die
Behandlung stellt eine komplexe Herausforderung dar, denn dieselbe Therapie, die eine
Depression lindert, kann im Gegenzug eine Manie, Hypomanie oder Rapid Cycling
auslosen (Judd et al, 2002; Kato, 2019; Peet, 1994). Rapid Cycling definiert eine
Verlaufsform der BD mit vier oder mehr Episoden innerhalb eines Jahres. Selbst unter
gezielter Behandlung erleiden rund 37 % der Patienten innerhalb eines Jahres einen
Riickfall in eine Depression oder Manie (Gitlin et al., 1995).

Das libergeordnete Ziel einer jeden Behandlung ist daher die Stabilisierung, um langfristig
einen Riickfall zu vermeiden und das psychosoziale und berufliche Funktionsniveau des
Patienten zu verbessern (Clarkin et al., 1998). In Deutschland existiert die ,S3-Leitlinie
zur Diagnostik und Therapie Bipolarer Storungen®, die darauf abzielt, Wissen zu
bestimmten Versorgungsfragen zu evaluieren, kontrare Standpunkte zu erdrtern und
eine Behandlungsstrategie unter Bertiicksichtigung von Nutzen und Risiken zu entwickeln
(DGBS eV. & DGPPN eV, 2019). Eine umfassende Therapie beriicksichtigt
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neurobiologische und psychosoziale Ursachen sowie pradiktive Faktoren wie vergangene
Episoden, Suizidversuche, Familienanamnese und Komorbiditaten sowie das soziale
Unterstiitzungssystem (Fountoulakis et al., 2012; Miklowitz et al., 2007; Miklowitz &
Johnson, 2009). Bei Behandlungsbeginn ist der Aufbau einer therapeutischen Beziehung
zwischen Patienten und Arzt sowie das Einbeziehen von Angehorigen in Aufklarung und
Behandlung ausschlaggebend fiir positive Therapieeffekte (Norcross & Lambert, 2018;
Perlick et al.,, 2010).

Die moderne Psychopharmakologie wurde in den 1950er Jahren mit der Einfithrung des
Lithiumcarbonats und dem ersten wirksamen antipsychotischen Wirkstoff,
Chlorpromazin, eingeldautet (R. ]J. Baldessarini et al., 2019). Zusatzlich werden seit den
1970er Jahren Antiepileptika, die eine antimanische Wirkung gezeigt haben, in der
Kurzzeitbehandlung der BD eingesetzt (beispielsweise Carbamazepin und Valproat) (R.].
Baldessarini et al,, 2019). In der phasenspezifischen Akuttherapie der Manie kommen
liberwiegend Stimmungsstabilisierer (Lithium und Antiepileptika) sowie Antipsychotika
zum Einsatz (beispielsweise Olanzapin, Risperidon und Haloperidol). Evidenzbasierte
Richtlinien empfehlen Antipsychotika der zweiten Generation (beispielsweise
Aripiprazol, Olanzapin, Risperidon, Ziprasidon und Quetiapin) in Monotherapie oder in
Kombination mit Lithium oder Valproat als eine geeignete Akutbehandlung (Morsel et al.,
2018).

Obwohl die bipolare Depression fiir einen Grofdteil der Gesamtkrankheitslast der BD
verantwortlich ist, haben sich nur wenige Behandlungen bei akuten Episoden als
langfristig wirksam erwiesen. Die Behandlung akuter depressiver Episoden der BD mit
Antidepressiva in Monotherapie ist umstritten (Frye et al.,, 2011), da die Datenlage
oftmals widerspriichlich ist. Antidepressiva oder antidepressiv wirksame atypische
Neuroleptika werden  daher gewohnlich in  Kombination mit einem
Stimmungsstabilisierer eingesetzt, um einen moéglichen Umschlag in eine (Hypo-)Manie
oder einen gemischten Zustand zu vermeiden bzw. zu verzogern. Die Langzeittherapie
mit Lithium zeigte Hinweise auf ein verringertes Risiko fiir einen Riickfall in Manie und
Depression (Geddes et al.,, 2004) sowie ein verringertes Suizidrisiko (R. Baldessarini et al.,
2008).

Die Psychotherapie ist ein wichtiger Bestandteil der Behandlung der BD und ist ein
interaktiver Prozess (Miklowitz et al., 2021), der unter anderem darauf abzielt,
Rezidivprophylaxe, Minderung von Symptomen und eine Steigerung der Lebensqualitat
fir den Patienten zu erlangen. Eine umfassende Aufklarung iiber alle Aspekte der BD
(Symptomatik, Verlauf, Ursachen, Bedeutung der regelmafdigen Einnahme von
Psychopharmaka) bildet die Basis, um dem Patienten eine Art Anleitung zur
Selbstbeobachtung zu vermitteln. Bei der familienfokussierten Therapie wird die Familie
oder andere zentrale Bezugspersonen friih in das therapeutische Programm integriert
(Miklowitz & Chung, 2016).
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Einige nicht-medikamentdse somatische Therapieverfahren wie beispielsweise die
Elektrokonvulsionstherapie (EKT) sind eine Option fiir Patienten mit einer
behandlungsresistenten Depression. Studien liefern konsistente Hinweise, dass die EKT
in einer akuten bipolaren Depression oder gemischten Phase wirksamer ist als eine
pharmakologische Behandlung (Ciapparelli etal,, 2001; Schoeyen etal., 2015). Trotz einer
sparlichen Evidenzlage ist die Lichttherapie eine geeignete zusatzliche
Behandlungsoption, da es nur sehr wenige Nebenwirkungen gibt und sie von den
Patienten gut akzeptiert wird (Hirakawa et al., 2020).

Ungeachtet nennenswerter Fortschritte der letzten Jahrzehnte ist das Wissen iiber die
zugrunde liegenden Krankheitsmechanismen immer noch unvollstindig. Es fehlen
validierte pharmakologisch relevante Ziele sowie addquate Zell- und Tiermodelle, sodass
bis heute keine Kausaltherapie fiir die BD existiert (Geddes & Miklowitz, 2013).
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1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Die genetische Architektur der bipolaren Stérungen

Die genetische Architektur einer Erkrankung beschreibt die Gesamtheit der genetischen
Merkmale, die fiir den erblich bedingten Anteil der phanotypischen Varianz
verantwortlich sind (Visscher et al., 2017). Dies umfasst die Anzahl der kausalen
genetischen Varianten, die Grof3e ihrer Effekte auf den Phéanotyp, ihre Allelfrequenzen
und ihre Interaktionen untereinander sowie mit der Umwelt (Gratten et al., 2014;
Timpson et al.,, 2018). Das Verstandnis der genetischen Architektur und wie sie durch
Mutation, natiirliche Selektion und genetischen Drift geformt wird, ist daher von
wesentlicher Bedeutung fiir ein erfolgreiches Studiendesign zur Aufklarung genetischer
Grundlagen und Krankheitsursachen.

Bereits in frithen Arbeiten wurde iiber eine familidre Haufung der BD berichtet
(Stromgren, 1967). Formalgenetische Familien- und Zwillingsstudien sowie
populationsbasierte Kohorten lieferten dann Evidenz fiir einen erheblichen Beitrag
genetischer Faktoren (Bienvenu et al., 2011; Lichtenstein et al., 2009; McGuffin et al,,
2003; Nothen et al,, 2010; Stromgren, 1967; Taylor et al.,, 2002). Das relative Risiko fiir
Verwandte ersten Grades ist etwa 5-10-fach erh6éht im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung (J. W. Smoller & Finn, 2003; Taylor et al., 2002). Obwohl zahlreiche
Studien konsistente Ergebnisse fiir einen substanziellen Beitrag genetischer Varianten
zur Atiologie der BD liefern, ist bisher nicht vollstindig klar welche biologischen
Signalwege und Gene bei der Entstehung der BD eine Rolle spielen (Gratten et al., 2014;
Lichtenstein et al., 2009; Mullins et al., 2021; O’Connell & Coombes, 2021; N. Wray, 2012).
Ausgewadhlte Methoden und Hypothesen zur Untersuchung der genetischen Architektur
der BD, die in der vorliegenden Arbeit angewandt wurden, werden in den folgenden
Kapiteln ndher beschrieben und die dadurch erzielten Erkenntnisse beziglich der

genetischen Ursachen der BD herausgestellt.

1.1.2 Kopplungsanalyse

Das Genom des Menschen besteht in der Regel aus 46 Chromosomen (Tjio & Levan, 1956),
44 Autosomen und zwei geschlechtsbestimmenden Chromosomen (Gonosomen). Die
Autosomen koénnen in 22 verschiedene Chromosomenpaare eingeteilt werden, wobei je
ein Chromosom eines Paares von jedem Elternteil vererbt wird. Diese Chromosomen
konnen unterschiedliche Varianten eines Locus, z.B. eines Gens, enthalten. Alternative
Versionen von Genen oder anderen Loci an bestimmten Positionen auf homologen
Chromosomen werden Allele genannt.

Homologe Chromosomen werden unabhdngig voneinander vererbt. Entsprechend der

Mendel’schen Unabhingigkeitsregel werden demnach Allele auf unterschiedlichen
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Chromosomen mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % gemeinsam vererbt (Mendel,
1996).

Im Folgenden wird beschrieben, wie sich in familienbasierten Studien mittels der
sogenannten Kopplungsanalyse die Position von mit dem Phanotyp assoziierten Loci
eingrenzen lasst. Die Grundlage dieses Verfahrens ist die Genkopplung. Vereinfacht
wurde Folgendes angenommen: Je naher zwei genetische Loci auf einem Chromosom
beieinander liegen, umso seltener werden sie durch Rekombination wahrend der Meiose
getrennt (Morgan, 1915). Die Rekombinationswahrscheinlichkeit zwischen zwei Loci
hangt im Allgemeinen von der physikalischen Distanz der Loci ab, das genaue Verhaltnis
variiert aber entlang des Genoms. Heute weifd man, dass mehrere Zehntausend Hotspots
fir Rekombination im Genom existieren, die erhohte Rekombinationsraten aufweisen
konnen (Myers et al., 2005). Die in diesem Zusammenhang eingefiihrte Mafseinheit, das
centiMorgan (cM), quantifiziert die genetische Distanz zweier Loci auf einem Chromosom.
Der genetische Abstand zwischen zwei Loci betrdagt 1cM, wenn die
Rekombinationsfrequenz zwischen diesen Loci 1/100 bzw. 1 % pro Meiose betragt
(Edwards et al., 1996; Munk et al., 2017; Teare & Barrett, 2005).

Die Grundidee einer nicht-parametrischen Kopplungsanalyse (NPL, non-parametric
linkage) beruht auf dem Konzept des identity by descent (IBD, Herkunftsgleichheit)
(Strauch et al., 2002; Teare & Barrett, 2005). Wird beispielsweise Geschwistern dasselbe
Allel vom selben Elternteil vererbt, so ist dieses Allel IBD, da ihre Allele identisch sind und
denselben genetischen Ursprung haben. Im Gegensatz dazu konnen Allele auch identisch,
aber unterschiedlicher Herkunft sein, diese sind dann lediglich identity by state
(Zustandsgleichheit).

Zum Beispiel ergeben sich in einem Geschwisterpaar an einem autosomalen Locus die
drei méglichen IBD-Zustidnde: 0 (keine Ubereinstimmung durch Abstammung), 1 (eine
Ubereinstimmung von einem Allel durch Abstammung) und 2 (eine Ubereinstimmung
von zwei Allelen durch Abstammung). In Abwesenheit einer Assoziation mit dem
Phanotyp (Null Hypothese Ho), berechnen sich die korrespondierenden
Wahrscheinlichkeiten basierend auf den Mendel’schen Regeln, zu p(IBD =0)=0,25,
p(IBD=1)=0,5und p(IBD =2) =0,25 (Teare & Barrett, 2005). Bei der NPL werden nun in
einem familienbasierten Datensatz anhand der Genotypen die tatsachlichen IBD Muster
geschatzt und deren potenzielle Abweichung von der Erwartung unter der Ho mit den
Phdnotyp-Auspragungen verglichen.

Ein Vorteil der NPL gegentiber den parametrischen Methoden ist ihre Robustheit, wenn
der tatsachliche Erbgang nicht bekannt ist, was bei komplexgenetischen Erkrankungen
tiblicherweise der Fall ist (Teare & Barrett, 2005). Allerdings verfligen modellfreie (nicht-
parametrische) Methoden iiber eine geringere statistische Aussagekraft zum Nachweis

vorliegender, kausaler Zusammenhange (Kruglyak et al., 1996).
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Eine Kopplungsanalyse in ausgewahlten Familien mit mehreren Betroffenen oder
Merkmalstragern bietet das einmalige Potenzial seltene Varianten mit potenziell starken
Effekten in segregierenden genetischen Regionen zu lokalisieren. Bei vielen monogenen
Erkrankungen, bei denen ein einzelnes oder einige wenige Gene mit starkem Effekt zur
phanotypischen Auspragung der Erkrankung fiihren, konnten Kopplungsanalysen
erfolgreich chromosomale Regionen mit kausalen genetischen Loci identifizieren (Gusella
et al, 1983; Rommens et al, 1989). Bei psychiatrischen Erkrankungen konnten
Kopplungsanalysen jedoch der Komplexitidt des genetischen Beitrags nicht Rechnung
tragen und sind retrospektiv kritisch zu beurteilen (No6then et al., 2019).

1.1.3 Genomweite Assoziationsstudien

Die Einfiihrung der Mikroarray-Technologie zu Beginn der 2000er Jahre markierte einen
Meilenstein, da sie erstmals eine genomweite Erfassung der genetischen Variabilitat auf
Ebene haufiger Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide polymorphisms)
ermoglichte. Diese Neuerung bildete die Grundlage fiir genomweite Assoziationsstudien
(GWAS, genome-wide association studies) und die Identifizierung genetischer
Suszeptibilitidtsfaktoren. Das iibergeordnete Ziel von GWAS ist es, die genetischen
Ursachen von Erkrankungen zu verstehen und basierend auf diesen Erkenntnissen
bessere Behandlungsmaoglichkeiten oder gar Praventionen zu entwickeln (Visscher et al,,
2017). GWAS bestehen aus genomweiten Einzelvariantentests, die mit Hilfe einer
Regression haufige genetische Marker, iiblicherweise SNPs mit einer minoren
Allelfrequenz (MAF) =21 % und kleiner Effektstarke, auf Assoziation mit einem Phanotyp
testen (Abb. 1).

Effektstarke
A .
Next gener.atlon Haufige Varianten,
hoch sequencing hohe Effektstarke
Seltene Varianten,
hohe Effektstarke
Niedrig frequente Varianten,
moderat intermediare Effektstarke
GWAS
Seltene Varianten, Haufige Varianten,
geringe Effektstarke geringe Effektstdrke
gering
0,1 1,0 5,0 10 20

Allelfrequenz [%)]

Abb. 1 Paradigma zur Identifikation krankheitsassoziierter genetischer Varianten.

Zusammenhang zwischen der Effektstirke und der Allelfrequenz in der Allgemeinbevélkerung. Mittels GWAS lassen
sich haufige genetische Varianten mit einer geringen Effektstarke identifizieren. Die Anwendung von next generation
sequencing-Methoden und familienbasierte Studien erlauben die Identifikation seltener Varianten mit einer hoheren
Effektstarke. Modifiziert nach Manolio et al. (2009).
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GWAS nutzen das Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD), die
Korrelationsstruktur zwischen genetischen Varianten im humanen Genom, welches
durch evolutioniare Prozesse wie Mutationen, Rekombination, natiirliche Selektion und
genetischen Drift geformt wurde. Im Jahre 2003 bot die Arbeit des International HapMap
Projects der Wissenschaftsgemeinschaft hierfiir einen wichtigen Meilenstein. Erstmals
wurde eine Kartierung des humanen Genoms auf Basis der Frequenzen und LD zwischen
genetischen Varianten 6ffentlich zuganglich und nutzbar gemacht (Belmont et al., 2003).
Die statistische Power einer GWAS eine genetische Assoziation mit einem Merkmal zu
detektieren, ist im Wesentlichen abhdngig von i) der Grofde der Stichprobe, ii) den
Effektgrofden der genetischen Varianten, iii) der Frequenz ebendieser Varianten und iv)
dem LD zwischen den untersuchten Markern und dem unbekannten kausalen
genetischen Locus (Visscher et al, 2017; Wu et al, 2022). Im Verlauf des letzten
Jahrzehnts wurde das SNP-Array Design stets angepasst, um das menschliche Genom
effizient liber geeignete tag-SNPs abzudecken. Diese SNPs sind so ausgewahlt, auch auf
Basis der Ergebnisse des HapMap Projects, dass sie den Grof3teil der haufigen genetischen
Variation mittels LD erfassen (Wallace et al, 2007). Durch stete Nachfrage und
Verbesserung konnten ebenfalls Arrays fiir spezielle Hypothesen und Studien entworfen
werden, um sowohl phanotyp- als auch ethnizitdtsspezifische Signale im und aufderhalb
des kodierenden Bereichs des Genoms erfassen zu konnen.

Die Detektion von Phanotyp-SNP Assoziationen erlauben Einblicke in die genetische
Architektur und bilden die Grundlage zur Identifikation neuer Risikogene, drug targets,
und biologischen = Markern, sowie personalisierter Risikopradiktion und
genotypspezifischer Therapie (Tam et al.,, 2019).

GWAS bilden einen komplementdren Ansatz zu den Kopplungsanalysen, welche
urspriinglich bei monogenetischen Erkrankungen sehr erfolgreich angewendet wurden.
Bei multifaktoriellen Erkrankungen spielen beide Ansatze in unterschiedlichen Bereichen
der genetischen Architektur ihre Vorteile aus. Fiir Diabetes Typ 2 wurde beispielsweise
eine Region auf Chromosom 10 durch eine Kopplungsanalyse identifiziert und GWAS
konnten spater das Gen TCF7L2 auf Chromosom 10 als Suszeptibilitatsfaktor bestimmen
(Del Bosque-Plata et al,, 2021; Grant et al., 2006; Reynisdottir et al., 2003). Es sei jedoch
zu betonen, dass fiir die BD und andere komplexgenetische Erkrankungen nur die
Ergebnisse von GWAS weitreichende und replizierbare Erkenntnisse geliefert haben, was
in der genetischen Architektur der BD begriindet liegen konnte (siehe auch 1.1.2.).
Kritiker der GWAS fiithren an, dass SNPs nur einen geringen Teil der Heritabilitat
komplexgenetischer Erkrankungen erklaren koénnen und die Assoziation einer
genetischen Variante an einem genomischen Locus nicht direkt Auskunft iiber das
relevante Gen oder den zugrunde liegenden Mechanismus gibt, denn rund 80-90 % der
mit einer Krankheit assoziierten GWAS-Befunde liegen im nicht-kodierenden Bereich des

Genoms (Hindorff et al., 2009; Watanabe et al., 2019). Dennoch gelten GWAS heute als ein
9
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machtiges Instrument der Genetik und haben unser Verstindnis der genetischen
Architektur multifaktorieller Erkrankungen in den letzten 20 Jahren rasant
vorangebracht. Weiterhin sind GWAS-Ergebnisse Ausgangspunkt weiterfiihrender
Analysen, die sich diese Daten zu Nutze machen bzw. liber Integration weiterer Omics

Datenebenen diese anreichern (Visscher et al., 2017).

GWAS bei der bipolaren Stérung

Die Befunde und Erkenntnisse der GWAS haben unser Verstindnis der BD grundlegend
verandert. Erstmals wurden reproduzierbare Ergebnisse fiir spezifische Marker und die
hochpolygene genetische Architektur erzielt.

Die erste GWAS zur BD wurde im Jahr 2007 veroéffentlicht und umfasste etwa 2000
Patienten und 3000 Kontrollen (Burton et al., 2007). In dieser Studie wurde Kkein
genomweit signifikanter SNP fiir die BD identifiziert und rs420259, lokalisiert auf
Chromosom 16p12, wurde als SNP mit dem starksten Assoziationssignal (p = 6,3 x 10-8)
berichtet. Es folgten weitere GWAS und die Zahl der untersuchten Patienten und
Kontrollen wurde stetig vergrofdert (Baum et al., 2008; Burton et al., 2007; Ferreira et al.,
2008; Sklar et al., 2008). Im Jahr 2011 publizierte die Bipolar Disorder Working Group des
internationalen Psychiatric GWAS Consortiums (PGC-BD) eine primdre GWAS, die
Assoziationssignale mit genomweiter Signifikanz in den Regionen von ANK3 und SYNE1
entdeckte. Eine Replikation in einer unabhidngigen Kohorte erbrachte jedoch keine
weitere Evidenz fiir diese Befunde, was die Autoren auf eine Uberschéitzung des
originalen Chancenverhaltnis (OR, odds ratio) zurtickfiihrten (winners curse) (Sklar et al.,
2011). Schliellich wurden in einer dritten Analyse alle Patienten und Kontrollen
zusammen untersucht. Dabei erreichte das Assoziationssignal fiir rs4765913 in CACNA1C
(p=1,82x10"°) genomweite Signifikanz und erstmals wurde eine signifikante
Assoziation, mitrs12576775 als starkstes Signal (p = 2,77 x 10-8), im intronischen Bereich
des Gens 0ODZ4 identifiziert (Sklar et al., 2011). Eine Signalweganalyse implizierte eine
signifikante Anreicherung fiir den Pathway spannungsabhingige Calciumkanalaktivitat
(Sklar et al., 2011). Dieser Befund stiitzte friihere Literatur zur Rolle von Ionenkandlen
bei der BD und stimmungsstabilisierende Effekte von Ionenkanal-modulierenden
Medikamenten (Levy & Janicak, 2000; Sklar et al., 2011). Das vom 0DZ4-Gen kodierte
Protein gehort zu den Teneurinen, eine Familie von Transmembranproteinen, die eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion und der korrekten neuronalen Vernetzung
wahrend der Entwicklung spielen (Sklar etal., 2011). Die bemerkenswerteste Entdeckung
der Studie war nach Einschatzung der Autoren die Vielzahl an Replikationssignalen mit
identischer Effektrichtung. Diese Beobachtung ist konsistent mit einem hochpolygenen
Krankheitsmodell, mit vielen haufigen Suszeptibilititsvarianten mit relativ schwachen
Effekten (Sklar et al., 2011). Ferner beobachteten Sklar et al. (2011), dass innerhalb von

10
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drei der fiinf Hauptbefunde nicht-kodierende RNAs lokalisiert waren. Darunter war
beispielweise miR-708, die im ersten Intron von ODZ4 lokalisiert ist. Damit stellte die
Studie das erste Mal einen Zusammenhang zwischen miRNAs und der BD her (Sklar et al.,
2011). Im Jahr 2014 fiithrten Miihleisen und Kollegen eine GWAS mit 9747 Patienten und
14278 Kontrollen durch und detektierten 56 genomweit signifikante SNPs in fiinf
unabhangigen Regionen (Miihleisen et al., 2014). Die Ergebnisse dieser Studie bestatigten
drei bereits bekannte Risikoloci (ANK3, ODZ4 und TRANK1) und identifizierten zwei neue
Regionen; ADCYZ2 und einen Bereich zwischen MIR2113 und dem Gen POU3F2 (Chen etal,,
2013; Ferreira et al., 2008; Miihleisen et al., 2014; Sklar et al., 2011). Das Gen ADCYZ2 ist
im humanen Gehirn exprimiert und kodiert fiir ein Protein, welches eine zentrale Rolle in
der cAMP-Signalkaskade spielt (Ostrom et al, 2012; Stengel et al., 1992). Ein SNP
(rs1906252), der im starken LD mit dem Top-SNP (rs12202969) in der Region zwischen
MIR2113 und POU3FZ steht, gehorte zu den signifikantesten Befunden in einer GWAS zur
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bei 991 gesunden alteren Probanden
(Luciano et al.,, 2011). Im Jahr 2019 fiihrten Stahl et al. eine GWAS fiir die BD mit 20352
Patienten und 31358 Kontrollen europédischer Herkunft durch (Stahl et al., 2019). Zudem
schlossen sie eine weitere Analyse fiir 822 Varianten mit p <1 x 104 an, in der weitere
9412 Patienten und 137760 Kontrollen getestet wurden. Die Kombination aus GWAS und
Folgeanalyse fiihrte zur Identifizierung von 30 Loci mit genomweit signifikanter
Assoziation mit BD, wovon 20 Loci zuvor noch unbekannt waren. Das starkste
Assoziationssignal wurde fiir rs9834970 am TRANKI1 Locus erfasst (p=5,7 x 10-12),
Unter den identifizierten Loci befanden sich Gene, die fiir lonenkandle und -transporter
(CACNA1IC, SCN2A und SLC4A1), Rezeptoren fiir Neurotransmitter (GRINZA) und
synaptische Bausteine (RIMS1 and ANK3) kodieren. Daraus folgerten Stahl et al. (2019),
dass Calciumkanale im Gehirn sowie die Regulation von Neurotransmittern eine wichtige
Rolle in der Krankheitsentstehung der BD spielen kdnnten. Zwei Jahre spater publizierten
Mullins et al. die bis dahin grofdte GWAS mit 41917 Patienten und 371549 Kontrollen mit
europaischer Herkunft (Mullins et al.,, 2021). Insgesamt 57 verschiedene BD-Kohorten
aus Europa, Nordamerika und Australien wurden hierfiir vereint und harmonisiert. Diese
Metaanalyse konnte 64 unabhingige Loci mit genomweit signifikanter Assoziation mit BD
identifizieren, wovon 33 bis dahin noch nicht bekannt waren (Tab. 14). Die Autoren
vermuten, dass diese GWAS einen Wendepunkt in der Identifizierung von BD Risikoloci
darstellt und dass die weitere Vergrofderung der untersuchten Kohorten, die Entdeckung

von Risikovarianten dramatisch beschleunigen wird (Abb. 2)
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Abb. 2 Identifizierung von Risikoloci fiir die BD.

Die Anzahl der identifizierten genomweit signifikanten Risikoloci fiir die BD aufgetragen gegen die Anzahl der
untersuchten Patienten aus den jeweiligen Studien. Abkiirzung: BD, bipolare Stérung. Modifiziert nach Hara et al.
(2022).

Dennoch wurden im Vergleich zu dhnlichen Untersuchungen zur SCZ weniger genomweit
signifikante Varianten fiir die BD identifiziert (Pardifias et al., 2018). In Folgeanalysen
wurde eine signifikante Uberreprisentation von Genen festgestellt, die im Gehirn
exprimiert sind und in synaptischen biologischen Signalwegen eine Rolle spielen.
Insbesondere Gene, die spezifisch in Neuronen des prafrontalen Cortex und Hippocampus
exprimiert werden (Mullins et al, 2021). Zudem konnte durch die Integration von
Expressions-Quantitative-Trait-Loci (eQTL) Daten eine Auswahl von Genen identifiziert
werden, fiir die Uibereinstimmende Hinweise vorlagen, dass deren Assoziation mit BD
durch die Genexpression vermittelt wird. Unter diesen war beispielweise das Gen HTR6,
welches fiir einen Serotoninrezeptor kodiert, auf den Antipsychotika und Antidepressiva
wirken oder MCHRI, ein drug target des Antipsychotikums Haloperidol (Mullins et al,,
2021; Wishart et al,, 2018). Diese und andere Genprodukte stellen mogliche Ziele fiir
bereits bekannte Medikamente dar oder bieten potenziell neue Therapiemaoglichkeiten
fir die BD, und die Autoren schlagen diese als interessante und vielversprechende
Kandidaten fiir funktionelle Analysen vor (Mullins et al., 2021). Der polygene Risikoscore
(PRS, polygenic risk score) berechnet die gewichtete Anzahl der Risikoallele eines
Individuums, um den kumulativen Effekt genomweiter Risikovarianten zu erfassen
(Mistry et al., 2018; N. R. Wray et al,, 2014). Fiir die BD konnte der PRS durchschnittlich
4,57 % der phanotypischen Varianz innerhalb der europdischen Kohorten erklaren. Die
sogenannte SNP-Heritabilitat (h2sne) wurde auf 24,6 % in der Kohorte basierend auf Sklar
et al. (2011) bzw. 11,9 % in den Kohorten externer Studien geschatzt. Die beobachtete
Differenz fithren Mullins et al. (2021) teilweise auf den Einschluss von Patienten aus
Biobanken zurtick, die moglicherweise eine heterogenere klinische Prasentation oder
weniger schwere Erkrankungen aufweisen. Zusatzlich schwankten die Anteile von

Patienten mit BD I oder BD II innerhalb der Kohorten, was zu weiterer klinischer und
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genetischer Heterogenitit zwischen den Datensatzen beitrug. Trotz dieser Heterogenitat
hat die Kombination der Kohorten zur Verbesserung der statistischen Power beigetragen,
was die Identifikation neuer Risikovarianten ermoglichte (Mullins et al., 2021). In
Anwendung auf unabhdngige Kohorten mit unterschiedlichen Ethnizitaten erklarte der
PRS, jedoch nur noch ~2 % (Population ostasiatischer Abstammung) oder weniger
(Population afroamerikanischer Abstammung) der phdnotypischen Varianz der BD.
Einerseits weist das auf Unterschiede in der Allelfrequenz und der
Kopplungsungleichgewichtsstruktur hin (Duncan et al., 2019; Martin et al, 2019),
andererseits betont dies auch den dringenden Bedarf an Studien, die grof3ere Datensatze
mit unterreprasentierten Ethnizititen einschliefen. Obwohl der PRS ein unverzichtbar
wertvolles Instrument fiir die Forschung ist, um Datensatze zu beschreiben und
Erkrankungen besser zu verstehen, haben heutige PRS nicht geniigend Aussagekraft, um
Anwendung in der Klinik zu finden, da sie eine prazise Risikoeinschatzung fur
Patientengruppen nicht erlauben (Lewis & Vassos, 2020; Torkamani et al., 2018).
Dartiber hinaus wurde eine signifikante genetische Korrelation (rg) der BD mit
zahlreichen anderen psychiatrischen Erkrankungen insbesondere mit der SCZ (ry= 0,68)
und der MD (rg=0,44) festgestellt (Mullins et al., 2021). Interessanterweise konnten auch
Hinweise auf eine positive genetische Korrelation zwischen BD und anderen Merkmalen
wie Zigarettenkonsum pro Tag, problematischem Alkoholkonsum sowie der
Schlafqualitat identifiziert werden (Mullins et al,, 2021). Durch stete Erweiterung der
Studiengrofde und die Integration von zusatzlichen Omics-Daten ldsst sich der fehlende
Anteil der Heritabilitdt immer weiter aufklaren. Beispielsweise konnte der genetische
Beitrag fiir menschliche Grofde nun fast vollstandig geklart werden (Yengo et al., 2022).
Diese Studie umfasst die Untersuchung von mehr als 5,4 Millionen Individuen
unterschiedlicher Abstammung und identifizierte 12111 unabhidngige SNPs, die
signifikant mit der Korpergrofie assoziiert sind und nahezu die gesamte SNP-basierte
Erblichkeit von rund 40-50 % erklaren (Yengo etal., 2022).

Trotz dieser erheblichen Fortschritte wurde bisher nur ein kleiner Teil der genetischen
Atiologie der BD aufgedeckt und die spezifischen biologischen Krankheitsmechanismen
sind weiterhin unvollstindig verstanden. Die fortlaufende Analyse umfangreicher
Patienten- und Kontrollkohorten erweitert jedoch Kkontinuierlich die Liste der
genetischen Befunde. Die Studie von Mullins et al. (2021) bestatigte, dass die BD eine
aufderordentlich hochpolygene Erkrankung ist und schiatzungsweise 8600 Varianten
90 % der h%snp erkliren. Daher wird erwartet, dass viele weitere SNPs von zukiinftigen
Studien identifiziert werden miissen, die gemeinsam zur genetischen Architektur der BD
beitragen. Diese Ergebnisse bieten nicht nur neue Einblicke in mégliche therapeutische
Ansatze, sondern dienen auch als Grundlage fiir zukiinftige funktionale Studien, die das

Verstandnis und die Behandlung der BD verbessern konnen.
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1.1.4 Rolle von microRNAs bei der Entwicklung der bipolaren Stérung
Untersuchungen zur SCZ deckten eine signifikante Anreicherung von GWAS-
Assoziationssignalen in Zielgenen der MIR137 auf und konnten dadurch einen
potenziellen Zusammenhang zwischen GWAS-Ergebnissen und dem Wirkmechanismus
eines miR-regulierten Netzwerks auf die Krankheitsentstehung der SCZ herstellen
(Sullivan et al., 2012). Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der hier vorgestellten Studie gab
es noch keine systematische und genomweite Untersuchung zur Aufklarung einer
Beteiligung von miRNAs im Bereich der BD. Durch die genetische Uberlappung von SCZ
und BD erschien es daher naheliegend, die Hypothese zu iiberpriifen, ob miRNAs und die
von ihnen regulierten Zielgene zur Entstehung der BD beitragen (Forstner et al., 2015).
MiRNAs sind kleine, hochkonservierte nichtkodierende Einzelstrang-RNAs, die spezifisch
die Genexpression auf posttranslationaler Ebene regulieren (He & Hannon, 2004). Die
Expression von miRNAs ist zell- und gewebsspezifisch sowie zeitlich kontrolliert (Kosik,
2006). MiRNAs werden durch die RNA Polymerase II transkribiert (Cai et al., 2004) und
das entstandene Primartranskript (pri-miR, 100-1000 nt) wird von dem Drosha-DGCRS8
Komplex zu der precursor miRNA (pre-miR, ~70 nt) nukledr prozessiert (Denli et al.,
2004) (Abb. 3).

Nukleus
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pri-miR

mRNA
3 Unterdriickung
der Translation
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IIQ]:I:I:O pre-miR Tl AAAAAAAAAAAA

—\ Poly(A)-Schwanz
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pre-miR ds-miR
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Abb. 3 miRNA Biogenese, Struktur und Funktion.

Die pri-miR wird von dem Drosha-DGCR8 Komplex zu der pre-miR nukledr prozessiert. Die pre-miR wird ins
Zytoplasma exportiert und dort durch Dicer in die ds-miR geschnitten. Die reife miR wird in den RISC integriert und
kann so spezifisch an einen Bereich der mRNA seiner Zielgene binden. Gewdhnlich wird die Proteinbiosynthese durch
Unterdriickung der Translation oder durch Induktion der Deadenylierung manipuliert. Abkiirzungen: pri-miR,
Primartranskript der microRNA; Drosha-DGCR8 Komplex, Enzymkomplex bestehend aus einem RNA bindenden
Protein und einer RNase III; pre-miR, precursor miR; ds-miR, doppelstréangiges Fragment der miR; RISC, RNA-induced
silencing complex; mRNA, messenger RNA. Modifiziert nach Geaghan und Cairns (2015)

Anschliefdend wird die pre-miR ins Zytoplasma exportiert und dort durch die RNase III
Dicer in eine 21-25 nt lange ds-miR geschnitten und daraufhin entwunden (He & Hannon,
2004). Die reife miRNA wird in einen Ribonukleoproteinkomplex integriert (RISC, RNA-
induced silencing complex) und kann so spezifisch an einen Bereich der Boten RNAs

(mRNA, messenger RNA) seiner Zielgene binden, der meist in dem 3’-untranslatierten
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Bereich liegt (Kawamata & Tomari, 2010; Maffioletti et al., 2014a). Dieser Bereich ist
komplementar zur Seed Region, den Basen 2-7 des 5’-Endes der miRNA (Bartel, 2009).
Gewohnlich regulieren miRNAs die Proteinbiosynthese durch Unterdriickung der
Translation oder durch Induktion der Deadenylierung, was letztlich zum Abbau der
mRNAs fiihrt (Bartel, 2004).

MiRNAs iibernehmen eine wichtige Aufgabe in nahezu allen zell- und
entwicklungsbiologischen Prozessen (Ha & Kim, 2014). Friedman et al. (2009)
berichteten, dass mehr als 60 % aller humanen proteinkodierenden Gene mindestens ein
konserviertes miRNA Bindemotiv enthalten und auch neuere Studien zeichnen weiterhin
ein komplexes Bild von miRNA-Zielgen Interaktionen (Diener et al., 2024). Da einzelne
miRNAs hunderte von unterschiedlichen mRNAs binden und mRNAs ihrerseits von
mehreren miRNAs reguliert werden konnen, entsteht ein dynamisches und fein
koordiniertes Netzwerk (O’Carroll & Schaefer, 2013).

Das menschliche Gehirn ist aus morphologisch und funktionell sehr unterschiedlichen
Zellen aufgebaut. Jedes der rund 100 Milliarden Neuronen ist wiederum synaptisch
verbunden mit tausenden weiteren Neuronen (Herculano-Houzel, 2009). Die Komplexitat
der verarbeiteten Informationen und die Fahigkeit der kontinuierlichen Umgestaltung
libersteigt bei weitem die jedes anderen Systems im menschlichen Kérper. Kern dessen
ist die Spezialisierung der Neuronen und ihr entsprechendes Netzwerk basierend auf
streng kontrollierter Genexpression, wobei die miR-abhangige Regulation ein mdéglicher
Kontrollmechanismus sein konnte (O’Carroll & Schaefer, 2013). Es gibt Hinweise darauf,
dass miRNAs Prozesse beeinflussen, die an der Entwicklung des Gehirns und der
synaptischen Plastizitit beteiligt sind (Forstner et al.,, 2013; Schratt, 2009). Die davon
abgeleitete Fragestellung, ob miRNAs auch eine Rolle bei der Entstehung von
psychiatrischen Erkrankungen wie der BD spielen, wurde in einigen Studien untersucht
(Forstner et al.,, 2015; A. H. Kim et al.,, 2010; Moreau et al, 2011). Es wurden z.B.
Verdanderungen des Expressionsmusters von miRNAs in post mortem Gewebe des
prafrontalen Cortex von Patienten mit BD festgestellt, was die obige Hypothese weiter
stiitzt (A. H. Kim et al., 2010; Moreau et al., 2011). Eine weitere Untersuchung des
prafrontalen Cortex von Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen zeigte, dass einige
miRNAs, wie miR-219, bei Patienten mit BD und SCZ im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
erhohte Expression aufwiesen (Smalheiser et al, 2014). In einer Studie, die den
MIR137/MIR2682-Locus untersuchte, wurde eine seltene nicht kodierende Variante
identifiziert, die mit der SCZ und BD assoziiert ist und durch eine verringerte Expression
von MIR137/MIR2682 potenziell das Erkrankungsrisiko erhoht (Duan et al, 2014).
Bavamian et al. (2015) untersuchten die Expression von miR-34a mit Hilfe von
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC, induced pluripotent stem cell), die von
Patienten mit BD und gesunden Kontrollen stammten. Die differenzierten neuronalen

Kulturen zeigten ein erh6htes miR-34a Level im Vergleich zu denen gesunder Probanden.
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Die Autoren schlugen vor, dass eine erh6hte miR-34a Konzentration wiederum zu einer
starkeren Inhibierung von Zielgenen wie beispielsweise ANK3, einem replizierten
Risikogen fiir BD, fiihren kénnte, was wiederum eine Verdnderung in der neuronalen
Differenzierung und synaptischer Plastizitat erklaren konnte (Bavamian et al., 2015). Die
erhohte Expression von miR-34a in BD im Vergleich zu gesunden Kontrollen konnte in
einem weiteren Zellmodell repliziert werden (Hewitt et al., 2023). In dieser Studie wurde
ein beschleunigter Ubergang von neuronalen Vorliuferzellen in ein neuronales Stadium
beobachtet, was auf ein frithes pathophysiologisches Merkmal der BD hinweisen kénnte
und die Hypothese einer Beteiligung von miRNAs an der Entstehung der BD unterstiitzt
(Hewitt etal., 2023). Allerdings gab es auch kritische Stimmen, die anmerkten, dass in der
Studie unzureichende Informationen zu mehreren wichtigen Aspekten berichtet wurden.
Dies betraf insbesondere die Qualitatskontrolle bei der Generierung der iPSC-Linien,
klinische Details zu den iPSC-Spendern sowie weitere methodische Einzelheiten (Yde
Ohki et al., 2024).

Zusammenfassend bilden die genetische Aufarbeitung und Interpretation von GWAS-
Signalen die Grundlage fiir weiterfiihrende funktionelle Untersuchungen, beispielsweise
in Zellmodellen, um mogliche Wirkmechanismen von miRNAs tber ihre regulierten

Netzwerke weiter zu entschliisseln.
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1.1.5 Next Generation Sequencing - Technologien der nachsten Generation

Die Sequenziertechnologien der nachsten Generation (NGS, next generation sequencing),
haben die Untersuchung der genetischen Variabilitit des humanen Genoms tiefgreifend
revolutioniert. NGS ermoglicht die massiv parallele Sequenzierung von Tausenden von
Genen gleichzeitig und tuberwindet damit viele der Beschrankungen der Sanger-
Sequenzierung (Bamshad etal., 2011; Ngetal., 2010). Die rasante Entwicklung des letzten
Jahrzehnts und das Angebot erschwinglicher kommerzieller Kits (Abb. 4) hat es
ermoglicht, dass die NGS-Technologie in nahezu alle genetischen Forschungsbereiche und
die medizinische Diagnostik Einzug gehalten hat. Die modernen Sequenzierverfahren
konnen im Hochdurchsatz angewendet werden und erméglichen beispielsweise die
Sequenzierung eines menschlichen Genoms innerhalb eines Tages. Im Vergleich dazu
wurde das erste humane Genom im Rahmen des in den 1990er Jahren gestarteten,
internationalen Humangenomprojekt (Human Genome Project) sequenziert, aber erst
2003 offiziell fir entschlusselt erklart (Collins et al., 2003). Die Sequenzierung umfasste
dabei aber nur den euchromatischen Anteil des Genoms und lies damit weitere 8 %
unaufgedeckt (Nurk et al.,, 2022).
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Abb. 4 Kosten pro Genom.
Dargestelltist die Kostenentwicklung fiir die Sequenzierung eines humanen Genoms. Daten basierend auf Wetterstrand
KA. DNA Sequencing Costs. NHGRI Genome Sequencing Program (GSP), www.genome.gov/sequencingcostsdata.

Die in dieser Arbeit verwendete NGS-Methode war die Exomsequenzierung (WES, whole
exome sequencing), die sich auf den kodierenden Bereich des Genoms fokussiert. Das
Exom umfasst die Gesamtheit aller Exone und macht beim Menschen etwa 1-2 % des
gesamten Genoms aus (Lander et al, 2001). Hierfiir wird die genomische DNA
fragmentiert und mit Hilfe einer RNA-Bibliothek werden die Zielsequenzen angereichert
und mit Adaptern versehen. Diese Adaptersequenzen ermdglichen die Bindung und
Immobilisierung an eine Glasflusszelle (Flowcell). Die angereicherten Fragmente werden

zu Clustern amplifiziert; ein entscheidender Schritt, um die Einzelstrange der DNA zu
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vervielfiltigen, damit sie wihrend der Sequenzierung erfasst werden koénnen. Uber die
Technologie namens Sequencing by Synthesis (SBS) wird jede Base nacheinander
hinzugefiigt und die DNA-Sequenz durch die jeweiligen Fluoreszenzsignale detektiert
(Rodriguez & Krishnan, 2023).

Ein wesentlicher Vorteil gegeniiber der Arraytechnologie ist beispielsweise die
Identifizierung neuer Varianten und eine héhere Auflésung. Die Moglichkeit, Tausende
von genetischen Varianten pro Individuum zu identifizieren, hat jedoch zu
Schwierigkeiten bei der Interpretation dieser Varianten fiir Merkmale und Krankheiten
gefiihrt (Ng et al., 2010). Dies gilt insbesondere im Kontext genetischer Pradispositionen
und personalisierter Therapieansitze. Ebenso stellt sich die Frage des Umgangs mit
Zufallsbefunden (incidental findings), die zwar keinen unmittelbaren Bezug zur
urspriinglichen klinischen oder wissenschaftlichen Fragestellung haben, jedoch

potenziell klinische Relevanz aufweisen kénnen.

1.1.6 Seltene genetische Varianten bei der Entwicklung der bipolaren Stérung

Es wird geschatzt, dass haufige genetische Varianten mit kleinem Effekt rund 20 - 30 %
der phanotypischen Varianz der BD erkldren (Lee et al., 2011; Mullins et al., 2021; Stahl
et al, 2019). Die mit Hilfe von GWAS ermittelte Heritabilitat ist demnach niedriger als die
Schatzungen aus Zwillings- und Familienstudien. Das liegt in erste Linie daran, dass diese
SNP-Daten vorwiegend die Effekte haufigerer Varianten erfassen und auf klinisch und
genetisch heterogenen Patientenkohorten basieren (Mullins et al., 2021). Die sogenannte
yhidden heritability” beschreibt den bisher noch nicht aufgeklarten Anteil der Heritabilitat
und umfasst den moéglichen Einfluss seltener genetischer Varianten, epigenetische und
epistatische Effekte, Gen-Umweltinteraktionen sowie zahlreiche genetische Varianten
mit sehr kleinem Effekt (Gibson, 2010). Studien wie die von Mullins et al. (2021) haben
unser Verstdandnis von BD als hochpolygene Erkrankung gestarkt und gezeigt, dass noch
viele weitere nicht identifizierte SNPs an der Entwicklung der BD beteiligt sind.

Der Fortschritt im Feld der Sequenzierungstechnologien und fallende Kosten haben es
ermoglicht Exome und ganze Genome effizient zu sequenzieren (Claussnitzer et al., 2020;
Gratten et al,, 2014). Durch internationale Bemiihungen genetische Daten zu blindeln und
zu harmonisieren, konnten fiir die SCZ beispielweise bereits genomweit signifikante
Assoziationen von seltenen genetischen Varianten identifiziert werden (Singh et al., 2016,
2022). Fir die BD liegen bisher keine genomweit oder exomweit signifikanten Ergebnisse
fir einen Beitrag seltener genetischer Varianten mit einer hoheren Penetranz vor. Die
geringe Evidenz fir eine Beteiligung von seltenen genetischen Varianten kénnte in zu
kleinen Stichprobengréfien, aber auch in den uneinheitlichen Studiendesigns und nicht
zuletzt in der komplexen genetischen Architektur der BD begriindet liegen (Kataoka et al.,
2016).
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Die Rolle seltener genetischer Varianten in der BD ist Gegenstand aktueller Forschung.
Neue Technologien haben die Identifizierung von seltenen Varianten auf der Ebene des
Hochdurchsatzes ermdglicht. Zunachst wurden gezielte Untersuchungen von
Kandidatengenen durchgefiihrt. Spater wurden durch das WES genetische Varianten im
kodierenden Bereich des Genoms identifiziert und dann durch whole genome sequencing
(WGS) schliefdlich das gesamte allelische Spektrum des menschlichen Genoms erfasst.
Durch kontinuierlich wachsende Datensatze und Konsortien besteht nun die Moglichkeit,
selbst sehr seltene und potenziell kausale genetische Varianten mit hoherer Effektstarke
erstmals statistisch zu bewerten. Seltene Varianten weisen besondere Merkmale auf,
darunter ein geringeres Kopplungsungleichgewicht mit flankierenden Varianten, einen
grofderen Effekt einiger seltener Varianten auf die Genfunktion und -expression sowie
eine grofdere Populationsspezifitat, wodurch seltene Varianten eine einzigartige Rolle in
der Genetik komplexer Krankheiten spielen (Momozawa & Mizukami, 2020).

Mutationen im Exom, dem kodierenden Bereich des Genoms, darunter synonyme,
missense- und nonsense-Mutationen, sind aufgrund ihrer direkten Auswirkung auf die
Proteinstruktur einfacher zu interpretieren (Hara et al.,, 2022). Daher prasentieren sie
sich als geeigneter Gegenstand fiir umfassende funktionelle Untersuchungen. Es wird
angenommen, dass diese Mutationen einen starkeren Effekt oder hoheren Einfluss haben
als genetische Varianten in nichtkodierenden Abschnitten (Claussnitzer et al., 2020). Das
liegt zum einen daran, dass das kodierende Genom oft unter starkerem evolutiondrem
Druck steht, um die Konservierung der Proteinstruktur und -funktion zu wahren. Nicht
kodierende Bereiche  hingegen @~ haben = mdglicherweise eine  grofdere
Kompensationskapazitat fiir genetische Varianten. Da diese Varianten weniger direkte
funktionale Auswirkung haben, stehen sie unter geringerem selektivem Druck (Asthana
et al, 2007; Kryukov et al,, 2005). Folglich haben seltene nicht-synonyme genetische
Varianten in kodierenden Bereichen eher eine hohere Penetranz (Gibson, 2011). Durch
ihren unmittelbaren Einfluss auf die Proteinstruktur besteht eine hohere
Wahrscheinlichkeit, dass sie einen Phanotyp oder Erkrankung verursachen, was
wiederum direkt fiir die molekulare Diagnostik oder die Generierung von validen
Krankheitsmodellen genutzt werden kann (Hara et al, 2022). Etablierte und
standardmafdig verwendete Algorithmen zur Bewertung der Pathogenitidt einer
genetischen Variante sind beispielsweise SIFT (sorting tolerant from intolerant), Provean
(protein variation effect analyzer), PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping vZ2),
MutationTaster oder der LRT (likelihood ratio test) (Adzhubei et al., 2010; Choi & Chan,
2015; Chun & Fay, 2009; P. Kumar et al., 2009; Schwarz et al., 2014). Dennoch gibt es auch
Hinweise auf die Existenz von Varianten in regulatorischen Bereichen des Genoms, die
liber Mechanismen wie die Modulation der Genexpression einen signifikanten Einfluss
auf biologische Merkmale und Erkrankungen haben kénnen (Ellingford et al.,, 2022).

Insgesamt tragt die Identifizierung und Charakterisierung solcher Varianten wesentlich
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dazu bei, ein tieferes Verstindnis der genetischen Grundlagen von Erkrankungen zu
erlangen sowie diagnostisch relevante Informationen zu gewinnen (Ellingford et al,,
2022).

Fiir die BD hat sich eine seltene Kopienzahlvariation (CNV, copy number variation), eine
Deletion oder Duplikation grofierer DNA-Abschnitte, am Locus 16p11.2 nach Bonferroni
Korrektur als genomweit signifikant erwiesen (Green et al,, 2016). Zunachst wurde diese
650 kb grofde Duplikation in einer grofden de novo Studie fiir SCZ beschrieben und wurde
spater dann auch als Risikofaktor fiir die BD identifiziert. Weiterhin ist dieser CNV mit
Autismus und Intelligenzminderung assoziiert, was weitere Hinweise fiir die
Uberlappung und Vernetzung neuropsychiatrischer und neurologischer Erkrankungen
aufzeigt (Ghebranious et al., 2007; R. A. Kumar et al., 2008; McCarthy et al., 2009; Weiss
et al., 2008). Die meisten bisherigen Studien zu CNVs beruhen auf der SNP-Array
Technologie, welche keine zuverladssige Detektion von kleineren CNVs ermdoglicht. Durch
Untersuchung von immer mehr NGS-Daten ist jedoch zu erwarten, dass durch das hohere
Auflosungsvermogen eine grofde Anzahl von kleineren Strukturvarianten im gesamten
Humangenom detektiert werden wird (Escaramis et al., 2015). Einige dieser kleineren
CNVs konnten Assoziationen mit BD und anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen
aufweisen und moglicherweise eine bedeutende Rolle bei der Krankheitsentstehung
spielen.

Zur Identifizierung hoch penetranter, seltener Einzelvarianten wurden unterschiedliche
Strategien verfolgt. Die Analyse von grofden, mehrfach betroffenen Familien bietet den
Vorteil, dass man Segregationsereignisse iiber mehrere Generationen verfolgen kann. Die
Hypothese ist, dass seltene Varianten, die von betroffenen Individuen in grofden
Mehrgenerationenfamilien geteilt werden, wesentlich zum Krankheitsrisiko beitragen
konnten (More et al.,, 2023). Vorherige familienbasierte Studien fiir die BD konzentrierten
sich hauptsachlich auf die Untersuchung von informativen betroffenen Personen (Georgi
et al.,, 2014; Goes et al,, 2016; Strauss et al,, 2014). Dabei wurde zwischen den Studien
keine seltene und potenziell funktionelle Variante identifiziert, die innerhalb der Familie
mit dem Phanotyp segregierte. Die Arbeit von Strauss et al. (2014) identifizierte
beispielsweise eine Variante in dem Gen KCNH7, das flr ein spannungsgesteuertes
Kaliumkanal-Protein kodiert. Goes et al. (2016) verfolgten einen kombinierten Ansatz,
indem sie zunachst 36 betroffene Personen aus acht Familien untersuchten und die
Ergebnisse anschliefienden in einer unabhdngigen Kohorte von Patienten und
Kontrollpersonen validierten. Dabei stellten sie fest, dass die 82 seltenen, segregierenden
Kandidatenvarianten Gene implizierten, die in Gen-Sets angereichert waren, die
beispielsweise mit SCZ und Autismus in Verbindung gebracht wurden (Goes et al., 2016).
Mit einem ahnlichen Studiendesign identifizierten Ament et al. (2015) 26 seltene
Kandidatenvarianten die gezielt in einer unabhangigen Kohorte resequenziert wurden.

Dabei fanden sie Hinweise auf eine Anreicherung in Genen und Signalwegen, die an
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neuronaler Erregbarkeit beteiligt sind (Ament et al,, 2015). Eine andere Studie von Rao et
al. (2017) untersuchte 15 betroffene Personen aus vier mehrfach betroffenen Familien
mit BD. Die Studie identifizierte 14 seltene und potenziell funktionelle Varianten, welche
IBD geteilt wurden und Hinweise auf eine mogliche Rolle der GTPase-Aktivierung
lieferten (Rao et al.,, 2017). Durch die Untersuchung von 186 Personen, darunter sowohl
gesunde als auch mit BD erkrankte Familienmitglieder, aus 40 mehrfach betroffenen
Familien identifizierten Cruceanu et al. (2018) mittels WES eine Anreicherung seltener,
segregierender und potenziell funktioneller Varianten in Genen der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. In spateren Studien, wie der von Toma et al. (2018) wurden in
15 mehrfach betroffenen Familien insgesamt 117 Personen untersucht, darunter 72 an
BD erkrankte. Neben der WES-Analyse zur Identifizierung von SNVs wurden auch SNP-
Array Daten genutzt, um den Fokus auf verschiedene Variantenklassen wie CNVs und de
novo Varianten zu erweitern. Einer der Hauptbefunde war die Uberreprisentation von
seltenen potenziell funktionellen Kandidatenvarianten in Genen der postsynaptischen
Dichte (p =0,002) (Toma et al., 2018). Fiir die Klasse der protein-trunkierenden Varianten
(PTVs) konnte in einer genomweiten Burden-Analyse kein signifikanter Unterschied
zwischen betroffenen und gesunden Verwandten festgestellt werden. Es zeigte sich
jedoch eine signifikante Korrelation mit dem Erkrankungsalter (p = 0,017), was von den
Autoren dahingehend interpretiert wurde, dass PTVs zu einem beschleunigten Ausbruch
der Symptome beitragen konnten (Toma et al., 2018). In einer umfangreichen Studie von
Forstner et al. (2020) wurden 81 Personen aus 27 groféen und mehrfach betroffenen
Familien mit BD untersucht. Durch eine WES-Analyse wurden insgesamt 378 seltene,
potenziell funktionelle Varianten identifiziert, die von mindestens drei
Familienmitgliedern geteilt wurden (Forstner et al.,, 2020). Diese Varianten implizierten
368 unterschiedliche Gene, wobei acht dieser Gene in zwei unabhdngigen Familien
seltene und segregierende Varianten aufwiesen. Fiinf dieser Gene trugen Varianten mit
vollstindiger oder nahezu vollstaindiger Penetranz. Darunter waren die beiden
vielversprechendsten Kandidatengene RGS12 und NCKAPS5 (Forstner et al., 2020). Das
Gen RGS12 ist im humanen Gehirn exprimiert und kodiert ein GTPase aktivierendes
Protein (GAP), welches Signalwege von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR)
reguliert, welche wiederum ADCYZ, ein bekanntes Risikogen fiir BD, steuern (Miihleisen
et al.,, 2014; Snow et al,, 1998). Des Weiteren stiarken Befunde aus WES-Analysen fiir SCZ,
die seltene de novo Varianten in RGS12 identifizierten, die genetische Uberlappung von
BD und SCZ (Forstner et al., 2020; Guipponi et al., 2014; B. Xu et al., 2011). Fiir das Protein
kodiert durch NCKAP5 wurde bisher keine Funktion beschrieben, jedoch wurde das Gen
NCKAPS5 unter anderem in GWAS fiir die BD und SCZ berichtet (K. S. Wang et al,, 2010).
Eine Anreicherungsanalyse der 368 Gene ergab eine signifikante Anreicherung in
Signalwegen und Gen-Sets, die zuvor in de novo Studien zu Autismus (padj < 0,006) und

SCZ (padj = 0,015) berichtet wurden. Die Ergebnisse der Studie von Forstner et al. (2020)
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deuten demnach auf eine mogliche genetische Uberschneidung zwischen Autismus, SCZ
und BD auf der Ebene seltener genetischer Varianten hin. Im Jahr 2021 untersuchten
Toma et al. (2021) die Beteiligung von seltenen und haufigen Varianten an der
Krankheitsentstehung der BD durch WES und eine Kopplungsanalyse von 117
Familienmitgliedern (darunter 50 Patienten mit BD) aus 15 australischen Familien mit
hoher Pravalenz fiir affektive Storungen. Dabei wurde ein signifikantes Kopplungssignal
auf Chromosom 10q11-q21 identifiziert (Exponentieller Logarithmus der Quoten
[LODexp] = 3,03; p = 0,046), welches 36 proteinkodierende Gene tiberspannte.
Interessanterweise war darunter ANK3, ein bekanntes Risikogen fiir die BD (Charney et
al.,, 2017; Ferreira et al.,, 2008; Miihleisen et al., 2014; Mullins et al., 2021; Schulze et al.,
2009; Sklar et al,, 2011; Smoller et al,, 2013). Eine konditionale Kopplungsanalyse zeigte
jedoch, dass sich das Kopplungssignal nicht durch bekannte haufige Risikovarianten oder
Varianten in LD erkldren ldsst (Toma et al, 2021). Eine familienbasierte
Segregationsanalyse mit 34 seltenen Varianten in 14 Genen innerhalb des
Kopplungsintervalls wies auf einen Beitrag seltener Varianten in den im Gehirn
exprimierten Genen NRBFZ2 (p = 0,005), PCDH15 (p =0,002) und ANK3 (p = 0,014) hin
(Toma et al., 2021). Das Proteinprodukt des Gens PCDH15 spielt eine Rolle in der
neuronalen Differenzierung und Synapsenbildung (Hawi et al, 2018) und
Strukturvarianten, die PCDH15 lberspannen, wurden ebenfalls bei Patienten mit BD
berichtet (Hawi et al.,, 2018; Noor et al.,, 2014). NRBFZ2 kodiert fiir ein Protein, das an
Autophagieprozessen beteiligt ist, welche fiir das Uberleben und die Funktion von
Neuronen unerlasslich sind (Toma et al., 2021).

Eine kohortenbasierte Studie von Palmer et al. (2022) prasentiert die Ergebnisse der
Bipolar Exome (BipEx) Kollaboration, eine Untersuchung mittels WES, die 13933
Patienten mit BD und 14422 Kontrollen umfasste. Es wurden signifikante
Anreicherungen von sehr seltenen PTVs in Genen festgestellt, die unter evolutiondrem
Druck stehen (pLI = 0.9, probability of Loss-of-Function (LoF) Intolerance;
Wahrscheinlichkeit wie intolerant ein Gen gegeniiber Varianten ist, die zu einem
Funktionsverlust fithren) (p = 5,0 x 10-3). Die PTVs waren zudem in Genen angereichert,
die in einer grofden SCZ Exom Metaanalyse impliziert wurden (Singh et al., 2022).
Genbasierte Analysen, die Daten beider Studien kombinierten, konnten das Gen AKAP11
als exomweit signifikanten Risikolocus fiir beide psychiatrische Erkrankungen
identifizieren (p = 2,83 x 10-%) (D. Liu et al., 2023; Palmer et al., 2022). Das Gen AKAP11
kodiert fiir ein A-Kinase Ankerprotein 11, welches mit GSK3B interagiert und potenziell
beteiligt ist am Wirkungsmechanismus von Lithium, einem Stimmungsstabilisierer der
standardméfiig bei der Behandlung der BD eingesetzt wird. Dies und die solide
statistische Evidenz sprechen fiir AKAP11 als Risikolocus fiir das BD-SCZ-Spektrum
(Palmer et al., 2022).
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Insgesamt wird angenommen, dass sowohl haufige als auch seltene genetische Varianten
in Wechselwirkung untereinander und mit Umweltfaktoren die genetische Grundlage der
BD bilden (O’Connell & Coombes, 2021). Die hier vorgestellten Forschungsbemiihungen,
die sowohl GWAS als auch gezielte Untersuchungen seltener genetischer Variationen
umfassen, spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung eines umfassenderen
Verstandnisses der genetischen Faktoren, die dieser komplexen psychiatrischen
Erkrankung zugrunde liegen. Ziel ist es die biologischen Signalwege zu entschliisseln, die
an der Entstehung der Krankheit beteiligt sind. Weitere Studien sind notwendig, um die
Zusammenhange zwischen seltenen kodierenden Varianten und der BD sowie ihren
Subtypen zu erforschen, ebenso wie die genetische Uberschneidung mit anderen

psychiatrischen Erkrankungen wie der SCZ.
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1.2 Beitrag zu veroffentlichten Studien

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse sind Teil von Publikationen, die
in anerkannten Fachzeitschriften mit Peer-Review veroffentlicht wurden. Die Studie
,Genome-wide analysis implicates microRNAs and their target genes in the development of
bipolar disorder” wurde im Fachjournal Translational Psychiatry (Forstner et al.,, 2015)
publiziert, wahrend der Originalartikel ,,Exome sequencing in large, multiplex bipolar
disorder families from Cuba“in der frei zuganglichen Fachzeitschrift PLoS ONE (Maaser et
al,, 2018) veroffentlicht wurde. Die Beitrage der Autor*innen fiir die Studien sind in den
jeweiligen Abschnitten zu Methoden und Ergebnissen kenntlich gemacht und
beschrieben.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Verstdandnis der genetischen Grundlagen der BD, einer
der hiufigsten psychiatrischen Erkrankungen mit multifaktorieller Atiologie, zu
erweitern. In diesem Rahmen wurden zwei distinkte, aber sich erganzende Studien unter
Anwendung aktueller Methoden durchgefiihrt: die Untersuchung haufiger genetischer
Varianten in miRNA Loci und die Analyse seltener, nicht-synonymer Varianten in

mehrfach betroffenen Familien mit BD.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es den Beitrag haufiger genetischer Varianten, die in
miRNA Loci lokalisiert sind, zur Entwicklung der BD zu ergriinden. Hierfiir wurden die
Einzel-SNP-Ergebnisse der zu der Zeit grofiten BD GWAS verwendet und mithilfe eines
adaptierten, Loci-basierten Assoziationstest auf dem miRNA-Level aggregiert. Dies
erlaubte die bis dahin erste systematische und genomweite Analyse von miRNA Genen.
Zusammen mit einer Signalweg-Analyse der miRNA-Zielgene sollte die potenzielle Rolle
haufiger genetischer Varianten in bekannten und im Gehirn exprimierten miRNA

kodierenden Genen sowie deren Zielgenen bei der Entstehung der BD untersucht werden.

Das Ziel des zweiten in dieser Arbeit vorgestellten Projekts war es, parallel zu den
Erfolgen der GWAS in der Entdeckung von assoziierten hdufigen SNPs, die Rolle von
seltenen, nicht-synonymen und potenziell funktionellen Varianten in der Suszeptibilitat
fiir die BD zu beleuchten. Dazu wurden zwei grofde, mehrfach betroffene BD-Familien aus
Kuba mittels WES untersucht. Eine NGS-Methode, die erstmalig erlaubte das gesamte
Exom der ausgewdhlten Individuen der Familien zu untersuchen. Die hohe
Lebenszeitpravalenz fiir BD in diesen Familien machte sie zu interessanten Kandidaten
fir die Identifizierung hoch penetranter genetischer Varianten, die tiber mehrere
Generationen mit der Erkrankung segregieren. Zusatzlich wurden PRS erhoben, die auf
den kumulativen Informationen genomweiter SNP-Daten beruhen, um die besondere

genetische Architektur innerhalb der beiden Familien aufzuklaren.

Zusammenfassend erlauben die Ergebnisse dieser Arbeit neue wissenschaftliche
Einblicke in die komplexen krankheitsverursachenden Mechanismen der BD. Durch
Erhebung, Analyse und Interpretation vorhandener sowie neuer genetischer Daten
wurde das Verstandnis liber das Spektrum der genetischen Variation erweitert, welches

der Atiologie der BD zugrunde liegt.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Autoklav
- Systec Dx-150, Systec GmbH, Linden, Deutschland
- Varioklav® 135 S Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleiffheim, Deutschland

DNA-Isolierung
- Magnetic Separation Module I, PerkinElmer chemagen Technology GmbH, Rodgau, Deutschland

DNA-Verwaltung
- 2D-Barcoded 0,5 mL Sample Storage Tube, FluidX Ltd., Cheshire, Vereinigtes Koénigreich
- 2D CYPHER 1,2 mL Cluster Tube Racks, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland
- 2D CYPHER Tubes, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland
- Impression™ Whole Rack 2D & 1D Code Scanner, FluidX Ltd., Cheshire, Vereinigtes Konigreich
- LidLock low base rack-96, FluidX Ltd., Cheshire, Vereinigtes Kénigreich
- SmartScan Solo™ 2D Barcode Reader, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland
- SmartScan 96 2D Barcode Reader, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland
- TPE Septum Cap, FluidX Ltd., Cheshire, Vereinigtes Konigreich
- X-CAP Semi-Automatic Septum Cap Sealer for Sample Storage Tubes, FluidX Ltd., Cheshire,
Vereinigtes Konigreich
- XDC-96 Automatic Whole Rack Septum Capping & Decapping Systems, FluidX Ltd., Cheshire,
Vereinigtes Kénigreich
Eismaschine
- AF 80, Scotsman® Ice Systems, Vernon Hills, Illinois, USA

Gelelektrophorese
- GelDoc™ XR System, Bio-Rad Laboratories GmbH, Dreieich, Deutschland
- PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Bio-Rad Laboratories GmbH, Dreieich, Deutschland
Sub-Cell Model 96, Bio-Rad Laboratories GmbH, Dreieich, Deutschland
TapeStation 2200, Agilent Technologies GmbH, Santa Clara, Kalifornien, USA
- Wide Mini-Sub Cell GT Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH, Dreieich, Deutschland
Magnetracks
- 96R Ring Magnet Plate, Alpaqua Engineering, LLC, Beverly, Massachusetts, USA
- DynaMag™-2 Magnet, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Nukleinsidure-Messgerite
- NanoDrop™ ND-1000 Spektralphotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, Massachusetts,
USA
- NanoDrop™ ND-8000 8-Kanal Spektralphotometer, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA
- Qubit® 2.0 Fluorometer, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
- Tecan GENios Pro Microplate Reader, Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

Pipettierhilfen
- CellMate 11, Matrix Technologies Corp., Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland
- eLINE® Electronic Pipette, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
- Eppendorf Researche plus (variabel), Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
- Transferpette® S-8, BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

Pipettierroboter
- Biomek®NX MC, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
- Biomek®NX S8, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Reinstwasser-System
- Milli-Q A10 Synthesis, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Sequenzierplattformen

3130xl Genetic Analyzer, Life Technologies GmbH, Carlsbad, Kalifornien, USA
cBot, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

HiSeq 2500, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

MiSeq, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

Schiittel- und Heizgerite

High-Speed microplate Shaker, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

IKA™ MS 3 Digital Vortexer, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen im Breisgau, Deutschland
Magnetriihrer, VELP Scientifica™, Usmate, Italien

Mikrowelle MW 9625, Severin, Sundern, Deutschland

Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., Bohemia, New York, USA

Thermozykler

Vapo.protect Mastercycler pro, Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Ultraschallgerat

Waage

Bioruptor®, Diagenode, Liége, Belgien

TE3132-DS, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Zentrifugen

Megafuge 1.0 R, Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
Mikrozentrifuge MiniStar silverline, VWR International LLC, Radnor, Pennsylvania, USA

3.2 Plastik- und Einwegmaterial

8 Well PCR Tube Strip, 4titude® Ltd, Ockley, Vereinigtes Konigreich

Biomek AP96 P20 Pipette tips 20-100 pL, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Biomek Reservoire, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

BrandTech™ BRAND™ BIO-CERT™ Filterspitzen (10 pL, 100uL, 1000 pL), BRAND GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

DNA LoBind Tubes, 1,5 mL, PCR clean, Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

FrameStar® 96 Well skirted /non-skirted PCR plate, 4titude® Ltd, Ockley, Vereinigtes Kénigreich
FrameStar® 96 with Upstand PCR plate, 4titude® Ltd, Ockley, Vereinigtes Konigreich

Reaction Tubes (1,5 mL/2 mL), Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich
Handschuhe Peha-Soft nitrile, Hartmann, Heidenheim, Deutschland

Handschuhe MICRO-TOUCH® Nitra-Tex® EP™, Ansell, Richmond, Australien

Konische Zentrifugenréhrchen, 15 mL/50 mL, Falcon™, Corning™ Inc., Corning, New York, USA
Microplate Seal, 4titude® Ltd, Ockley, Vereinigtes Konigreich

PCR Seal, 4titude® Ltd, Ockley, Vereinigtes Konigreich

PCR Tubes (0,2 mL), 4titude® Ltd, Ockley, Vereinigtes Koénigreich

Pipettenspitzen, 200 pL, Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Einweg-Pipetten, 10/25 mL, Corning™ Inc., Corning, New York, USA

Ultra Low Retention Pipettenspitzen, 0,5-20 puL, BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Ultratip Pipettenspitzen, 100-1000uL, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

3.3 Chemikalien, Puffer, Losungen, Reagenzien und Enzyme

Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Bromphenol Blau; (C19H10Br40sS), Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, USA
Dimethylsulfoxid; DMSO (CzH6S0), Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, USA
dNTP-Mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 10 mM, Labomedic GmbH, Bonn, Deutschland
Ethanol (EtOH) absolut; (C2HsOH), Th. Geyer GmbH & Co. KG., Renningen, Deutschland
Ethidiumbromid; EtBr (C21H20N3Br) 1 %, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

EtOH 96 %, vergéllt, WALTER CMP GmbH & Co. KG, Kiel, Deutschland

Ficoll 400, GE Healthcare GmbH, Disseldorf, Deutschland
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3.4

Ladepuffer: 10 mL 10X TBE, 10 mL 0,1 % Bromphenol Blau, 40 mL 20 % Ficoll, 40 mL H20 bidest.
Natriumhypochlorit (NaOCl) (12 %), Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhypochlorit-Losung 0,4 %: 16,7 mL NaOCl (12 %), 483,3 mL H20

Taq DNA-Polymerase, VWR International LLC., Radnor, Pennsylvania, USA

TBE Puffer 10X, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Tris-BASE (NH2C(CH20H)3) (Trizma), Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, USA

Tris-Cl [10mM], pH 8,0: 0,6 g Tris-BASE, 500ml H20bidest.

Tris-EDTA (TE-4): 0,1 mM EDTA, 10mM Tris-Cl pH 8,0

Wasser; H20, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Missouri, USA

Kommerzielle Systeme (Kits)

Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Agencourt CleanSEQ, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

5X Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 3.1, Life Technologies GmbH, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Chemagic DNA Blood Kit special, PerkinElmer chemagen Technology GmbH, Rodgau, Deutschland
DNA Langenstandard 100 bp, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

DNA Langenstandard 1 kb, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

HiSeq PE Cluster Kit v4 cBot, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

HiSeq SBS Kit v4, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

Infinium PsychArray-24 BeadChip, [llumina® Inc., San Diego, Kalifornien, USA

SureSelect Human All Exon V5, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

TapeStation D1000 Reagenzien, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

TapeStation D1000 ScreenTapes, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

TapeStation High Sensitivity D1000 Reagenzien, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien,
USA

TapeStation High Sensitivity D1000 ScreenTapes, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien,
USA

Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich, Deutschland
Quant-iT™ dsDNA Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich, Deutschland

Qubit™ dsDNA BR/HS Assay Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich, Deutschland
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3.5 Patienten, Kontrollkollektive und Familien

Im Folgenden werden die Kontroll- und Patientenkollektive sowie die mehrfach
betroffenen Familien beschrieben, deren genetische Daten die Grundlage der

vorliegenden Arbeit bilden.

3.5.1 Kollektive des BD GWAS-Datensatzes

Fiir die miRNA-basierten Analysen wurden die Daten von 9747 Patienten mit BD und
14278 gesunden Kontrollen verwendet, die von Miihleisen et al. (2014) publiziert und als
Summenstatistiken bzw. Einzel-SNP-Teststatistiken zur Verfiigung standen. Diese GWAS
beruht auf den Datensatzen des Systematic Investigation of the Molecular Causes of Major
Mood Disorders and Schizophrenia (MooDS) Konsortiums und der multinationalen
Psychiatric Genomics Consortium Bipolar Disorder Working Group (PGC-BD) (Sklar et al.,
2011). Die genaue Zusammenstellung der untersuchten Patienten und Kontrollkohorten
sowie deren Diagnosen sind der folgenden Tabelle 1 zu entnehmen. Bei den MooDS-
Datensdtzen wurden nur die Kontrollen der Kohorte Deutschland III vollstéandig auf das
Vorliegen neuropsychiatrischer Erkrankungen gescreent. Ebenso wurden rund 33 % der
PGC-Kontrollen vor Einschluss in die Analyse gescreent (Tab. 1). Die Studie wurde von
den zustdndigen Ethikkommissionen genehmigt. Fiir alle untersuchten Patienten und
Kontrollen wurde vor Beginn der Studie eine schriftliche Einwilligung eingeholt
(Miihleisen et al., 2014).

Tab. 1 Phinotypische Daten der Patienten mit BD und Kontrollen nach QC

Kohorte Herkunft Pat. Kontr. BDI ~ BDIl  SAB  BD NOSDiagnose Interview

L0 J ) ) N 1) N 1) B (L)

MooDS
Australien europdisch 330 1811 254 74 1 1 DSM-1V DIGS, FIGS, SCID
Deutschland III deutsch 490 880 249 123 0 118 DSM-1V AMDP, CID-S,
SADS-L, SCID
Polen polnisch 411 689 316 95 0 0 DSM-1V SCID
Kanada europdisch 285 341 198 82 5 0 DSM-1V, SADS-L
RDC
Russland russisch 316 486 315 1 0 0 DSM-IV SCID
Deutschland I deutsch 181 527 176 5 0 0 DSM-IV AMPD
Spanien spanisch 253 294 241 12 0 0 DSM-1V SADS-L
Summe 2266 5028 1749 392 6 119 - -
PGC
Primare GWAS europdisch, US-7481 9250 6289 824 263 105 DSM-IIR, DIGS, MINI,
amerikanisch DSM-1V, SADS, SADS-L,
RDC SCAN, SCID
Gesamt - 9747 14278 8038 1216 269 224 - -
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Modifiziert nach Miihleisen et al.,, 2014. Abkiirzungen: AMDP, Association for Methodology and Documentation in
Psychiatry; BD I, bipolare Storung Typ [; BD II, bipolare Storung Typ II; BD NOS, nicht ndher bestimmte bipolare
Storung; CID-S, Composite International Diagnostic Screener; DIGS, Diagnostic Interview for Genetic Studies; DSM-
IIR/DSM-1V, Diagnostic Manual of Mental Disorders; FIGS, Family Interview for Genetic Studies; Kontr., Kontrollen; N,
Anzahl an Personen; Pat. Patienten; SAB, schizoaffektive Storung (bipolarer Typ); SADS/SADS-L, Schedule for Affective
Disorders and Schizophrenia; SCAN, Schedules for Clinical Assessment in Neuropsychiatry; SCID, Structural Clinical
Interview for DSM disorders; QC, Qualitatskontrolle.

3.5.2 Kubanische Familien

Die Analyse der kubanischen Familien wurde im Kontext eines kubanisch-danischen
Projektes zur Erforschung der BD und SCZ durchgefiihrt, und durch die Ethikkommission
des National Center of Medical Genetics in Havana (Kuba) genehmigt. Von allen
Teilnehmern wurde vor Einschluss in die Studie eine schriftliche Einwilligung eingeholt
(Maaser et al., 2018). Alle Probanden wurden im Stidosten Kubas rekrutiert, 1997 einer
ersten psychiatrischen Untersuchung und 2016 einer Folgeuntersuchung unterzogen.
Jeder Proband wurde zu Hause von einem in der Forschung taitigen Psychiater in
Zusammenarbeit mit einem in Kuba ansassigen Psychiater untersucht.

Basierend auf dem Strukturierten Klinischen Interview (SKID) fir das Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V), den Informationen von anderen
Familienmitgliedern und dem zustdndigen Psychiater wurden Diagnosen nach
bestmoglicher Einschatzung gestellt.

Die erste kubanische Familie, die im Folgenden Kuba I genannt wird, bestand aus 32
Individuen (59 % weiblich) und sechs Generationen. Von diesen erhielten 17 Personen
eine DSM-IV Diagnose fiir eine psychiatrische Erkrankung. Fiir elf dieser Individuen stand
eine  DNA-Probe zur Verfligung. Deren Gesundheitsstatus ist nachfolgend
zusammengefasst (Abb.5A):BD I (n=3),BDII (n=1),BD NOS (n= 1), Alkoholmissbrauch
(n=1) und gesund (keine aktuelle oder lebenslange psychiatrische Stérung; n=5). Vier
Individuen mit einer BD Diagnose aus zwei Generationen wurden fiir die WES ausgewahlt.
Die zweite kubanische Familie, die im Folgenden Kuba II genannt wird, bestand aus 71
Individuen (46 % weiblich) und vier Generationen. Von diesen erhielten 32 Personen eine
DSM-IV Diagnose fiir eine psychiatrische Erkrankung. Fir 20 Individuen, deren
Gesundheitsstatus nachfolgend zusammengefasst ist, stand eine DNA-Probe zur
Verfiigung (Abb.5B): BDI(n=4), BDII (n=9), MD (n =1), Alkoholmissbrauch (n = 2) und
gesund (keine aktuelle oder lebenslange psychiatrische Stérung; n=4). Fir die
nachfolgenden Analysen wurde Kuba II in die Teilfamilien 2, 3 und 4 gegliedert. Fiir die
WES wurden elf Individuen mit einer BD Diagnose aus allen Teilfamilien und zwei
Generationen ausgewahlt. Zusammen wurden demnach 15 Individuen mittels der WES

untersucht.
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Abb. 5 Stammbéaume der beiden untersuchten kubanischen Familien.

DNA war fir alle nummerierten Individuen markiert mit einem zentralen Punkt vorhanden. Individuen, fiir die WES-
Daten erhoben wurden, sind mit einem roten Kreis gekennzeichnet. Patienten mit der Diagnose BD I, BD II oder BD
NOS sind orange und Patienten mit einer anderen psychiatrischen Diagnose, wie rezidivierende MD, einmalige MD
oder Alkoholabusus, sind blau unterlegt. Nichtbetroffene Familienmitglieder sind farblich nicht gekennzeichnet und
Personen, die nicht befragt wurden, sind grau schattiert. Um die Anonymitit der Familien zu wahren, wurden keine
Informationen zu den Geschlechtern dargestellt. A) Stammbaum von Kuba [ und vier ausgewahlten Individuen fiir die
Exomsequenzierung. B) Stammbaum von Kuba II, der in die Teilfamilien 2, 3 und 4 aufgespalten wurde. Elf Individuen
wurden fiir die WES ausgewahlt. Die Abbildung wurde adaptiert aus Maaser et al. (2018). Abkiirzungen: BD, bipolare
Storung; WES, Exomsequenzierung; NOS, nicht ndher bezeichnet.
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3.6 Methoden

3.6.1 Ubersicht der Studien

Eine Illustration zur Veranschaulichung des Studiendesigns und des Prozessablaufs ist in

Abb. 6 zu finden.
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Abb. 6 Ubersicht der beiden Studien und der entsprechenden Arbeitsabliufe.

Die methodische Ubersicht der beiden hier vorgestellten Studien von Forstner et al. (2015) und Maaser et al. (2018).
Abkiirzungen: BD GWAS, Genomweite Assoziationsstudie fiir die bipolare Stérung; DNA, Desoxyribonukleinsaure;
MAF, minore Allelfrequenz; miRNAs, miRs, microRNA; SNV, Einzelnukleotidvariante; WES, Exomsequenzierung.

Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt und enthédlt modifizierte Darstellungen aus Forstner et al.

(2015) und Maaser et al. (2018).
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3.6.2 Genomweite Assoziationsanalyse von microRNAs
Die Summenstatistiken der BD GWAS von Miihleisen et al. (2014) bildeten die Basis fiir

die nachfolgend beschriebenen Analysen zur genomweiten Untersuchung von miRNAs
auf Assoziation mit BD, die in der Fachzeitschrift Translational Psychiatry mit Peer-Review
im Jahr 2015 publiziert wurde (Forstner et al., 2015). Die genauen Methoden, die fiir die
Erstellung der zugrundliegenden Summenstatistiken verwendet wurden, sind in der

entsprechenden Veroffentlichung nachzulesen (Miihleisen et al., 2014).

In einem Quantil-Quantil-Diagramm wurde die Quantil-Verteilung der beobachteten p-
Werte der GWAS mit der korrespondierenden unter der Nullhypothese (Ho, keine
Assoziation) erwarteten Verteilung der p-Werte auf einer logarithmisch transformierten
Skala verglichen. Zudem wurden die p-Werte fiir drei verschiedene SNP-Kategorien
betrachtet, um das entsprechende statistische Signal jenen definierten Einheiten,
basierend auf dem humanen Referenzgenom hgl9 (GRCh37, Genome Reference
Consortium Human Build 37), zuzuordnen: (i) SNPs lokalisiert in miRNA kodierenden
Genen (ii) SNPs in proteinkodierenden Genen und (iii) SNPs in intergenischen Bereichen.
Mit einem einseitigen Fisher’s exact Test wurde die Signifikanz der Anreicherung von
Assoziationssignalen fiir verschiedene p-Wert Schwellen von Dr. Andrea Hofmann
berechnet. In diese Analyse wurden nur SNPs mit einem LD r2< 0,8 eingeschlossen.

Fir die genomweite Assoziationsanalyse von miRNAs wurde der Locus-basierte Ansatz
des versatile gene-based test (VEGAS, versatile gene-based association study) fiir GWAS von
Dr. Andrea Hofmann adaptiert (J. Z. Liu et al., 2010). Dieser Test kombiniert die Einzel-
SNP-Teststatistiken innerhalb des Locus in einer geeigneten zusammenfassenden
Teststatistik und berechnet die zugehorige Signifikanz auf Basis von Simulationen. Fiir
die vorliegende Arbeit wurden die Top-10% assoziierten Einzel-SNP-Teststatistiken
innerhalb der miRNAs und der *20kb flankierenden Regionen summiert. Die
chromosomalen Positionen aller miRNAs wurden von miRBase release 13.0 (n=718)
bezogen (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011, 2014). Diese Datenbank umfasst eine
Sammlung von miRNAs und bietet Informationen tber deren Funktion und ihre
potenziellen Zielgene. Die Einzel-SNP-Teststatistiken der BD GWAS konnten so fiir
n =609 autosomale miRNAs und deren flankierenden Sequenz zugeordnet und
ausgewertet werden.

Die berechneten Locus-basierten p-Werte wurden fiir multiples Testen, entsprechend der

Anzahl der durchgefiihrten Tests, mit der Bonferroni-Methode korrigiert.

3.6.3 Regionale Assoziationsplots

Zudem wurden unter Verwendung der Summenstatistiken der BD GWAS die regionalen

Assoziationsergebnisse der BD GWAS in Zusammenarbeit mit Dr. Andrea Hofmann und

Prof. Andreas Forstner fiir alle assoziierten miRNAs und ihre +500 kb flankierenden
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Regionen mit dem webbasierten Tool LocusZoom geplottet (Miihleisen et al., 2014; Pruim
et al., 2011). Hierbei wird der negative dekadische Logarithmus der p-Werte gegen die
chromosomale Position aufgetragen. Der Korrelationskoeffizient r2 als Maf? fiir das lokale
Kopplungsungleichgewicht zum Index SNP (der SNP mit dem niedrigsten p-Wert
innerhalb einer Region) wurde farblich kodiert und Rekombinationshotspots sowie
Genloci annotiert. Eine visuelle Inspektion der regionalen Assoziationsergebnisse wurde
durchgefiihrt, um zu bestimmen, ob das statistische Signal spezifisch fiir die jeweilige
miRNA war. Das Assoziationssignal wurde als miRNA-assoziiert definiert, wenn der Index
SNP der Region innerhalb des miRNA-Locus lag oder in moderatem bis hohem LD
(r2=0,6) mit dem miRNA-Locus stand.

3.6.4 Follow-up Analyse der assoziierten miRNAs - Expression im Gehirn

Daten einer zuvor veroffentlichten Studie, die Expressionsprofile von miRNAs im sich
entwickelnden menschlichen Gehirn untersuchte, wurde von Dr. Andrea Hofmann
herangezogen, um die Expression der assoziierten miRNAs im humanen Gehirn zu
ermitteln (Ziats & Rennert, 2013). Als im humanen Gehirn exprimiert galt eine miRNA,
wenn die Gesamtanzahl der Reads liber alle untersuchten Proben hinweg > 120 war.
Durch eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Professor Gerhard Schratt wurde
zusatzlich die Expression der assoziierten miRNAs in kortikalen Neuronen und dem
Vorderhirn der Ratte untersucht. Hierfiir wurde mit dem peqGOLD TriFast Reagenz
Gesamt-RNA aus 15 Tage alten Vorderhirnen oder Synaptosomen der Ratte, wie
beschrieben in Siegel et al. (2009) isoliert. Die Sequenzierung der RNA-Fragmente, der
RNA library, wurde an der Genomics Core Facility des EMBL (The European Molecular
Biology Laboratory) in Heidelberg auf einer Illumina HiSeq Plattform (Illumina, San Diego,
USA) durchgefithrt. Die Auswertung der Expressionsdaten wurde von den
Kooperationspartnern mittels der webbasierten Software MiRanalyzer
(bioinfo2.ugr.es/miRanalyzer/standalone.html) durchgefiihrt (Hackenberg et al.,, 2011)
und die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Andrea Hofmann und Prof. Andreas

Forstner anschlief3end interpretiert.

Funktionelle Analyse der miR-499 und miR-708 in Rattenneuronen

Um Einblicke in die Rolle der miR-499 und miR-708 bei der Regulierung synaptischer
Funktion zu erhalten, untersuchte die Arbeitsgruppe von Professor Schratt die
Morphogenese dendritischer Dornfortsitze in primaren Ratten Hippocampus-Neuronen
unter Einfluss einer Uberexpression der jeweiligen miRNA.

Mittels Dual-Luciferase-Reportergen-Assay wurde die Effizienz der pri-miR
Prozessierung in den Rattenneuronen untersucht, welche mit einer reduzierten
Luciferase-Fluoreszenz korreliert. Nach Etablierung des miR-Uberexpressionsvektors

wurden hippocampale Neurone von Tag-18 Rattenembryonen (Sprague-Dawley Ratten,
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Charles River Laboratories) transfiziert und nach sechs Tagen fixiert und mittels
Konfokalmikroskopie in Hinblick auf die Morphogenese der dendritischen Dornfortsatze
untersucht. Die angewendeten Methoden sind im verdéffentlichten Artikel ausfiihrlicher
beschrieben (Forstner et al, 2015). Die Experimente wurden von den
Kooperationspartnern vorgenommen und ausgewertet, und die Ergebnisse wurden in

Zusammenarbeit mit Dr. Andrea Hofmann und Prof. Andreas Forstner interpretiert.

3.6.5 Untersuchung der miRNA Zielgene

Die Zielgene der assoziierten miR-499, miR-708 und miR-1908 wurden uber die
Datenbank TargetScan (release 6.2) bezogen. Deren Expression im humanen Gehirn
wurde Uber einen Abgleich mit den Daten des Allen human brain atlas
(https://www.brain-map.org/) ermittelt. Ein Zielgen wurde als im humanen Gehirn
exprimiert definiert, wenn ein Expressionssignal in der Hippocampusformation in
mindestens vier der sechs untersuchten Spendergehirne detektiert wurde. Fiir jedes der
Zielgene wurde ein Locus-basierter p-Wert mit VEGAS (J. Z. Liu et al, 2010) unter
Verwendung der Standardeinstellungen und des BD GWAS-Datensatzes von Miihleisen et
al. (2014) von Dr. Andrea Hofmann berechnet.

Zur Berechnung einer potenziellen Anreicherung von BD-assoziierten Zielgenen wurden
diese mit 100000 zufallig generierten Sets von im humanen Gehirn exprimierten Genen
verglichen. Jedes dieser Sets beinhaltete dieselbe Anzahl Gene wie Zielgene der jeweiligen
miRNA.

3.6.6 Signalweg-Analyse der miRNA-Zielgene

Die folgende Analyse konzentrierte sich auf die im humanen Gehirn exprimierten Zielgene
der miR-499, miR-708 und miR-1908, die einen genbasierten p-Wert von < 0,05 fiir
Assoziation mit BD aufwiesen. Lagen Zielgene in weniger als 100 kb Abstand zueinander
oder Top-SNPs zweier Zielgene in moderatem bis starkem LD (D‘ = 0,4) vor, wurde das
Gen mit dem niedrigeren genbasierten p-Wert in die Analyse eingeschlossen, um eine
Unabhangigkeit der Signale zu gewahrleisten.

Die in Tab. 16 aufgelisteten 107 Zielgene waren in der Signalweg-Analyse inbegriffen. Zur
Testung auf Anreicherung der priorisierten Zielgene in bestimmten Gen-Sets, wurden die
Gene ontology (GO) und Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes (KEGG) Datenbanken
mit der webbasierten Software WebGestalt (Web-based Gene Set Analysis Toolkit)
untersucht. Mit der Bonferroni Methode wurde eine Korrektur fiir multiples Testen
vorgenommen. Die signifikanten biologischen Signalwege wurden zudem gefiltert und

enthielten dann mindestens drei Gene pro Gen-Set bzw. Kategorie.
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3.6.7 Allgemeine molekularbiologische Methoden

DNA-Isolation

Die molekulargenetischen Untersuchungen der kubanischen Probanden wurden mit
bereits isolierter DNA durchgefiihrt. Das Ausgangsmaterial fiir die Isolation der DNA
waren kernhaltige Leukozyten aus Vollblut der Probanden. Der Isolierungsvorgang der
DNA erfolgte unter anderem automatisiert mit Hilfe des Chemagen Magnetic Separation
Moduls 1 (PerkinElmer Chemagen Technologie GmbH, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll oder durch Aussalzen in gesattigter Natriumchloridlosung (Miller et
al., 1988). Anschliefend wurde die DNA in TE-* Puffer eluiert und dauerhaft bei -80 °C
gelagert.

DNA-Verwaltung

Aus den DNA-Stocklosungen aller untersuchten kubanischen Individuen wurden zwei
Arbeitslosungen hergestellt. Durch Zugabe von TE-# wurde zunachst eine 100 ng/pL
Verdiinnung hergestellt. Anschliefend wurde aus dieser eine zweite Verdiinnung in H20
bidest. mit einer Konzentration von 20 ng/uL hergestellt. Das 100 ng/uL Aliquot wurde
bei -20 °C gelagert. Die 20 ng/uL Verdiinnungen lagerten bei 4 °C. Diese Verdiinnungen
dienten als Ausgangmaterial fiir die molekulargenetischen Analysen, inklusive der
Genotypisierung der kubanischen Individuen und der Sequenzierungen mittels Sanger
und NGS, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden. Alle Verdiinnungen wurden mit dem

2D-Barcode-System FluidX oder dem ABgene-System verwaltet.

Konzentrations- und Qualitdtsbestimmung von DNA

Das NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer bzw. NanoDrop ND-8000 8-Kanal
Spektralphotometer wurde zur Ermittlung der DNA-Konzentration im Rahmen der
Erstellung einer Arbeitslosung, der Sequenzierung nach Sanger oder der Genotypisierung
verwendet. Die Messung wurde unter Einsatz von ~1,5 uL. DNA-Losung durchgefiihrt. Die
Konzentrationsbestimmung beruht auf den spezifischen Absorptionseigenschaften der
Basen der DNA, deren Absorptionsmaximum bei 260 nm liegt. Mit der gemessenen
optischen Dichte (OD) bei 260nm und dem spezifischen Extinktionskoeffizienten
(50 pyg/mL) wird tliber Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes die DNA-
Konzentration bestimmt. Durch eine entsprechende Software wurden die Berechnungen
automatisch durchgefiihrt. Zusatzlich wurden Messungen bei 280 nm und 230 nm
durchgefiihrt, deren Ergebnisse Hinweise auf potenzielle Kontamination mit Proteinen
bzw. Verunreinigungen durch Salze und organische Verbindungen geben kénnen.

Zur genaueren Konzentrationsbestimmung von doppelstrangiger DNA (dsDNA) wurde

ein sensitiveres Messverfahren verwendet. Es beruht auf einem Fluoreszenzfarbstoff, der
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spezifisch an dsDNA bindet. Fiir die Messung wurden 1 oder 2 uL. DNA-Probe verwendet
und mit einer 1:200 verdiinnten Reagenzlosung nach Herstellerangaben versetzt. Nach
einer Inkubationszeit von 2-10 min wurde die Messung durchgefiihrt. Dabei wurde
entweder das Qubit® 2.0 Fluorometer fiir die Messung einzelner Proben mit dem Qubit™
Kit verwendet oder der Tecan GENios Pro Microplate Reader fiir Messungen im
Hochdurchsatzverfahren im 96-well Plattenformat mit dem Quant-iT™ dsDNA Assay Kit
oder Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Diese
Methode erlaubt es sowohl die Konzentration der Ausganglosung prazise zu bestimmen
als auch die Qualitat der entsprechenden Probenverdiinnung abzuschétzen. Zum Einsatz
kam ein Filtersatz flir eine Anregung bei 485 nm und Detektion der Emission bei 535 nm.
Mit Emissionswerten definierter DNA-Standardlésungen wurde durch Zuhilfenahme der
Geradengleichung die jeweilige Konzentration von dsDNA in der Probe relativ zu den
Standardlosungen bekannter Konzentration ermittelt. Das Qubit® Fluorometer fiihrte
diese Berechnung automatisiert durch. Die Konzentrationen aller DNA-Proben fiir die

nachfolgende WES wurden auf diese Weise in Doppelbestimmung ermittelt.

Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist eine
Standardmethode zur exponentiellen in vitro Vervielfaltigung spezifischer genomischer
Regionen (Mullis und Faloona 1987). Die PCR basiert auf den folgenden sich

wiederholenden Zyklen:

— Denaturierung der dsDNA,

— Hybridisierung sequenzspezifischer Primer (For, forward und Rev, reverse) an die
DNA-Einzelstrange (Annealing),

— Verlangerung der Primer mit Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTPs) durch eine

thermostabile DNA-Polymerase (Elongation).

Notwendig fiir die spezifische Amplifikation ist, dass die Basensequenz der flankierenden
DNA-Abschnitte um die Zielsequenz bekannt ist. Das Design der sequenzspezifischen
Primer (18-25nt) wurde mit Hilfe von in silico Tools, wie dem OligoEvaluator™
(http://www.oligoevaluator.com/OligoEvaluator) oder dem OligoAnalyzer 3.1
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) durchgefiihrt. Eine Auflistung der in dieser Arbeit
verwendeten Primersequenzen befindet sich in Tab. 18 im Appendix.

Als Ausgangsmaterial fiir die PCR, auch Template genannt, diente in der Regel genomische
DNA (gDNA). Ein Standardreaktionsansatz fiir die PCR ist in (Tab. 2) dargestellt, welche
nach dem in Tab. 3 vermerkten Temperaturprotokoll in einem Thermozykler
durchgefiihrt wurde. In Abhidngigkeit von der Sequenz der Primer, der Lidnge der
Zielsequenz und dem experimentellen Ziel wurden das Temperaturprofil und die Anzahl

der Zyklen angepasst. Verwendet wurde standardméfig die VWR® Taq DNA-Polymerase
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(VWR, Darmstadt) eine thermostabile Polymerase isoliert aus dem Organismus Thermus

aquaticus.

Tab. 2 Reaktionsansatz fiir die Standard-PCR

Volumen pro Reaktion [uL]
H20 bidest. 18,8
Puffer 10X (mit 15 mM MgCl,) 2,5
For Primer (10 pM) 1,0
Rev Primer (10 uM) 1,0
dNTPs (10 mM pro dNTP) 0,5
Template DNA (20 ng/uL) 1,0
Taq DNA-Polymerase (5U/uL) 0,2
Gesamtvolumen 25

Abkiirzungen:  H20  bidest, bidestilliertes Wasser; For, forward; Rev, reverse; dNTP,
Desoxynukleosidtriphosphat; Taq, Thermus aquaticus; U, unit.

Tab. 3 Standard-PCR Programm

Reaktionsphase Zeit Temperatur ZyKklen
Initiale Denaturierung 5 min 95°C
Denaturierung 1 min 95°C
Annealing 30s 58°C-63°C 25-30X
Elongation 1 min/kb 72°C
Finale Elongation 5 min 72°C

Abkiirzung: kb, Kilobasenpaar.

Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, die es ermdoglicht DNA-
Fragmente ihrer Grofde entsprechend aufzutrennen. Die DNA besitzt aufgrund ihrer
Phosphatgruppen bei neutralem pH-Wert insgesamt eine negative Ladung (Watson &
Crick, 2016). Bei Anlegen einer Spannung an die Matrix, bestehend aus Polysaccharid
Agarose, wandern die DNA-Molekiile dank dieser physikalischen Eigenschaft zur Anode.
Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit abhdngig von der angelegten Spannung sowie
der Konzentration der Agarose und verhalt sich antiproportional zu der Gréf3e der DNA-
Fragmente. Durch Zugabe des in die DNA interkalierenden Ethidiumbromid (EtBr) ist es
moglich liber Belichtung mit UV-Strahlung eine detektierbare Lichtemission zu erzeugen
(Le Pecq & Paoletti, 1966). Die Grofde der Fragmente kann tiber einen Vergleich mit einem
geeigneten Langenstandard geschatzt werden (1kb oder 100 bp DNA-Leiter). Fiir ein
0,8-2 % (m/V) Agarosegel wurden entsprechende Mengen Agarose in 80 mL TBE-Puffer
(1X) bis zur vollstandigen Losung aufgekocht. Anschlief;end wurde die Losung unter
standigem Riihren bis auf 50 °C abgekiihlt und 6 pL 1 %-ige EtBr-Losung zugesetzt. Die
Losung wurde in einen Geltrager lberfiihrt, in den zuvor geeignete Kdimme eingesetzt
wurden. Nach vollstidndigem Erharten wurden die Kimme entfernt und das Gel in eine
Gelelektrophoresekammer (Bio-Rad, Hercules, USA) mit 1X TBE {berfiihrt. Die
aufzutrennende DNA-Probe wurde im Verhaltnis 1:1 mit 2X Laufpuffer versetzt und in die

Geltasche transferiert. Die Elektrophorese wurde durch Anlegen einer Spannung von
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80-120V fiir 30-45 min durchgefiihrt. Die Belichtung erfolgte im Anschluss mittels eines
UV-Dokumentationsgerates, dem Gel Doc XR-Systems (Bio-Rad, Hercules, USA).

Diese Methode ermdglicht es die Effizienz einer PCR und die Qualitit von gDNA
abzuschatzen. Letzteres war Bestandteil der Qualitatskontrolle (QC) von DNA-Proben,

welche mittels WES untersucht wurden.

Sequenzierung von DNA-Fragmenten mit der Methode nach Sanger

Eine Sequenzierung dient der Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Molekiils. Die
PCR-basierte Sequenzierreaktion beruht auf dem Kettenabbruchverfahren von Sanger
(Sanger et al., 1977) und gilt heute noch als relevante Methode, insbesondere fiir die
Validierung genetischer Varianten.

Das PCR-Produkt diente als Template und wurde zunachst mit dem Agencourt®
AMPure® XP-Kit (Beckman Coulter, CA, USA), basierend auf der Solid Phase Reversible
Immobilization SPRI® Technologie, mit magnetischen beads aufgereinigt (Deangelis et al.,
1995) um hochreine DNA, ohne Salze oder andere unerwiinschte Produkte, zu erhalten.
Im Reaktionsmix der Sequenzier-PCR (Tab. 4) sind neben dNTPs auch ddNTPs
(Didesoxynukleosidtriphosphate) enthalten, denen die 3‘-Hydroxylgruppe fehlt, was die
Verkniipfung an die Phosphatgruppe eines Folgenukleotids verhindert. Die vier ddNTPs
enthalten  unterschiedliche Fluoreszenzmarkierungen, was eine eindeutige
Identifizierung der zuletzt eingebauten Base ermdglicht. Die Sequenzier-PCR wurde mit
der unten beschriebenen Programmierung des Thermozyklers durchgefiihrt (Tab. 5). Das
Produkt der Sequenzier-PCR wurde mittels dem Agencourt® CleanSEQ®-Kit nach den
Empfehlungen des Herstellers aufgereinigt und anschlieffend mit dem Kapillar-
Sequenziergerat 3130xI Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientificc MA, USA)
sequenziert. Die resultierenden Elektropherogramme im *.ab1 Format wurden mit Hilfe

der SeqMan II Software ausgewertet.

Tab. 4 Reaktionsansatz fiir die Sequenzier-PCR

Volumen pro Reaktion [pL]
H20 bidest. 13,75
5X Sequencing Buffer 3,75
BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 0,5
For oder Rev Primer (3,2 uM) 1,0
Template 1,0
Gesamtvolumen 20,0

Abkiirzungen: H20 bidest., bidestilliertes Wasser; For, forward; Rev, reverse.

Tab. 5 Temperaturprogramm fiir die Sequenzier-PCR

Reaktionsphase Zeit Temperatur Zyklen
Initiale Denaturierung 1 min 96 °C

Denaturierung 10s 96°C

Annealing 5s 50°C 24X
Elongation 2 min 60°C

39



Material und Methoden

3.6.8 Genotypisierung mittels DNA-Mikroarray

Die Genotypisierung mittels DNA-Mikroarray ist eine hochdurchsatzbasierte Methode zur
Analyse genetischer Varianten im gesamten Genom (Verlouw et al., 2021). Der Infinium
PsychArray BeadChip (PsychChip, Illumina, San Diego, USA) ist speziell fir die
Untersuchung genetischer Varianten entwickelt worden, die mit psychiatrischen
Erkrankungen assoziiert sind. Neben 271000 tag-SNPs, sowie 277000 Markern des
Infintum Exome-24 BeadChip, beinhaltet er =zusatzlich rund 50000 Marker in
ausgewahlten Regionen des Genoms, die eine Assoziation mit psychiatrischen
Erkrankungen aufweisen (abgerufen am 2. Februar 2025, von https://emea.illumina.co
m/library-prep-array-kit-selector/kits-and-arrays/psycharray_24-sample.html).

Die genomweiten DNA-Mikroarray Daten wurden unter Verwendung der
entsprechenden Herstellerangaben von der Life & Brain GmbH generiert.

Hierfir wurde mit H20 bidest. eine 50 ng/pL Verdiinnung der DNA-Proben fir die
kubanischen Individuen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, hergestellt. Die DNA
wurde enzymatisch fragmentiert und anschlieféend auf dem BeadChip hybridisiert. Dieser
enthdlt Oligonukleotid-Sonden, die spezifisch fiir Zielsequenzen im Genom sind. Jede
Sonde ist auf einem 3 pm grofden Kiigelchen (Bead) verankert, die auf dem BeadChip in
definierten Positionen immobilisiert sind. Nach der Hybridisierung wird die an die
Sonden gebundene DNA verlangert, indem eine Base hinzugefiligt wird, die komplementar
zur Ziel-DNA ist und einen fluoreszierenden Farbstoff tragt. Der BeadChip wird in einen
Hochdurchsatz-Scanner ausgelesen, der die Fluoreszenz Signale der markierten Basen
detektiert (abgerufen am 2. Februar 2025, von https://www.illumina.com/science/tech
nology/microarray.html). Die Analyse der Genotypdaten wurde mit der I[llumina
Software GenomeStudiov2011.1 durchgefiihrt. Die Qualitatskontrolle, durchgefiihrt von
Dr. Julian Hecker erfolgte mittels PLINK (http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/download.s
html) (Purcell et al., 2007) zusammen mit tiber 13000 weiteren Proben anderer Projekte
gemafd der Standardprotokolle des PGC: SNP Genotypisierungsrate >95 %,
Genotypisierungsrate pro Individuum =98 %, Homozygositatsrate < 0,2, Entfernen aller
invarianten sowie monomorphen SNPs und Ausschluss aller SNPs bei Abweichung vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit p-Wert <10-10, Die Imputation wurde mit IMPUTE2
(Howie et al., 2011; Howie et al.,, 2009) auf Basis der 1.000 Genomes Project phase 3
Referenz (Auton et al, 2015; Sudmant et al, 2015) und den Standardeinstellungen
berechnet. Fiir die folgenden Analysen wurde die Wahrscheinlichkeitsverteilung tiber die
drei moglichen Genotypen pro Individuum und Variante durch den wahrscheinlichsten
Genotyp ersetzt (best-guess Genotyp). Bei einer Wahrscheinlichkeit <90 % wurde der
Genotyp an dieser Stelle als fehlend deklariert.
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3.6.9 Schitzung der Verwandtschaftsstruktur in den kubanischen Familien

Basierend auf den genomweiten DNA-Mikroarray Daten der beiden kubanischen Familien
wurden mithilfe von PLINK 1.9 (https://www.cog-genomics.org/plink2) die
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen allen Paaren von Individuen geschatzt (Chang et
al,, 2015).

Dafiir wurde zunachst eine QC der DNA-Mikroarray Daten unter Verwendung von PLINK
1.9 durchgefiihrt. Die Filterkriterien erforderten eine Genotypisierungsrate pro SNP von
295 % und eine MAF 25 %. Nach zusatzlicher Filterung fiir Kopplungsungleichgewicht
(LD, linkage disequilibrium) mit einer Fenstergrofie von 500 kb und einer r2 Schwelle von
0,01, ergab sich eine resultierende Teilmenge auf 9690 SNPs. Auf Basis dieser SNPs
wurden die IBD-Proportionen 7 =p (k=2)+0.5Xp (k=1) zwischen allen Individuen
geschatzt und zur Uberpriifung der Verwandtschaftsverhiltnisse und zum Ausschluss

moglicher Probenvertauschung herangezogen.

3.6.10 Polygener Risikoscore in den kubanischen Familien

Anhand des genetischen Risikoprofils ist es moglich eine Stratifikation von Patienten und
Kontrollen zu erzielen. Unter Verwendung des sogenannten polygenen Risikoscores (PRS,
polygenic risk score) lasst sich die polygene Architektur der BD als einzelne Variable
erfassen. Die PRS wurden von Dr. Till F. M. Andlauer basierend auf den DNA-Mikroarray
Daten fiir alle direkten Familienmitglieder der kubanischen Familien generiert.
Zunachst wurden in einer unabhdngigen GWAS assoziierte Varianten sowie deren
Risikoallele und Effektstarken ermittelt. Hierfiir wurde die zu der Zeit grofdte GWAS fiir
BD verwendet, welche 20352 Patienten und 31358 Kontrollen umfasst (Stahl et al., 2018,
2019). Der PRS berechnet sich dann als die mit den Effektstarken gewichtete Anzahl der
Risikoallele eines Individuums und erfasst auf diese Weise den Effekt genomweiter
Risikovarianten kumulativ.

Basierend auf den best-guess Genotypdaten wurde ein Set mit nur einem reprasentativen
SNP pro LD-Region mittels PLINK generiert. Die PRS und Inferenz wurden im Anschluss
mit R v3.3, basierend auf dem jeweiligen Allel mit positiver Effektrichtung und unter
Beriicksichtigung der Familienstruktur, berechnet. Die kumulative Risikolast wurde fiir
zehn verschiedene p-Wert Schwellen ermittelt: <5x10-8, <1x107, <1x106, <1x10-,
<1x104 <0,001, <0,01, <0,05, <0,1, und <0,2. Die PRS wurden so skaliert, dass die
kleinstmogliche Risikolast =0 und die grofdtmogliche Risikolast =1 entspricht. Die
Berechnung der PRS und der Inferenz wurden unter Beriicksichtigung der
Familienstruktur mit R v3.3 durchgefiihrt (R Development Core Team. R: A Language and
Environment for Statistical Computing. 2017).
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3.6.11 Exomsequenzierung der kubanischen Familien

Zur Identifizierung seltener genetischer Varianten in zwei mehrfach betroffenen
kubanischen Familien wurde das Exom ausgewdhlter betroffener Individuen sequenziert,
um alle Varianten im kodierenden Bereich des Genoms zu erfassen

Vor allem bei monogenetischen Erkrankungen findet die WES Anwendung und
ermoglicht driber hinaus die Identifizierung von potenziellen genetischen
Risikovarianten fiir komplexe Erkrankungen (Rabbani et al, 2014). Zudem ist die
Interpretation von genetischen Varianten, die die Aminosdureabfolge von Proteinen
verandern, im Allgemeinen einfacher durch funktionelle Analysen zu untersuchen. Aus
diesem Grund fokussiert sich die vorliegende Arbeit auf nicht-synonyme genetische
Varianten, die die Funktion der implizierten Gene potenziell modulieren bzw.
beeintrachtigen. Fiir die WES wurden insgesamt 15 Individuen von zwei mehrfach

betroffenen kubanischen Familien untersucht (Abb. 5).

Bestimmung des Degradationszustandes hochmolekularer genomischer DNA

Die Qualitdt und der Degradationszustand der gDNA wurde auf einem 0,8 % Agarosegel
(Kapitel 3.6.7) uberpriift. Hierfiir wurden je 100ng gDNA bei 80V fiir 45min
gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlief3end mittels UV-Dokumentationsgerates
detektiert.

Fragmentierung genomischer DNA

In 0,5 mL Bioruptor® Microtubes wurden mindestens 3,5 ug gDNA mit EB Puffer auf
30 ng/uL verdiinnt. Mit dem Bioruptor®, wurde mittels Ultraschalltechnologie gDNA in
zufallige Fragmente mit einer mittleren Groéfde von 150-200 bp geschert. Bis zum Start des
ersten Ultraschallzyklus wurden die Proben auf Eis gekiihlt und dann in der
Rotorhalterung in das 4 °C kalte Ultraschallbad gegeben. Eingestellt wurden 2 x 16 Zyklen
mit je 30 s Ultraschall und 30s Pause. Nach Beendigung des ersten Zyklus wurden die
Proben mit einer Mikrospin-Zentrifuge zentrifugiert und bis zum zweiten Zyklus auf Eis
gelagert. Die resultierende Fragmentgrofie wurde mit dem automatisierten

Elektrophorese 2200 TapeStation System iiberpriift.

Automatisierte Gelelektrophorese

Das 2200 TapeStation System von Agilent ermdglicht eine schnelle und automatisierte
Gelelektrophorese. Durch Verwendung des D1000 ScreenTape Assay oder des High
Sensitivity D1000 ScreenTape Assay (Sensitivitit 0,1ng/puL bzw. 5pg/ulL) nach
Herstellerangaben wurden die Fragmentgrofde und die Konzentration der untersuchten
Probe bestimmt. Die Auswertung erfolgte mittels 2200 TapeStation Controller Software

und Agilent TapeStation Analysis Software.
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Herstellung der DNA-Bibliothek fiir die WES

Die SureSelectXT Human All Exon V5 Zielbibliothek von Agilent Technologies wurde zur
Generierung der DNA-Bibliothek eingesetzt und nach Herstellerangaben verwendet. In
diesem Schritt werden die Zielregionen angereichert, die aufierdem spezifische
Adaptersequenzen erhalten um sie tuber Hybridisierung an kovalent gebundene

komplementére Oligos an einer Flief3zelle (Flowcell) zu binden.

Bridge-amplification auf dem cBot

Ausgehend von den lber Adapter gebundenen Startmolekiilen werden durch eine
Festphasen-PCR innerhalb der Flowcell sogenannte Cluster aus identischen Molekiilen
generiert (Bridge-amplification). Durch diese Clustervermehrung wird eine
Signalverstarkung durch Vergrofderung der Flache erzielt. Eine maximale Datenausbeute
wird durch eine optimale Clusterdichte erreicht, welche tiber die Auflosungsgrenze der
Detektoren limitiert ist. Die Clustervermehrung der DNA-Bibliothek bei der WES wurde
im Standardverfahren und nach Herstellerangaben auf dem cBot durchgefiihrt
(PE_HiSeq_Cluster_Kit_v4_cBot_recipe_v9.0).

Sequenzierung auf dem HiSeq2500

Die WES wurde auf dem I[llumina HiSeq2500 v4-System (San Diego, USA) mit 2x 125 bp
Leseldnge im sequencing by synthesis (SBS) und paired-end Verfahren durchgefiihrt. Die
SBS-Technologie beruht auf einem zyklischen Prozess der reversible Terminatorchemie
und fluoreszenzmarkierte Nukleotide verwendet. In jedem Sequenzierzyklus wird ein
Nukleotid komplementar zu der Template DNA eingebaut. Folgend wird nach Anregung
mit Licht das Nukleotid-spezifische emittierte Fluoreszenzsignal detektiert. Durch das
Entfernen der Terminatorgruppe kann im nachsten Zyklus ein weiteres Nukleotid
eingebaut werden (fiir eine Ubersicht siehe Metzker (2010)).

Die Sequenzdaten wurden im Anschluss an das Cologne Center for Genomics (CCG)
transferiert, wo diese mit der Varbank-Pipeline prozessiert wurden und iiber einen

gesicherten Zugang fiir die weitere Auswertung zur Verfiigung standen.

3.6.12 Analyse der WES-Daten mit der Varbank

Fir die Analyse der Sequenzdaten wurde die Varbank-Software des CCG verwendet
(https://varbank.ccg.uni-koeln.de). = Diese  Prozessierungs-Pipeline  bietet eine
benutzerfreundliche Oberfliche und enthilt eine Reihe von Standardfiltern, zudem
ermoglicht sie eine basale Annotation. Das Genome Analysis Toolkit (GATK), und das
empfohlene GATK-Standardverfahren wurden angewendet. Das Studiendesign ist auf die
Identifizierung seltener und potenziell hochpenetranter genetischer Varianten ausgelegt

und daher wurde fiir heterozygote Varianten mit einer Allelfrequenz von 25-75 %,
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bezogen auf das Referenzallel, gefiltert. Die Mindestabdeckung betrug 10X und die
Mindestqualitdt der Variante war > 10. Um bekannte und Pipeline-spezifische Artefakte
auszuschlieflen, wurden die Standardeinstellungen des  Varbank-eigenen
Datenbankfilters (basierend auf Daten von Epilepsiepatienten, n=511; und gemischten
Patienten- und Kontrollkohorten, n=611) angewendet. Fokus dieser Analyse waren
diejenigen genetischen Varianten, die von allen untersuchten Patienten innerhalb einer

Familie geteilt wurden.

3.6.13 Annotation genetische Varianten

Die genetischen Varianten wurden gefiltert nach MAF < 0,1 %. Als Referenz diente hierfir
die Exomdatensammlung des Exome Aggregation Consortium (ExAC). ExAC ist ein
Zusammenschluss fiihrender Arbeitsgruppen, mit dem Ziel der Wissenschaftswelt WES
und WGS-Daten von 60706 unverwandter Individuen zur Verfiigung zu stellen. Diese
Sammlung umfasst Kollektive, die im Rahmen unterschiedlicher krankheitsspezifischer
oder populationsgenetischer Studien erhoben wurden. Durch eine zentrale
Harmonisierung der Rohdaten bietet die Plattform eine qualitativ hochwertige und
umfangreiche Referenz fiir zukiinftige Studien und bildet eine Basis fiir Fortschritt in der
Forschung und klinischen Genetik (Lek et al., 2016).

Fir die Annotation der genetischen Varianten, die in den kubanischen Familien
identifiziert wurden, wurde der gesamte ExAC Datensatz (http://exac.broadinstitute.org,
Version 0.3, 2015) verwendet. Die Abfrage der Allelfrequenzen im
Hochdurchsatzverfahren wurde mittels Algorithmus durchgefiihrt.

Die Analyse der Sequenzdaten konzentrierte sich auf nicht-synonyme
Einzelnukleotidvarianten (SNVs, single nucleotide variants) sowie kleine Insertionen und
Deletionen (InDels), die einen Einfluss auf die primare Proteinstruktur oder einen starken
Spleif3stelleneffekt haben. Etablierte und standardmaéfig verwendete Algorithmen zur
Bewertung der Pathogenitat einer genetischen Variante sind SIFT (sorting tolerant from
intolerant), Provean (protein variation effect analyzer), PolyPhen-2 (Polymorphism
Phenotyping v2), MutationTaster und LRT (likelihood ratio test) (Adzhubei et al., 2010;
Choi & Chan, 2015; Chun & Fay, 2009; P. Kumar et al., 2009; Schwarz et al., 2014). Die
Ergebnisse dieser Algorithmen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit iiber dbNSFP
v2.8 (dbNSFP, database of human nonsynonymous SNPs and their functional predictions),
einer Datenbank zur Annotation von nicht-synonymen genetischen Varianten, bezogen
(X. Liu et al,, 2011, 2013). Ausschliefdlich Varianten, die von mindestens vier der fiinf
Algorithmen als potenziell funktionell eingestuft wurden, wurden in die nachfolgenden
Analysen einbezogen. Die Pradiktion fiir InDels wurden mit den Algorithmen
MutationTaster und SIFT/Provean (Choi & Chan, 2015; Schwarz et al., 2014) ermittelt.
Eingeschlossen wurden InDels, die von mindestens einem der drei Programme als

potenziell funktionell eingestuft wurden.
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3.6.14 Validierung genetischer Varianten mittels Sanger

Ausgewadhlte Kandidatenvarianten, also diejenigen seltenen genetischen Varianten, die
von allen untersuchten Mitgliedern einer Familie geteilt wurden und als potenziell
funktionell eingeschatzt wurden, wurden mittels Sanger-Sequenzierung (siehe Seite 39)
verifiziert. In den kubanischen Familien wurde der Genotyp fiir die identifizierten
Varianten in allen Individuen mit verfiigbarer DNA ermittelt, um die Kosegregation der
Variante mit dem Phanotyp zu erfassen und um mégliche populationsspezifische Effekte
abschitzen zu konnen. Die hierfiir verwendeten Primersequenzen sind im Appendix
aufgelistet (Tab. 18).

3.6.15 Expression der Kandidatengene im humanen Gehirn (kubanische Familien)

Um festzustellen, ob die 17 identifizierten Kandidatengene im menschlichen Gehirn
exprimiert werden, wurden die normalisierten RNA-Sequenzierungsdaten des Genotype-
Tissue Expression (GTEx) Project Portal (http://www.gtexportal.org/, 05.11.2017, GTEx
dbGaP Version V6p) genutzt. Diese Normalisierungsmethode beriicksichtigt die
Transkriptlange sowie die Gesamt-Read-Anzahl pro Probe. Kandidatengene mit einem
Reads Per Kilobase Per Million Mapped Reads (RPKM) von = 0,1 im Hippocampus-Gewebe

wurden als im humanen Gehirn exprimiert klassifiziert.

3.6.16 BipEx Datenbank

Das Bipolar Exome Sequenzierungsprojekt (BipEx, https://bipex.broadinstitute.org/,
Informationen bezogen im April 2024) untersuchte 14210 Patienten mit BD und 14422
gesunde Kontrollen (nach Qualitatskontrolle). Der Grof3teil dieser Daten wurde in Palmer
et al. (2022) analysiert und stellt die bisher grofste WES-Studie fiir BD dar.

Zuganglich liber eine Website sind die Anzahlen der beobachteten Allele in Patienten und
Kontrollen sowie die Ergebnisse der Einzelvariantentests flir Varianten mit mindestens
> 10 beobachteten alternativen Allelen in der Gesamtkohorte. Alle chromosomalen
Positionen werden im humanen Referenzgenom GRCh38 berichtet. Dies machte die
Konvertierung der chromosomalen Positionen der in der vorliegenden Arbeit
identifizierten genetischen Varianten notwendig. Hierfiir wurde das webbasierte Tool
,LiftOver” verwendet, welches tiber den University of California, Santa Cruz (UCSC)
Genome Browser liber eine Benutzeroberflache nutzbar ist. Dieses Werkzeug konvertiert
Genomkoordinaten von einer Version des humanen Referenzgenoms in eine andere unter
Verwendung einer Sequenzausrichtung (alignment). In dem hier vorliegenden Fall
wurden die Koordinaten der identifizierten Varianten von GRCh37 auf GRCh38
konvertiert. Da eine Teilmenge unserer Kandidatenvarianten in der BipEx Studie unter
10 beobachtete alternative Allele in der Gesamtkohorte aufwies und somit kein
Assoziations-p-Wert berichtet wurde, wurden die Assoziations-p-Werte fiir alle in den

BipEx Daten vorhandenen Kandidatenvarianten dieser Arbeit auf Basis des Fisher's exact
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Tests berechnet. Hierfiir wurden die beobachteten Allelzahlen der BipEx Studie
verwendet. Dieser Schritt bot die Moglichkeit eine konsistente Methode zur Erfassung der

p-Werte tiber die Kandidatenvarianten zu verwenden.

3.6.17 Nicht-parametrische Kopplungsanalyse (kubanische Familien)

Bei einer NPL-Analyse wird untersucht, ob die Merkmalstrager einer Familie haufiger
Allele IBD teilen, als es bei einer zufalligen Vererbung zu erwarten ware (Kruglyak et al.,
1996).

Flir die Durchfiihrung der NPL-Analyse wurden DNA-Mikroarray Daten der beiden
kubanischen Familien und dasselbe SNP-Set wie zur Berechnung der
Verwandtschaftsstruktur verwendet. Zunachst wurde eine QC der DNA-Mikroarray Daten
unter Verwendung von PLINK 1.9 (https://www.cog-genomics.org/plink2) durchgefiihrt
(Chang et al,, 2015). Die Genotypisierungsrate pro SNP war 295 % und die MAF =5 %.
Nach Filterung fir Kopplungsungleichgewicht (LD, linkage disequilibrium) mit einer
Fenstergrofde von 500 kb und einer r?2 Schwelle von 0,01, belief sich die Auswahl auf 9690
SNPs. Auf diesem SNP-Satz basierend wurden dann NPL-Analysen fiir die (Teil-)Familien
1, 2, 3 und 4 durchgefiithrt. Eingeschlossen waren zudem die 17 priorisierten
Kandidatenvarianten aus der Sequenzierungsanalyse. Die beiden NPL Z-Wert Statistiken
NPLai und NPLpairs wurden mit der MERLIN Software Version 1.1.2 berechnet (Abecasis
et al., 2002; Whittemore & Halpern, 1994). Beide in MERLIN implementierten Modelle,
das lineare Standardmodell und das exponentielle Modell nach Kong & Cox (1997)
wurden zur Generierung modellfreier LOD scores (logarithm of the odds) angewandt.
Individuen mit einer BD I, BD II oder BD NOS Diagnose wurden als ,affected”, gesunde
Familienmitglieder wurden als ,unaffected® und diejenigen mit einer anderen

psychiatrischen Diagnose wurden als ,unknown" klassifiziert.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung von BD-assoziierten microRNAs

Die Ergebnisse der genomweiten Untersuchung von miRNAs und ihrer potenziellen Rolle
in der Entwicklung der BD wurden im Originalartikel veroéffentlicht und ausfiihrlich
prasentiert (Forstner et al., 2015). Im Kontext dieser Arbeit werden die Hauptergebnisse
herausgestellt und im Rahmen aktueller Literatur diskutiert.

Um den Einfluss von miRNAs auf die Entwicklung der BD initial zu ergriinden, wurden die
Einzel-SNP-Teststatistiken der BD GWAS (Miihleisen et al., 2014) auf Basis ihrer
genetischen Position in die drei Kategorien, miRNA, Gen (proteinkodierend) und
intergenisch eingeteilt und separat auf Anreicherung von Assoziation untersucht.

Die Abweichung von der unter der Null-Hypothese (keine Assoziation der Einzel-SNP-
Teststatistiken) erwarteten Quantil-Verteilung der p-Werte weist visuell auf eine
allgemeine Anreicherung von BD-assoziierten SNPs in miR-Loci hin, welche hoher als fiir

in Genen oder in intergenischen Bereichen lokalisierte SNPs erscheint (Abb. 7).
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Abb. 7 Quantil-Quantil (Q-Q) Diagramm.

Aufgetragen sind die -log der beobachteten p-Werte gegen die unter der Ho erwarteten p-Werte (graue Gerade) fiir
unabhéngige SNPs. Hierbei sind die beobachteten p-Werte der SNPs lokalisiert in miRNA Loci (rot), in Genen (blau),
intergenisch (schwarz) und die p-Werte aller getesteten SNPs (griin) farblich hervorgehoben. Abbildung modifiziert
nach Forstner et al. (2015).

Dieser visuelle Eindruck wurde durch einen Kategorietest mit unterschiedlichen
Schwellenwerten fiir den p-Wert bestadtigt, der fiir p>1x10% und <1 x 10 eine

signifikante Anreicherung fiir BD-assoziierte SNPs in miRNA-Loci zeigte (p = 0,037) (Tab.
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6). Eine solche signifikante Abweichung wurde ebenfalls fiir SNPs in Genloci festgestellt
(p =2,39 x 10-7), jedoch nicht fiir die SNPs in intergenischen Bereichen (p > 0,99).

Tab. 6 Test auf Uberreprisentation fiir unterschiedliche p-Wert Schwellen

p-Wert Schwelle SNPs in miRNA * 20 kb SNPs in Genen Intergenische SNPs
<1x10°¢ 0,11 4,00x 104 > 0,99
21x106&<1x10+ 0,037 2,39x107 > 0,99
21x104&<0,05 0,041 1,22x 1015 >0,99

= 0,05 0,98 >0,99 5,53 x10-18

Tests auf Uberreprasentation fiir unterschiedliche BD-assoziierte p-Wert Schwellen fiir die folgenden Kategorien:
SNPs in miRNA Loci (£ 20 kb), SNPs in Genen und SNPs in intergenischen Bereichen. Die Signifikanz der Anreicherung
ist angegeben als der einseitige p-Wert des Fisher’s exact Tests. Abkiirzung: kb, Kilobasenpaare. Tabelle modifiziert
nach Forstner etal. (2015).

Die Locus-basierte Analyse der BD GWAS-Daten (Miihleisen et al.,, 2014) mit Hilfe des
VEGAS-Tests generierte nominal signifikante p-Werte (p < 0,05) fiir 98 der 609 getesteten
miRNAs. Unter den miRNAs mit signifikantem p-Wert war auch miR-2113, welche in der
urspringlichen BD GWAS in einer genomweit signifikanten Region auf Chromosom 6 lag
(Top-SNP rs12202969, pcc = 1,08 x 10-8; korrigiert mit dem Genomic Control Faktor GC)
(Devlin & Roeder, 1999).

Nach einer Korrektur fiir multiples Testen mittels der Bonferroni-Methode fiir 609 Tests
wurde fiir neun miRNAs eine signifikante Assoziation mit BD beobachtet, die in der
folgenden Tabelle aufgefiihrt sind (Tab. 7).

Tab. 7 Ergebnisse der Locus-basierten Analyse fiir die neun korrekturstabilen miRNAs.

miRNA- Gehirn

MicroRNA Chr nSNPs Top-SNP p Top-SNP  pKkorr. spezifisch exprimiert

miR-499 20 27 rs3818253 6,58x 107 0,0012 Ja Ja
miR-640 19 21 rs2965184 7,23x107 0,0012 Ja Nein
miR-708 11 72 rs7108878 3,45x107 0,0012 Ja Ja
miR-581 5 36 rs697112 3,61x10-6 0,0073 Ja Nein
miR-644 20 12 rs7269526 1,22x 10> 0,0104 Nein Nein
miR-135a-1 3 20 rs9311474 2,16 x105 0,0122 Nein Ja
let-7g 3 9 rs6445358 2,23x105 0,0305 Nein Ja
miR-1908 11 16 rs174575 2,85x105 0,0353 Ja Ja
miR-611 11 23 rs174535 5,03x 105 0,0457 Nein Nein

Abkiirzungen: miR/miRNA, MicroRNA; Chr, Chromosom; nSNPs, Anzahl der untersuchten Einzelbasenaustausche; p
Top-SNP, p-Wert des Top-SNP im miRNA-Locus; p korr., p-Wert des miR kodierenden Gens nach Korrektur fiir
multiples Testen; miRNA-spezifisch, miRNA-spezifisches Assoziationssignal im regionalen Assoziationsplot; Gehirn
exprimiert, Expression im humanen Gehirn nach Ziats und Rennert (2014). Tabelle modifiziert nach Forstner et al.
(2015).

Die VEGAS Tests fiir alle neun identifizierten miRNAs auf Basis der 1000 Genomes LD-
Struktur, anstelle der standardmafdigen HapMap Phase 2 LD-Struktur, resultierten

ebenfalls in nominal signifikanten p-Werten unter 7,20 x 10-5 (Tab. 8). Diese zusatzliche
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Analyse, motiviert durch die Verwendung unterschiedlicher LD-Referenz-Datensatze bei
der Imputation der BD GWAS-Daten, verdeutlicht die Robustheit der Ergebnisse.

Tab. 8 Vergleich der Ergebnisse der genbasierten Tests fiir die neun miRNAs, die nach Korrektur fiir
multiples Testen signifikant waren, basierend auf der LD-Struktur der HapMap Phase 2 oder des
1000 Genome Projects.

MicroRNA nSNPs HM2 p Gen HM2 nSNPs 1000G p Gene 1,000G
miR-499 27 2,00x 10 27 1,00x 106
miR-640 21 2,00x 106 21 1,00 x 10-6
miR-708 72 2,00x 106 72 3,00x 106
miR-581 36 1,20x 10-5 34 1,40x 10-5
miR-644 12 1,70x 10-5 12 8,00x 106
miR-135a-1 20 2,00x 105 20 2,00x 105
let-7g 9 5,00 x 10-5 10 2,50x 105
miR-1908 16 5,80x 10-5 16 6,10x10-5
miR-611 23 7,50x 10-5 23 7,20x 10-5

Abkiirzungen: miR, MicroRNA; nSNPs, Anzahl der untersuchten SNPs; HM2, HapMap Phase 2 Daten; 1000G, 1,000
Genomes Project Daten; p Gen, nominale genbasierte p-Werte. Tabelle modifiziert nach Forstner et al. (2015).

4.1.1 Priorisierung der miRNAs

Durch visuelle Uberpriifung konnte fiir fiinf der neun miRNAs (miR-499, miR-708, miR-
1908, miR-640, miR-581) mit korrekturstabilem Signal (Tab. 7) eine miR-spezifische
Assoziation festgestellt werden (Abb. 8 und Abb. 13). Weiterhin konnte fiir fiinf der neun
miRNAs eine Expression im humanen Gehirn gezeigt werden (Tab. 7). Ferner waren drei
dieser miRNAs (miR-499, miR-708 und miR-135a-1) ebenfalls im Vorderhirn der Ratte
exprimiert. Eine dahingehende Untersuchung der anderen miRNAs war nicht méglich, da
sie grundsatzlich keine Expression in der Ratte zeigten (Kozomara & Griffiths-Jones,
2014). Priorisiert wurden diejenigen miRNAs, die sowohl ein miRNA-spezifisches Signal
als auch Expression im humanen Gehirngewebe zeigten. Entsprechend wurden miR-499,
miR-708 und miR-1908 als vielversprechendste Kandidaten fiir weitergehende Analysen
konstatiert. Die regionalen Assoziationsplots der priorisierten Kandidaten-miRNAs sind

Abb. 8 zu entnehmen.

4.1.2 Zielgenanalyse der miR-499, miR-708 und miR-1908

Die drei miRNAs, miR-499, miR-708 und miR-1908, hatten jeweils 296, 181 und 67
Zielgene von denen entsprechend 97 %, 96 % und 84 % eine Expression im Hirngewebe
zeigten (Tab. 9). Es konnte keine signifikante Anreicherung von mit BD-assoziierten
Genen in diesen miRNA Zielgenen festgestellt werden. Nach Korrektur fiir multiples
Testen mit der Bonferroni Methode, war die Teststatistik fiir ein Zielgen (KLC2) von miR-
1908, zwei Zielgene (NRAS and CREB1) von miR-708 und vier Zielgene (GPC6, C160rf72,
WDR82 und CACNBZ2) von miR-499 signifikant fiir eine Assoziation mit BD (Tab. 9).
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Abb. 8 Regionale Assoziationsplots fiir die drei vielversprechendsten miRNAs.
Regionale Assoziationsplots fiir A) miR-499, B) miR-708, C) miR-1908 (miR-611 ist ebenfalls abgebildet, aber nicht
priorisiert, da das Signal nicht miR-spezifisch ist) und +500 kb flankierende Region. Die Assoziationsergebnisse
genotypisierter und imputierter SNPs sind als -logio(p-Wert) angegeben. Der am stirksten assoziierte SNP ist unter
Angabe der entsprechenden rs ID als Raute in violett dargestellt. Die Farbe der anderen SNPs ist entsprechend ihres
r2 zu dem am stirksten assoziierten SNP kodiert. Die Rekombinationsrate mit ihrer Skalierung auf der zweiten y-
Achse wird als blaue Linie dargestellt. Abbildung modifiziert nach Forstner et al.,, 2015.
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Tab. 9 Zielgen und Signalweg-Analyse fiir miR-499, miR-708 und miR-1908.

Anzahl exp. Anzahl sign.

micoRNA gt e melgene, RN g DilEeme
p <0,05 (korr.)

miR-499-5p 286 59 0,7172 4 12

miR-708-5p 174 37 0,9265 2 1

miR-1908-5p 56 17 0,1422 1 5

Ergebnisse der Zielgen-Analyse der drei im Gehirn exprimierten miRNAs, die ein miR-spezifisches, korrekturstabiles
Assoziationssignal mit BD zeigten. Abkiirzungen: miR, mircoRNA; Anzahl exp. Zielgene, Anzahl der im humanen
Gehirn exprimierten Zielgene der entsprechenden miR; Anzahl exp. Zielgene, p < 0,05, Anzahl der im humanen Gehirn
exprimierten Zielgene mit einem genbasierten p < 0,05; p-Wert Anreicherung, p-Wert der Anreicherungsanalyse (-
Test); Anzahl sign. Zielgene (korr.), Anzahl der signifikanten Zielgene nach Bonferroni Korrektur fiir multiples Testen;
Anzahl sign. Signalwege, Anzahl der signifikanten biologischen Signalwege mit p < 0,05. Tabelle modifiziert nach
Forstner et al. (2015).

4.1.3 Biologische Signalwege impliziert durch miRNA Zielgene

Die Analyse der im humanen Gehirn exprimierten Zielgene der miR-499, miR-708 und
miR-1908 ergab eine signifikante Anreicherung in insgesamt 18 biologischen
Signalwegen (Tab. 9).

Die Ergebnisse der GO-Anreicherungsanalyse sind als gerichtete azyklische Graphen fiir
jede der drei miRNAs dargestellt (Abb. 9, A-C). Eine vollstindige Ubersicht der
signifikanten biologischen Signalwege und der involvierten Zielgene sind im Appendix
verzeichnet (Tab. 17).

Flir miR-499 (Abb. 8, A) zeigte sich eine allgemeine Anreicherung in den biologischen
Prozessen zur Bildung des zentralen Nervensystems (p = 4,18 x 10-2). Im Speziellen
werden Signalwege impliziert, die in der Entwicklung des Gehirns (p = 2,16 x 10-2), des
Vorderhirns (p =2,2 x 10-3) und des Telencephalons (p = 1,03 x 10-2) involviert sind.
Dartber hinaus zeigte der Signalweg zur Bildung des limbischen Systems (p = 2,2 x 10-3),
zu dem auch der Hippocampus gezahlt wird, mitunter die starkste Anreicherung mit
Zielgenen. Weiterhin waren die Zielgene signifikant haufiger in dem biologischen Prozess
des synaptischen Vesikeltransports vertreten (p = 3,78 x 10-2). Auféerdem zeichnet sich
eine proteinbindende Funktion der Zielgene (p =1,52 x 10-2) und eine Lokalisation in
neuronalen Zellkérpern ab (p = 2,88 x 10-2). Als einzige KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) Kategorie zeigte die Regulation des Aktinzytoskeletts eine
signifikante Anreicherung von Zielgenen (p = 3,2 x 10-3). Die Zielgene der miR-708 (Abb.
9, B) waren signifikant haufig in der GO-Kategorie der C-Terminus bindenden Proteine
vertreten (p=8,4 x 10-3). Die miR-1908 Zielgene (Abb. 9,C) waren angereichert in
Signalwegen zur Entwicklung des Nervensystems (p =4,5 x 10-3). Die signifikanteste
Anreicherung mit einem p-Wert von 8 x 104 war in dem Prozess der neuronalen
Projektion zu beobachten. Dariiber hinaus waren Komponenten des Zellkorpers
(p = 2,43 x 10-2) insbesondere neuronaler Zellen (p = 1,89 x 10-2) signifikant angereichert
fir die miRNA Zielgene.
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Abb. 9 Gerichtete azyklische Graphen der GO-Kategorien.
Die Zielgene der drei miRNAs A) miR-499, B) miR-708 und C) miR-1908 wurden in einer Gene Ontology (GO)-Analyse
untersucht. Die Ergebnisse fiir jede miRNA sind als gerichtete azyklische Graphen dargestellt. Biologische Signalwege
und Prozesse, die signifikant angereichert waren (p < 0,05, Bonferroni-korrigiert) und mindestens drei Zielgene
enthalten, sind in rot dargestellt. Abbildung modifiziert nach Forstner et al., 2015.
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4.1.4 Dual-Luciferase-Reportergen-Assay

Die durch die Arbeitsgruppe von Prof. Schratt durchgefiihrten Luciferase-Reportergen-
Assays konnten eine effiziente Prozessierung der pri-miR-499, jedoch nicht der pri-miR-
708 nach Transfektion der hippocampalen Rattenneurone feststellen. Die Uberexpression
von miR-499 fiihrte zu einer statistisch nicht signifikanten Vergréfierung des Volumens
der Dornfortsiatze und deren Dichte wurde nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Wie
erwartet hatte die Transfektion des miR-708-Expressionskonstrukts keinen signifikanten

Einfluss auf die morphologischen Parameter der Dornfortsatze.
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4.2 Exomsequenzierung kubanischer BD-Familien und Untersuchung des

polygenen Risikos

Folgend der Hypothese, dass neben haufigen genetischen Varianten auch seltene hoher
penetrante Varianten zu der Suszeptibilitit der BD beitragen, wurden 15 betroffene
Individuen mehrfach betroffener kubanischer Familien mittels WES untersucht. Zudem
wurden PRS fiir die Familienmitglieder erhoben, um den kumulativen Effekt haufiger

Varianten zu untersuchen.

4.2.1 Validierung der Verwandtschaftsstruktur

Die in den Stammbdumen dargestellten Verwandtschaftsverhaltnisse (Abb. 5) konnten
durch Schitzung der Verwandtschaftsgrade basierend auf IBD-Proportionen validiert
werden (Abb. 10). Zudem wurde keine kryptische Verwandtschaft (bis zum dritten

Verwandtschaftsgrad) zwischen den beiden Familien und den Teilfamilien 2 und 3

festgestellt.
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Abb. 10 Heatmap der IBD-Verteilung der kubanischen Individuen.
Dargestellt ist die Verwandtschaftsmatrix der paarweise geschatzten Verwandtschaft einzelner Individuen innerhalb

und zwischen den kubanischen Familien. Die IBD-Wahrscheinlichkeit 7 skaliert mit der Farbintensitat von hellgriin
bis dunkelblau.
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4.2.2 Analyse der populationsbezogenen Substruktur

Die Familie Kuba I zeigte eine starke genetische Uberlappung mit der Population
lateinamerikanischer Herkunft (PUR, Puerto Rican in Puerto Rico). Allerdings zeigten zwei
Individuen auch einen gewissen Grad afrikanischer Abstammung (ACB, African Caribbean
in Barbados und ASW, African Ancestry in Southwest USA). Die Teilfamilien 2, 3 und 4
gruppierten sich sowohl mit Personen europaischer Herkunft (TSI, Toscani in Italia und
IBS, Iberian populations in Spain) als auch mit der Population lateinamerikanischer
Herkunft. Eingeheiratete Personen befanden sich hauptsichlich in der Gruppe der
Population lateinamerikanischer Herkunft, wobei zwei eingeheiratete Personen

unterschiedliche Anteile afrikanischer Abstammung zeigten (Abb. 11).
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Abb. 11 Populationsbezogene Substruktur.

Dargestellt sind die Komponenten 1 und 2 der multidimensionalen Skalierung (MDS). Rote Rauten stellen Individuen
der Familie Kuba I dar. Blaue Rauten stellen Personen der Familie Kuba II dar. Griine Rauten reprédsentieren
angeheiratete Personen. Die Grofde der Rauten skaliert mit der Anzahl der reprasentierten Personen (n = 1-9). 1000
Genomes Project Populationen: ACB, African Caribbeans in Barbados (pink); ASW, Americans of African Ancestry in
Southwest USA (lila); PUR, Puerto Ricans from Puerto Rico (gelb); TSI, Toscani in Italia (braun); IBS, Iberian Population
in Spain (orange). Modifiziert nach Maaser et al. (2018).
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4.2.3 Ermittlung des polygenen Risikoscores

Der PRS erfasst die Gesamtheit genomweiter Risikovarianten kumulativ gewichtet nach
ihrer Effektstiarke. In den mehrfach betroffenen Familien wurde ermittelt, ob sich der PRS
der Familienmitglieder mit Erkrankung (BD oder ein anderer psychiatrischer Phanotyp)
von dem der Familienmitglieder ohne Vorgeschichte von psychiatrischen Erkrankungen
signifikant unterscheidet. Diese Analyse sollte das Verstandnis der einzigartigen
genetischen Architektur der beiden mehrfach betroffenen kubanischen Familien auch auf
Ebene der haufigen genetischen Varianten beleuchten.

Nach der Korrektur fiir multiples Testen, konnten keine signifikant hoheren PRS in
Patienten mit BD als in Familienmitgliedern ohne Vorgeschichte von psychiatrischen
Erkrankungen fiir die untersuchten p-Wert Schwellen festgestellt werden (Abb. 12,
exemplarisch dargestellt sind die p-Wert Schwellen 5 x 10-8 und 0,05). Wurde die PRS-
Berechnung auf genetische Varianten beschriankt, die eine genomweit signifikante
Assoziation mit BD in der GWAS von Stahl et al. (2019) aufwiesen (p < 5 x 10-8), war der
zugehorige PRS in Patienten mit BD im Vergleich zu den PRS von Familienmitgliedern
ohne psychiatrische Erkrankung, oder einer anderen psychiatrischen Diagnose als BD,
nominal signifikant hoher (p =0,027) (Abb. 12) (Maaser et al., 2018).
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Abb. 12 Skalierte BD PRS.

Dargestellt sind Kastendiagramme der skalierte BD PRS fiir die beiden p-Wert Schwellen 5 x 108 und 0,05.
Weifd reprasentiert nicht betroffene Individuen, Orange reprdsentiert Patienten mit BD und Blau stellt
Individuen mit einer anderen psychiatrischen Diagnose dar. Abkiirzungen: BD, bipolare Stérung; PRS,
polygener Risikoscore; anderer psych. Phanotyp, anderer psychiatrischer Phanotyp. Abbildung modifiziert
nach Maaser et al. (2018).
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4.2.4 Analyse der WES-Daten und die Identifizierung seltener
Kandidatenvarianten

Probenvorbereitung und anschliefiende Exomsequenzierung

Zur ldentifizierung seltener genetischer Varianten mit einem potenziellen Beitrag zur
Atiologie der BD, wurden vier Individuen aus Kuba I und elf Individuen aus Kuba II mit
BD [, BD II oder BD NOS Diagnose mittels WES untersucht.

Alle DNA-Proben waren von geeigneter Qualitat und zeigten einen geringen Grad an
Degradation. Nach der Fragmentierung auf eine mittlere Gréfse von 150 - 200 bp wurde
die DNA-Bibliothek hergestellt und auf dem HiSeq 2500 im paired-end Verfahren
sequenziert. Eine durchschnittliche Abdeckung von 90,9X pro Individuum wurde erreicht
und 91,5 % der Zielregionen waren mindestens 30X mit Sequenzen abgedeckt. Weitere
technische Details konnen Tab. 10 entnommen werden. Die zweite kubanische Familie
wurde in die Teilfamilien 2, 3, und 4 gegliedert. Die Datenfilterung und Identifizierung der
seltenen genetischen Varianten wurden jeweils separat in diesen Untereinheiten

durchgefiihrt.

Tab. 10 Ubersichtsprotokoll des WES-Datensatzes der kubanischen Familien

Kubal | Kuball
Anzahl der untersuchten Gene 21522
Erfasste Gesamtgrofie der Zielregionen 50 Mb
Durchschnittliche Abdeckung 85,25X 92,90X
Anteil der Zielregionen mit 30X Abdeckung 92,55 % 91,33 %

Abkiirzung: Mb, Megabasenpaare. Modifiziert nach Maaser et al. (2018).

Die Datenanalyse unter Verwendung der Varbank-Software ermdoglichte eine
Identifizierung von durchschnittlich 1019 genetischen Varianten mit einer MAF <1 % pro
Exom. Insgesamt wurden 20, 30 und 126 Varianten von allen untersuchten BD-Patienten
in der jeweiligen (Teil-)Familie 1, 2 und 3 geteilt. Um eine Anreicherung von
moglicherweise hoher penetranten Varianten zu erzielen, konzentrierte sich die
vorliegende Untersuchung auf sehr seltene Varianten mit einer MAF von < 0,1 %. Dieser
Filterungsschritt reduzierte die Anzahl der geteilten Varianten in den oben erwdhnten
(Teil-)Familien entsprechend auf 9, 14 und 59. Einhergehend mit der Beobachtung, dass
die Teilfamilie 4 aus den unverwandten Teilfamilien 2 und 3 hervorgeht, wurden keine
seltenen genetischen Varianten von allen untersuchten BD-Patienten dieser Teilfamilie
geteilt.

Weiterhin wurden diese identifizierten Varianten nach ihrem geschatzten funktionellen
Effekt priorisiert. Die Anzahl der SNVs, die von mindestens vier der fiinf Algorithmen, und
InDels, die von mindestens einem von drei Tools als potenziell funktionell eingestuft
wurden verringerte die Anzahl der Varianten auf 2, 3 und 12 fir die jeweilige

(Teil-)Familie. Die auf diese Weise priorisierten 17 Kandidatengene umfassten 14
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Tab. 11 Priorisierte seltene Varianten identifiziert in den untersuchen kubanischen BD-Patienten

Kubal Geschatzter funktioneller Effekt
-, PPh-2 PPh-2 Mutation
Gen Chr Position Ref Alt ExAC MAF dbSNP141 AS Austausch SIFT HumDIV HumVAR LRT Taster
SERPING1 11 (57379205 C T 4.9E-05 rs141075266 |p.L349F D P B D D
TMEMZ220 17 (10633149 C A NA NA p.R7L D D P N D
Kuba II Teilfamilie 2 Geschatzter funktioneller Effekt
" PPh-2 PPh-2 Mutation
Gen Chr | Position Ref Alt ExAC MAF | dbSNP141 |AS Austausch SIFT HumbIV HumVAR LRT Taster

ABCA4 1 (94544977 A T 4.9E-04 rs61748549 |[p.N380K D P P D D
DNAH7 2 (196726484 C T 4.2E-04 | rs201185180 |p.E2565K D D P D D
RCCD1 15 191500673 G C NA NA p.G166A D D P N D
Kuba Il Teilfamilie 3

EPS8L3 1 (110293386 C T 3.1E-04 rs148185176 |p.G526R D D D D D
OLFML2B 1 161953665 C A 3.0E-04 | rs142349285 |p.A685S D D D NA D
CAPN2 1 1223934845 C T 6.0E-04 rs140704789 |p.S236F D D D D D
COL3A1 2 (189875383 G A 2.0E-04 | rs140646380 |p.G1341S T D D D D
ATR 3 (142281560 T T NA NA p.L229Tfs*13 NA NA NA NA D
CSNK1G3 5 1122926124 C T NA NA p.R288C D P P D D
THYN1 11 (134119132 G A 9.9E-05 15143669769 |p.H137Y T P P D D
MYH7 14 123898481 TG NA NA p.K405Nfs*17 NA NA NA NA D
FAM169B 15 198995065 A G 4.6E-04 rs183490372 |p.M120T D D D D D
ZNF433 19 |12127214 AGAGG NA NA p.S155Cfs*S NA NA NA NA D
CRX 19 |48337728 C G 4.1E-04 rs139340178 |p.H10D T D P D D
SELENOO 22 50648648 G T 2.5E-05 NA p-Q326H D D D D D

Sortierung nach chromosomaler Position. Die fette Formatierung weist auf eine funktionelle Prognose hin. Abkiirzungen: Chr, Chromosom; Position,
chromosomale Position der Variante (build hg19/GRCh37); Ref, Referenzallel; Alt, Alternativallel; ExXAC MAF, minore Allelefrequenz basierend auf
den Daten des Exome Aggregation Consortium; AS, Aminosaure; dbSNP141, The Single Nucleotide Polymorphism database build 141; SIFT, sorting
intolerant from tolerant; PPh-2, PolyPhen-2; HumDIV, human diversity Modell; HumVAR, human variation Modell; LRT, likelihood ratio test; D,
damaging/probably damaging/deleterious/disease-causing; P, possibly damaging; B, benign; T, toleriert; N, neutral; NA, nicht verfligbar (not
available). Modifiziert nach Maaser et al. (2018).

1aynjagine (61 "qel) xipuaddy wi puad[ojyoeu st ‘Uapnm

)Jn3sagura [[dUOIPUNJ S[e SNWILIOF[Y WIUIS SUSISIPUIW UOA 3P ‘¥ G S JYN JIould N

USIUBLIEA USYDS1I9UIS USISIZYIIUSPI I8P 1YDISIaq() dIaydljaynysne auryq (11 "qel) usney

33[0,] Inz SungaI1YdS.I9AIISEIISIT SUIS S[[E JIP ‘S[PU] SUISP| £ pun UUBLIEA ISUISSIUW

assiuqgagay



Ergebnisse

4.2.5 Segregation und Validierung der seltenen genetischen Varianten

Fur die Validierung der durch WES identifizierten genetischen Varianten und zur
Aufklarung des jeweiligen Segregationsmusters der 17 priorisierten seltenen Varianten
mit potenziell funktionellem Effekt wurden alle Individuen der beiden kubanischen
Familien mit vorhandener DNA mittels Sanger Sequenzierung untersucht. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse sowie weiterfilhrende Details zu den priorisierten
Kandidatenvarianten sind im nachfolgenden Paragrafen zu finden und zusatzlich in der
Tabelle zusammengefasst (Tab. 12, A-C).

Tab. 12 Ubersicht zur Segregationsanalyse, Expression der implizierten Gene im Gehirn und
Ergebnisse der NPL-Analysen

A
Kuba I NPL
Gen Au]zat.:ﬁlslch BDn=35 ps?gl:i. e:i 1 Gesundn=3 Exgl;’elz;/}on exLOD p-Wert
TMEM220 C>A 5 1 2 0,98 1,08 0,01
SERPING1 C>T 4 0 1 8,11 0,02 0,37
B
Kuba II Teilfamilie 2 Teilfamilie 4 . NP[: .
(Teilfamilie 2)
Gen Aui::ﬁ's‘ch BDn=4 BDn=5 EX%?;;"“ exLOD p-Wert
RCCD1 G>C 4 2 3,17 -0,26 0,86
DNAH7 C>T 4 2 0,42 -0,11 0,76
ABCA4 A>T 4 2 0,06 -0,18 0,82
C
Kuba II Teilfamilie 3 Teilfamilie 4 Teilfamilien 3+4 . NPI.' .
(Teilfamilie 3)
Gen AuBsizlellslch BDn=3 BDn=5 ps‘;:lil. e:i 2 Gesundn=3 Ex;[){ll;e;;;on exLOD p-Wert
COL3A1 G>A 3 4 1 2 0,52 0,60 0,05
THYN1 G>A 3 3 1 2 20,93 0,30 0,12
EPS8L3 G>C 3 3 2 3 0,01 0,60 0,05
CAPN2 C>T 3 2 1 1 9,26 0,09 0,26
ATR T>TT 3 2 1 2 1,49 0,60 0,05
MYH7 ->TG 3 2 2 1 0,92 0,09 0,26
ZNF433 AGAGG > - 3 2 0 2 0,82 0,09 0,26
OLFML2Z2B C>A 3 2 0 2 0,71 0,09 0,26
FAM169B A>G 3 2 1 1 0,01 0,09 0,26
CSNK1G3 C>T 3 1 1 1 3,56 0,09 0,26
CRX C>G 3 1 2 2 0 0,09 0,26
SELENOO G>T 3 0 2 1 8,47 0,09 0,26

A Ergebnisiibersicht der Kandidatenvarianten fiir die Individuen von Kuba 1. B Ergebnisilibersicht der
Kandidatenvarianten fiir die Individuen der Teilfamilien 2 und 4 von Kuba II. C Ergebnisiibersicht der
Kandidatenvarianten fiir die Individuen der Teilfamilie 3 und 4 von Kuba II. Die angeheirateten Personen wurden
ausgeschlossen. Die Varianten wurden nach absteigender Anzahl in Teilfamilie 4 sortiert. Berichtet ist die Anzahl der
Tréager der genetischen Variante in der jeweiligen Phdnotypgruppe. RPKM 2 0,1 sind fett formatiert. Abkiirzungen:
NPL, nicht-parametrische Kopplung basierend auf der NPLan Z-Wert Statistik; BD, bipolare Stérung: BD I, BD II, und
BD NOS; n, Anzahl der untersuchten Personen mit dem jeweiligen Phdnotyp; andere psych., andere psychiatrische
Stoérung: wiederkehrende MD, einmalige MD und Alkoholmissbrauch; exLOD, logarithm of the odds (exponentielles
Modell); p-Wert, Wahrscheinlichkeit des exLOD; RPKM, Reads Per Kilobase Million. Modifiziert nach Maaser et al.
(2018).
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In Kuba I (Tab. 12 A) wurde eine Kandidatenvariante in TMEM220 (p.R7L) identifiziert,
welche in den fiinf untersuchten Patienten mit BD iiber vier Generationen hinweg
kosegregierte (Abb. 5 A, Personen 4, 5, 7, 9 und 11). Ferner wurde diese Variante auch in
zwei gesunden Verwandten (Abb. 5 A, Personen 1 und 3) und in einer Person mit der
Diagnose Alkoholmissbrauch (Abb. 5 A, Person 10) nachgewiesen.

Die zweite Kandidatenvariante lag in dem Gen SERPING1 (p.L349F) und wurde in allen
mit WES untersuchten Patienten mit BD identifiziert (Abb. 5 A, Personen 4, 5, 7 und 9).
Bei dem Nachkommen mit BD in der flinften Generation wurde die Variante nicht
nachgewiesen (Abb. 5 A, Person 11). In einem gesunden Elternteil, einem obligaten
Anlagetrager, konnte die Variante ebenfalls validiert werden (Abb. 5 A, Person 3).

In Kuba II, Teilfamilie 2 (Tab. 12 B), kosegregierten drei Kandidatenvarianten in den
Genen RCCD1 (p.G166A), DNAH7 (p.E2565K), und ABCA4 (p.N380K) mit allen
untersuchten Patienten mit BD. Eine ndhere Untersuchung der Segregation in dieser
Familie war nicht moglich, da kein genetisches Material von weiteren
Familienangehorigen zur Verfiigung stand.

In Kuba II, Teilfamilie 3 (Tab. 12 C), wurde keine vollstandig penetrante
Kandidatenvariante in den Betroffenen mit BD-Diagnose identifiziert, da sie jeweils in
mindestens einem der drei gesunden Familienangehorigen ebenfalls detektiert wurden
(Abb. 5 B, Personen 7, 8 und 20). Interessanterweise waren zwei Familienmitglieder mit
der Diagnose Alkoholmissbrauch (Abb. 5 B, Personen 6 und 18) ebenfalls Trager der
Kandidatenvarianten in den Genen EPS8L3 (p.G526R), MYH7 (p.K405Nfs*17), CRX
(p-H10D) und SELENOO (p.Q326H).

Die Segregation der Kandidatenvarianten, die in den Teilfamilien 2 und 3 identifiziert
wurden, wurde in der bilinearen Teilfamilie 4 mit vier untersuchen Patienten mit BD-
Diagnose weiterverfolgt. In drei der vier betroffenen Geschwister konnten die missense
Varianten in den kodierenden Regionen der Gene COL3A1 (p.G1341S) und THYNI
(p-H137Y) nachgewiesen werden (Abb. 5 B, Personen 11, 12, 14 und 15). Dariiber hinaus
hatte Individuum 14 die genetische Variante in COL3A1 (p.G1341S) an seinen mit BD
betroffenen Nachkommen transmittiert (Abb. 5 B, Person 19). Gemaf3 der Erwartungen
nach Mendel, sollten durchschnittlich 50 % der betroffenen Nachkommenschaft Trager
der Kandidatenvarianten sein. Eine Ausnahme stellte jedoch die Variante in dem Gen
SELENOO (p.Q326H) dar, welche an keinen der Nachkommen vererbt wurde.

Alle Kandidatenvarianten wurden zudem in den jeweils anderen beiden kubanischen
Familien und den angeheirateten Personen untersucht. Keine der Varianten wurde in der
entsprechenden anderen Familie oder in den unverwandten und angeheirateten
Personen identifiziert, wodurch keine populationsspezifischen Effekte festgestellt

werden konnten.
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4.2.6 Expressionim humanen Gehirn

Die priorisierten seltenen Kandidatenvarianten, die eine Expression im humanen Gehirn
zeigten, waren in 17 unterschiedlichen Genen lokalisiert. Basierend auf den Daten des
GTEx Katalogs (Lonsdale et al.,, 2013) zeigten 13 dieser implizierten Gene (SERPINGI,
TMEMZ220, MYH7, THYN1, ATR, CSNK1G3, ZNF433, OLFMLZ2B, CAPN2, RCCD1, DNAH7,
SELENOO und COL3A1) eine Expression im humanen Gehirn (> 0,01 RPKM) (Tab. 12,

exprimierte Gene sind fett formatiert).

4.2.7 Replikation in der BipEx Datenbank

Um die Bedeutung der oben genannten 17 seltenen Kandidatenvarianten fiir die
Entstehung der BD weiter nachzuverfolgen, wurde die Einzelvariantenstatistiken dieser
Varianten im unabhidngigen Datensatz des BipEx Projektes evaluiert und um diese
Information bereichert (Palmer et al., 2022) (Tab. 13). Die BipEx Studie stellt dabei die
bisher grofdte Sammlung von WES-Daten fiir BD auf einer Website frei zur Verfiigung.

Auf Ebene der Einzelvarianten waren in der BipEx Datenbank 12 der 17
Kandidatenvarianten vertreten. Fir fiinf dieser 12 Varianten wurden in der Patienten-
und Kontrollkohorte insgesamt weniger als zehn alternative Allele identifiziert und es
wurde keine y?2 Statistik in der Datenbank berichtet. Wie im Methodenteil erldutert, wurde
aus diesem Grund stattdessen mit einem Fisher’s exact Test die Assoziations-p-Werte
berechnet (Tab. 13). Fiir diese 12 seltenen, potenziell funktionellen Varianten gab es
keinen signifikanten p-Wert nach Korrektur fiir multiples Testen nach der Bonferroni
Methode. Wobei ein p-Wert fiir die in THYN1 (p.H137Y) lokalisierte Varianten nominale
Signifikanz vor Korrektur mit Bonferroni erreichte (p = 0,012). Von dieser Variante wurde
ein Allel in Patienten mit BD und zehn Allele in gesunden Kontrollen identifiziert, was
einer zu unserer Studie gegensatzlichen Effektrichtung entspricht. Fiir die anderen
Varianten wurden eine grundsatzlich dhnliche nicht signifikant unterschiedliche Anzahl
von Allelen in Patienten und Kontrollen beobachtet. Acht der zwo6lf Kandidatenvarianten
wurden haufiger in Patienten mit BD als in gesunden Kontrollen beobachtet, was der
Effektrichtung unserer Studie entspricht. Ein einseitiger Binomialtest auf Anreicherung

identischer Effektrichtungen ergab einen p-Wert von p = 0,194.
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Tab. 13 Kandidatenvarianten der beiden kubanischen Familien im Datensatz des BipEx Projects
Die 17 seltenen, potenziell funktionellen genetischen Varianten wurden im Datensatz des BipEx Projects repliziert. Angegeben sind die Einzelvariantentests fiir 12 der Varianten
mit p-Wert und korrigiertem p-Wert (Fisher’s exact, Bonferroni-Methode, n=12). Angaben der Positionen der Varianten in der Version GRCh38/hg38 des humanen

Referenzgenoms.
Kubal BipEx Einzelavarianten
Gen Chr. Position AS Austausch 3:&2:11:; o ggzlg:tlizrlllfelﬁ ﬁl)t;l‘?::ﬁ::n ﬁgrzlztll}'ltl)l?;lne‘e lI\’/[zﬁiFe]rgllt)en x::trollen glglz;ts exact I;;;K;‘Q{:Zact
SERPING1 11-57611732 |p.L349F 1 27866 0 28844 3.59E-05 0.0 0.491 >0.99
TMEMZ220 [17-10729832 p.R7L NA NA NA NA NA NA NA NA
Kuba II Teilfamilie 2 BipEx Einzelavarianten
Gen Chr. Position |AS Austausch Alt. Allele BD |Anzahl Allele Alt. Allele Anzahl Allele MAF BD MAF p-Wert Pror-Wert
Patienten BD Patienten Kontrollen |[Kontrollen [Patienten Kontrollen [Fisher's exact [Fisher's exact
ABCA4 1-94079421 |p.N380K 21 27866 17 28844 7.54E-04 5.89E-04 0.517 >0.99
DNAH7  2-195861760 [p.E2565K 27860 6 28840 2.87E-04 2.08E-04 0.602 >0.99
RCCD1 15-90957443 [p.G166A 27866 10 28844 2.87E-04 3.47E-04 0.815 >0.99
Kuba II Teilfamilie 3
EPS8L3  [1-109750764 [p.G526R/p.G557R 4 27866 3 28844 1.44E-04 1.04E-04 0.722 >0.99
OLFML2B (1-161983875 [p.A685S/p.A686S 13 27866 13 28844 4.67E-04 4.51E-04 1 >0.99
CAPN2 1-223747143 |p.S236F 62 27774 60 28742 2.23E-03 2.09E-03 0.718 >0.99
COL3A1 [2-189010657 [p.G1341S 0 27866 3 28844 0 1.04E-04 0.250 >0.99
ATR 3-142562718 [p.L229Tfs*13 NA NA NA NA NA NA NA NA
CSNK1G3 |5-123590430 p.R288C NA NA NA NA NA NA NA NA
THYN1 11-134249238|p.H137Y 1 27866 10 28844 3.59E-05 3.47E-04 0.012 0.142
MYH7 14-23429272 [p.K405Nfs*17 NA NA NA NA NA NA NA NA
FAM169B (15-98451836 [p.M120T 1 27840 1 28804 3.59E-05 3.47E-05 1 >0.99
ZNF433 [19-12016399 [p.S155Cfs*5 NA NA NA NA NA NA NA NA
CRX 19-47834471 |p.H10D 22 27866 22 28844 7.89E-04 7.63E-04 1 >0.99
SELENOO 22-50210219 p.Q326H 0 27866 2 28844 0 6.93E-05 0.500 >0.99

Abkiirzungen: Chr. Position, chromosomale Position; AS Austausch, Aminosdurenaustausch; Alt. Allele, Anzahl der beobachteten alternativen Allele; BD, Bipolare Stérung;

g MAF, Frequenz des alternativen Allels; pxorr-Wert, korrigierter p-Wert; NA, nicht verfiigbar (not available).
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4.2.8 Nicht-parametrische Kopplungsanalyse

Die Ergebnisse der nicht-parametrischen Kopplungsanalyse zeigten fiir keines der
angewendeten Modelle (NPLpairs und NPLan Statistik; lineares und exponentielles
Wahrscheinlichkeitsmodell) ein Kopplungssignal, welches die Schwelle von LOD > 2,2
liberstieg (Georgi et al., 2014). Dies ist auch darauf zuriickzufiihren, dass die maximal
erreichbaren LOD-Werte bei 1,47 fir Kuba I, 1,75 fiir die Teilfamilie 2 und 0,60 fiir die
Teilfamilie 3 lagen (NPLal, exponentielles Wahrscheinlichkeitsmodell). Fiir jede seltene
segregierende Kandidatenvariante wird der LOD-Score der NPLan-Statistik unter dem
exponentiellen Wahrscheinlichkeitsmodell (exLOD) und der entsprechende p-Wert
berichtet (Tab. 12). Dartiber hinaus sind im Appendix die exLOD-Werte und zugehoérigen
p-Werte des jeweils nachsten Markers derjenigen Varianten verzeichnet, die von
mindestens einem der fiinf Pradiktionstools als potenziell funktionell eingestuft wurden
und eine MAF von < 5 % haben (Tab. 19).
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5 Diskussion

5.1 Hdaufige Varianten - miRNAs

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse basieren auf den publizierten
Originalartikeln mit Peer-Review von Forstner et al. (2015) und Maaser et al. (2018). Sie
werden im folgenden Abschnitt diskutiert und in den aktuellen Kontext gesetzt.

Die genetischen Assoziationsergebnisse fiir miR-kodierende Loci liefern weitere Evidenz
fiir einen moglichen Beitrag von miRNAs und ihren Zielgenen zur Krankheitsentwicklung
der BD. Die Inflation der p-Werte entlang der Geraden der erwarteten p-Wert Verteilung
unter der Nullhypothese deutet auf eine Anreicherung von BD-assoziierten SNPs in
miRNA Loci hin. Acht der neun assoziierten miRNAs lagen innerhalb eines
proteinkodierenden Gens, in einem sogenannten Wirtsgen. Hierunter befanden sich die
im humanen Gehirn exprimierten und in dieser Arbeit naher untersuchten miRNAs miR-
499, miR-708 und miR-1908. Interessanterweise sind miRNAs signifikant haufiger in
intronischen und exonischen Regionen des Genoms lokalisiert als in intergenischen
(Rearick et al, 2011). Aufderdem konnten Studien zeigen, dass die Expression des
Wirtsgens und einer intronisch lokalisierten miRNA hoch korreliert sind (Baskerville &
Bartel, 2005; Godnic et al., 2013). Die Studie von Bartel (2004) prasentiert als mogliche
Erklarung fiir diese Beobachtung, dass sowohl die Expression des Wirtsgens als auch die
der intronisch gelegenen miRNA durch gemeinsame regulatorische Elemente gesteuert
wird. In Ubereinstimmung damit argumentieren Lutter et al. (2010) sowie Rearick et al.
(2011), dass Wirtsgene und ihre intronischen miRNAs moglicherweise ausgepragte
zusammenwirkende Effekte entfalten, die bedeutende Auswirkungen auf die prazise
Modulation der Genexpression im Genom haben konnten. Die Ergebnisse der hier
vorgestellten Studie erlauben allerdings keine eindeutige Aussage dariiber, ob das
detektierte Assoziationssignal durch das Wirtsgen, die miRNA oder beide funktionellen
Einheiten zusammen bedingt ist. Daher sind zur Kliarung dieser Frage weitere
Untersuchungen notwendig. Die Anreicherung BD-assoziierter SNPs lokalisiert in
miRNAs zusammen mit den Erkenntnissen aus unserer Zielgen-Analyse, liefern weitere
Hinweise dafiir, dass die assoziierten miRNAs auch eine mogliche kausale Rolle in der
Krankheitsentstehung der BD spielen. Hierfiir sind die bereits oben genannten miR-499,
miR-708 und miR-1908 als vielversprechendste Kandidaten zu nennen.

Die miR-499 liegt in einem mit BD genomweit signifikant assoziierten Locus auf
Chromosom 20q11, einer Region hohen LDs, in der die Gene GSS, MYH7B und TRPC4AP
lokalisiert sind (Green et al., 2013). Die miR-499 stellt einen interessanten Kandidaten
dar, es bedarf jedoch weiterer Analysen, um das kausale genetische Element innerhalb

des breiten Assoziationssignals zu definieren.
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MiR-499 reguliert apoptotische Signalwege tber ihr Zielgen Calcineurin, eine Calcium-
abhédngige Proteinphosphatase (J. X. Wang et al., 2011). Des Weiteren stellte eine Studie
eine Hochregulierung der miR-499 in postmortalem Hirngewebe von Patienten mit
Depression im Vergleich zu gesunden Kontrollen fest (Smalheiser et al., 2014). Weiterhin
konnte eine differenzielle Expression der miR-499 isoliert aus exosomalen Vesikeln von
postmortalem Hirngewebe in Kontrollen und Patienten mit BD beobachtet werden
(Banigan et al., 2013). Eine weiterfiihrende Studie von Banach et al. (2017) untersuchte
die Expression der drei miRNA Kandidaten, miR-499, miR-708 und miR-1908, in
peripherem Blut und deren Rolle als potenzielle Marker zur Stratifizierung affektiver
Storungen. Sie beobachteten eine verminderte Expression der miRNAs in Patienten mit
BD in einer akut depressiven Phase im Vergleich zum Zeitpunkt einer Remission. Bei der
Klarung der Frage eines potenziellen Pathomechanismus konnte ein hadufiger SNP
(rs3746444) innerhalb der Seed Region der reifen miR-499-3p Hinweise liefern. Die Seed
Region spielt eine wichtige Rolle bei der Erkennung und Bindung an das miRNA Zielgen
und ist deshalb hoch konserviert (Gong et al., 2012; C. Liu et al., 2014). Zwar war der
betreffende SNP nicht in unserer BD-Metaanalyse untersucht worden (Miihleisen et al.,
2014), erreichte aber in einer Analyse der sieben MooDS Kohorten (2266 Patienten und
5028 Kontrollen) (Miihleisen et al.,, 2014) ohne die PGC-Daten (Sklar et al., 2011) mit
einem p-Wert von 0,0023 nominale Signifikanz. Interessanterweise zeigte eine Studie,
dass Patienten mit SCZ und dem Risikoallel rs3746444-G eher unter Halluzinationen und
Motivationsverlust leiden (Zou et al, 2012). Dies konnte darauf hindeuten, dass
rs3746444 einen Einfluss auf den depressiven und psychotischen Endophadnotypen
haben konnte, was das Assoziationssignal an diesem Locus aber nicht vollstandig erklart.
Die genbasierten Tests deckten vier signifikante Zielgene fiir die miR-499 auf. Darunter
war CACNBZ ein bereits beschriebener genomweit signifikanter Risikolocus fiir
unterschiedliche psychiatrische Phanotypen, insbesondere SCZ (Lee et al.,, 2013; Mullins
et al., 2021; Pardifias et al, 2018; Ripke et al, 2014). Dariiber hinaus wurde ein
mechanistischer Zusammenhang zwischen der Dysregulation von Neuroplastizitit und
Calciumhomoostase - haufig beobachtet in Patienten mit BD - und einer erhohten
Expression von miR-499 festgestellt (Martins et al., 2022). Diese Erh6hung wurde sowohl
in peripherem Blut von Patienten mit BD als auch im Hippocampus von Ratten, die
sozialer Isolation ausgesetzt waren, festgestellt (Martins et al., 2022). Martins et al. (2022)
schlagen vor, dass miR-499-5p in BD-Patienten durch Herunterregulierung von CACNBZ2
Einfluss auf die Dendritogenese und kognitive Funktion nehmen konnte. Ein weiteres
signifikantes Zielgen war GPC6, ein Mitglied der Glypican Familie, die in einer Vielzahl von
entwicklungsbiologischen Prozessen eine Rolle spielen. In Neuronen regulieren sie die
neuronale Konnektivitat durch Einflussnahme auf die Formierung und Stabilisierung von
synaptischen Verbindungen, welche essenziell fiir die Bildung des neuronalen Netzwerks

und dessen Funktion sind (Kamimura & Maeda, 2021). Zudem wurde das Gen GPC6 mit
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formalen Denkstorungen in Patienten mit SCZ in Verbindung gebracht (K. S. Wang et al,,
2012).

Insgesamt war eine Anreicherung der Zielgene von miR-499 in biologischen Prozessen
zur Entwicklung des Gehirns zu beobachten. Die Analyse war auf im Gehirn exprimierte
Zielgene konzentriert, was sich zumindest in Teilen in diesem Ergebnis widerspiegelt.
Ferner wurde eine Rolle in der Regulation des Aktinzytoskeletts impliziert. Dieser
Signalweg wurde bereits in einer Studie, die libereinstimmend differentiell exprimierte
Gene fiir SCZ und BD untersucht hat, identifiziert (Zhao et al., 2015). Wie in zahlreichen
wissenschaftlichen Arbeiten dargelegt wurde, bildet der mit zeitlicher und raumlicher
Prazision geregelte Umbau des Zytoskeletts einen essenziellen Rahmen fiir den korrekten
Ablauf neuronaler Zellmigration und Reifung, sowie fiir den Neuritenauswuchs, den
Erhalt der synaptischen Dichte und neuronaler Plastizitat (Auer et al., 2011; Bellenchi et
al., 2007; De Curtis, 2007). Zusammengefasst stiitzen unsere Daten die Hypothese zur
Beteiligung der miR-499 an der Entwicklung der BD und machen sie zu einem plausiblen
Kandidaten.

Die miR-708 ist im ersten Intron von ODZ4 lokalisiert (Sklar et al, 2011).
Interessanterweise konnte die genomweit signifikante Assoziation des ODZ4-Lokus mit
BD in zahlreichen GWAS-Metaanalysen repliziert werden (rs12289486, p = 3,3 x 108,
Mullins et al. (2021) ) (Green et al., 2013; Miihleisen et al., 2014; Mullins et al., 2021; Stahl
et al.,, 2019). Studien zur Untersuchung des Expressionsprofils konnten unter anderem
eine differentielle Expression von miR-708 in Monozyten von Patienten mit einer
postpartalen Psychose beobachten (Jones & Craddock, 2001). Eine Storung, die zu dem
Spektrum der BD gezahlt wird und oftmals das bevorstehende Auftreten einer BD
ankiindigt (Weigelt et al., 2013). In einer weiteren Studie von S. Xu et al. (2012) konnte
gezeigt werden, dass oxidativer Stress das miR-708 Expressionsprofil in primaren
Hippocampusneuronen der Maus signifikant verdandert. Andere Studien konnten einen
Zusammenhang zwischen miR-708 und der Expression von Neuronatin beobachten
(Vatsa et al., 2019), ein Membranprotein, das im Endoplasmatischen Retikulum das
intrazellulare Ca2+-Level reguliert. Neuronatin spielt eine wichtige Rolle in zelluldren
Prozessen wie der Zellmigration, der neuronalen Entwicklung und Regulation der
Plastizitat hippocampaler Neurone (Oyang et al., 2011; Ryu etal., 2013; Vatsa etal., 2019).
Die Zielgenanalyse offenbarte zwei signifikante Gene fiir die miR-708. Eines davon war
der Transkriptionsfaktor CREBI1, welcher eine kritische Rolle im zyklischen
Adenosinmonophosphat (cAMP) Signalweg hat und ein bekanntes Risikogen fiir MD, BD
und andere psychiatrische Stérungen ist (Carlezon et al., 2005; Li et al., 2014; Maher et
al,, 2010; Xiao et al,, 2018). In Verhaltensstudien am Tier konnten Forscher zeigen, dass
CREB1 auch an der Ausbildung von Angst und MD beteiligt ist (T. L. Wallace et al., 2004).
Dariiber hinaus ist dieses Gen in der friih-einsetzenden familidren MD (Maher et al,,

2010), Wirkung von Antidepressiva (Blendy, 2006), aggressivem Verhalten (Perlis et al.,
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2007), neuronaler Plastizitit sowie der Gedachtnisbildung involviert (Weeber et al,
2002). Xiao et al. (2018) untersuchten den Einfluss des diagnostischen Status auf die
CREB1 mRNA-Expression anhand von postmortalen Hirngewebeproben und stellten eine
signifikante Herunterregulierung von CREBI mRNA bei psychiatrischen Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen fest. Zudem zeigten Protein-Protein-
Interaktionsanalysen, dass das Proteinprodukt von CREB1 mit mehreren durch GWAS
identifizierte Risikogene fiir psychiatrische Erkrankungen interagiert (Xiao et al., 2018).
Unsere Pathwayanalyse hingegen lieferte keine iiberzeugenden Hinweise fiir eine
Anreicherung von Zielgenen von miR-708 in biologischen Prozessen, die relevant fiir
einen psychiatrischen Phanotyp sein kdnnten.

Die dritte miRNA die als interessanter Kandidat in unserer Studie impliziert wurde ist
miR-1908. Sie ist innerhalb des ersten Introns von FADS1 auf Chromosom 11 lokalisiert.
Bisher sind in der Literatur nur wenige Hinweise auf die funktionale Rolle von miR-1908
beschrieben. Eine wissenschaftliche Arbeit identifizierte miR-1908 als einen
Krebsbiomarker (Rawlings-Goss et al.,, 2014). Eine andere Publikation beobachtete, dass
miR-1908 Bestandteil einer miRNA-Clusters ist, der den MARKI Signalweg
herunterreguliert und damit die Zellproliferation und Differenzierung beeinflusst (Ye et
al,, 2014). Aufderdem validierte eine weiterfiihrende Studie neue miR-1908 Zielgene und
deren Funktion in neuronalen glutamatergen Synapsen (Kim et al, 2016). Darunter
waren zwei Gene, GRINI und GRM4, die zuvor schon mit einer BD-Suszeptibilitat
assoziiert wurden (Fallin et al., 2005; Mundo et al., 2003). Zusatzlich stellten Kim et al.
(2016) fest, dass die Expression der miR-1908 nach Langzeitbehandlung mit
Valproinsaure, welche auch als Phasenprophylaktikum eingesetzt wird, in neuronalen
Vorladuferzellen von Patienten mit BD reduziert war. Die Behandlung von neuronalen
Vorlauferzellen gesunder Kontrollen mit Valproinsidure zeigte im Gegenzug adverse
Effekte. In einer aktuellen Untersuchung von Toste et al. (2023) wurden genetische
Varianten identifiziert, die mit der Expression von 30 miRNAs im sich entwickelnden
humanen Gehirn assoziiert waren (FDR < 0,05). In dieser Studie wurde ein miRNA-eQTL
identifiziert, fiir den iiberzeugende Daten vorliegen, die auf eine Assoziation mit BD
hinweisen (rs174561, p < 1.5 x 10-4) (Toste et al., 2023). Dieses Ergebnis wird zusatzlich
durch das Signal identifiziert in einer der grofdten GWAS zur BD gestiitzt (p = 1,83 x 10-11)
(Mullins et al, 2021). Der SNP rs174561 befindet sich innerhalb der pri-miRNA
Haarnadelstruktur von miR-1908, was sich auf die Sekundarstruktur der miRNA
auswirken konnte und moglicherweise zu einer erhohten Thermostabilitat fiihrt. Diese
Befunde unterstiitzen die Hypothese, dass eine erhohte Expression von miR-1908-5p
einen plausiblen Mechanismus darstellt, der die genetische Assoziation zwischen diesem
Locus und der BD vermittelt. Aufierdem konnte eine signifikante Anreicherung von
hdufigen mit der BD-assoziierten Varianten in den Zielgenen von miR-1908 beobachtet

werden (p =0,013) (Toste et al., 2023). Zusatzlich konnten Toste und Kollegen zeigen,
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dass eine erh6hte Expression der Zielgene von miR-1908-5p, ebenfalls eine Rolle spielt bei
depressiver Symptomatik, Irritabilitit, Volumen des aufderen Kleinhirns und der
Schlafdauer in der Allgemeinbevoélkerung. Diese Befunde unterstiitzen die Ansicht, dass
veranderte miRNA-Expression die Anfilligkeit fiir die BD, aber auch fiir andere
neuropsychiatrische Erkrankungen wie MD beeinflussen kdnnte.

Unsere Pathwayanalyse deutet darauf hin, dass durch miR-1908 regulierte Zielgene eine
Rolle in neuronalen Prozessen spielen konnten (GO-Unterkategorien: ,neuron projection”
und ,nervous system development”). Zusatzliche Evidenz fiir die Rolle biologischer
Signalwege in der synaptischen Funktion und neuronalen Struktur (,synapse®, ,neuron
part”, ,regulation of trans synaptic signaling”, ,synaptic signaling”) in der BD konnten
Mullins et al,, (2021) identifizieren. Weitere Untersuchungen des durch die miR-1908
gesteuerten Netzwerks sind notwendig, um die Hypothese zu untermauern, dass
neuronale Synapsen und Prozesse wichtige konvergierende Signalwege fiir BD-
assoziierte Gene darstellen, die durch miR-1908 reguliert werden.

Eine neuere Studie von Tielke et al. (2022) beobachtete eine signifikante Assoziation fiir
die Gene MIR499A, MIR708, MIR1908 und MIR2113 mit BD in einem genbasierten Test,
was die hier prasentierten Ergebnisse fiir die drei miRNAs, MIR4994A, MIR708 und
MIR1908, weiter unterstiitzt. Besagte Analyse basierte auf einem grofieren Datensatz, der
die hier untersuchten Patienten und Kontrollen zum Grofteil einschloss (Mullins et al.,
2021). Weiter konnte die Arbeit mit einer Gen-Set-Analyse zeigen, dass Gene mit BD-
Assoziation signifikant in den vorhergesagten, im Gehirn exprimierten Zielgenen der
miRNAs miR-137 (p = 0,003) und miR-499A (p = 0,037) angereichert sind (Tielke et al,,
2022). Diese Untersuchung konnte damit zusdtzliche Belege erbringen, dass das
Netzwerk reguliert durch miR-499 an der Entwicklung der BD beteiligt ist, und zwar
sowohl durch die miRNA selbst als auch durch ihre Zielgene. Neben den Erkenntnissen
basierend auf haufigen Varianten konnte auch eine seltene Variante (rs140486571)
lokalisiert im Stem-loop von miR-499 identifiziert werden (Tielke et al., 2022). Diese
seltene genetische Variante zeigte eine statistisch nicht signifikante Uberreprisentation
in Patienten mit BD im Vergleich mit gesunden Kontrollen. Eine in-silico Analyse zu den
moglichen Auswirkungen der genetischen Variante sagte vorher, dass sie die
Sekundarstruktur von miR-499a verandern konnte (Tielke et al.,, 2022). Griindend auf
diesen Befunden wurde eine funktionelle Aufarbeitung von SNP rs140486571
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression und Prozessierung von miR-
499a signifikant beeinflusst wurde, was wiederum zu einem Deregulieren der Zielgene
fiihren kénnte und damit einen Beitrag zur Atiologie der BD leisten kénnte (Tielke et al,,
2022). Die Autoren schlagen als moglichen Mechanismus vor, dass SNP rs140486571
durch seine Ndhe zur Drosha Spaltstelle, die pri-miRNA Prozessierung beeintrachtigt und

zu einer Reduzierung von miR-499a fiihrt.
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Bisher ist die Regulation der Expression und weiteren Prozessierung von miRNAs, trotz
intensiver Bemiihungen diese aufzuklaren, immer noch teilweise unklar (Gamazon et al.,
2012; Gebert & MacRae, 2019; Treiber et al., 2018). Die Lange von pri-miRNAs betragt
100-1000 bp (Maffioletti et al., 2014b) und die hier vorgestellte Analyse untersuchte
hdufige Varianten innerhalb der miRNA Loci und deren #20 kb flankierenden Bereichen,
um die Detektion potenzieller regulatorische Effekte zu ermoglichen. Weitere
Untersuchungen sind jedoch erforderlich, um den Einfluss haufiger genetischer Varianten
auf die Regulation der Expression von miRNAs zu kldren. Dartiber hinaus muss erforscht
werden, ob und inwieweit das hier beschriebene Assoziationssignal das
Expressionsniveau und die Funktion der untersuchten miRNA beeinflusst.

Die Fokussierung auf im Gehirn exprimierte Gene in unserer Zielgenanalyse stellt eine
deutliche Limitation dar, da dies die Ergebnisse in Richtung neuronaler Prozesse verzerrt.
Mogliche Effekte auf und durch Zielgene, die nicht im Gehirn exprimiert werden, wurden
dadurch vernachlassigt. Zudem gibt es starke Belege fiir spatiotemporale Unterschiede
der  Genexpression im  Gehirn, beispielsweise @ wadhrend verschiedener
Entwicklungsphasen und in unterschiedlichen Hirnregionen (Colantuoni et al., 2011;
Hawrylycz et al.,, 2012). Diese Unterschiede konnten jedoch bei der Auswahl der im
Gehirn exprimierten Gene nicht berticksichtigt werden. Weiterfiihrende Untersuchungen
zur Validierung der bisherigen Ergebnisse sowie der Effekte der Zielgenregulation in
biologisch relevanten Zelltypen und unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Gehirns
wird zu einem besseren Verstindnis der Rolle von miRNAs in BD und anderen
psychiatrischen Erkrankungen fiihren. Unsere Studie war zudem dadurch limitiert, dass
die Untersuchung von trans-eQTL Effekten auf miRNA Expression - also die
Beeinflussung der Genexpression von miRNAs durch Varianten an weit entfernten Stellen
im Genom - nicht moglich war. Da jedoch heutige Studien vermuten, dass ein
betrachtlicher Anteil der identifizierten miRNA eQTLs trans-eQTLs sind (Borel et al.,
2011; Mustafa et al., 2024), konnten Untersuchungen zur Assoziation zwischen miRNA-
trans-eQTLs und BD interessante Einblicke in die Regulation und Krankheitsentstehung
geben.

Die Ergebnisse der funktionellen Analyse der miR-499 und miR-708 in hippocampalen
Rattenneuronen ergaben keinen wesentlichen Beitrag dieser miRNAs zur Morphogenese
dendritischer Dornfortsitze, die die Hauptorte synaptischen Kontakts darstellen.
Dennoch kénnen nur die Ergebnisse fiir miR-499 als ausreichend verlasslich angesehen
werden, da die Expression des miR-708 Konstrukts die miR-708 in primaren Neuronen
nicht effektiv erhéhte und daher eine Einschitzung des Effekts einer Uberexpression von
miR-708 nicht moglich war. Es miissen also weitere Untersuchungen zur Expression und
dem funktionellen Einfluss von miR-708 vorgenommen werden, um eine robuste
Hypothese zu erstellen. Neben der Betrachtung einer Uberexpression ist es zudem auch

notwendig die Einfliisse eines Funktionsverlust von miR-499 und miR-708 zu verstehen,
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bevor definitive Schlussfolgerungen beziiglich der Rolle dieser miRNAs bei der
Morphogenese dendritischer Dornfortsidtze gezogen werden konnen. Die ersten
Einblicke, die erreicht werden konnten, dienen als Grundlage fiir zukiinftige Experimente
zur umfassenden Untersuchung der potenziellen Auswirkungen dieser miRNAs auf die
synaptische Funktion beispielsweise durch Erganzung von Immunozytochemie-Analysen
von synaptischen Markerproteinen oder elektrophysioloschen Aufzeichnungen. Des
Weiteren konnten diese miRNAs auch andere Aspekte der neuronalen Morphologie
regulieren, wie beispielsweise die Dendritenverzweigung oder das Axonwachstum.
Dariiber hinaus kénnten Untersuchungen zur Lokalisierung und Expression dieser
miRNAs in verschiedenen Gehirnregionen zusatzliche Einblicke in ihre Rolle bei der
Regulation neuronaler Prozesse ermoglichen. Diese Methoden und Fragestellungen
konnen dabei helfen, die spezifischen neuronalen Netzwerkverdnderungen zu
charakterisieren, die mit der Pathophysiologie der BD verbunden sein kénnten.

Zusammenfassend geben die Ergebnisse der hier prasentierten Studie Hinweise darauf,
dass die im Gehirn exprimierten miRNAs, miR-499, miR-708 und miR-1908 eine Rolle bei
der Krankheitsentstehung der BD spielen. Wie genau sie regulatorisch tiber ihre Zielgene
biologische Signalwege zur Entwicklung der BD beeinflussen, geht iiber den Rahmen

dieser Arbeit hinaus und wird Gegenstand von zukiinftigen Studien sein.
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5.2 Mehrfach betroffene kubanische Familien

Ermittlung des Polygenen Risikoscores

In der Untersuchung der mehrfach mit BD betroffenen kubanischen Familien konnte
keine signifikante Erhohung des PRS in Patienten mit BD im Vergleich zu nicht
betroffenen Familienmitgliedern festgestellt werden. Dadurch motiviert wurden
betroffene Individuen der Familien ausgewahlt und mittels WES untersucht. Diese
Methode erwies sich als geeignet das allelische Spektrum des Exoms zu erfassen und
erlaubte die Identifizierung von seltenen und potenziell funktionellen genetischen
Varianten. Unsere Ergebnisse lassen jedoch keine definitive Schussfolgerung zu und es
besteht die Moglichkeit, dass die hohe Pravalenz von BD in diesen Familien durch die
gemeinsamen Effekte haufiger genetischer Varianten erklart werden kann.

Die vorliegende Studie hat die folgenden Limitationen, die bei der Interpretation der
Ergebnisse miteinbezogen werden miissen: i) Bisher wurde keine optimale p-Wert
Schwelle zur Berechnung eines PRS fiir BD auf Grundlage der verwendeten Daten
etabliert (Mullins et al., 2021; Stahl et al., 2019). Fiir die Analysen wurden daher zehn
verschiedene p-Wert Schwellen fiir die verwendeten Varianten getestet. Entsprechend
bestand auch die Notwendigkeit, die Schwelle fiir Signifikanz fiir die zehn durchgefiihrten
Tests zu korrigieren. Bei der Berechnung des PRS unter Verwendung der ausschlief3lich
genomweit signifikanten Risikovarianten konnte ein nominal signifikant h6herer PRS in
Patienten mit BD festgestellt werden. Ein Signal, das allerdings nicht die Korrektur fiir
multiples Testen tiberstand. ii) Der Probenumfang fiir die Analyse des PRS war gering (17
Patienten mit BD und 6 gesunde Individuen) was eine begrenzte statistische Power und
Aussagekraft zur Folge hat. iii) Ausgehend von der Annahme, dass ein erh6htes polygenes
Risiko in den untersuchten Familien kausal fiir die Ausbildung einer BD war, wire zu
erwarten, dass auch nicht betroffene verwandte Familienmitglieder einen héheren PRS
aufweisen und diese Individuen dann durch Fehlen anderer Risikofaktoren die
psychiatrische Stérung nicht entwickelt haben. Um diese Fragestellung adidquat
untersuchen zu konnen, miisste beispielsweise ein Vergleich zwischen den gesunden
Familienmitgliedern und einer populationsspezifischen Kohorte gesunder Individuen
stammend aus der siidostlichen Region Kubas durchgefiihrt werden wie beispielsweise
in der Studie von Andlauer et al. (2021), in der Familien, Patienten und Kontrollen mit
andalusischer Abstammung untersucht wurden. Diese Studie von Andlauer et al. (2021)
befasste sich mit der Analyse von 395 Patienten aus mehrfach betroffenen Familien mit
BD und einer unabhadngigen Kohorte von 438 Patienten und Kontrollen. Die Autoren
zeigten, dass Mitglieder von mehrfach betroffenen Familien mit BD unabhingig vom
Diagnosestatus einen h6heren PRS fiir BD, SCZ und MD hatten. Dieser erhohte PRS fiir BD

und SCZ war dartber hinaus in den Mitgliedern der mehrfach betroffenen Familien nach
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Korrektur fiir multiples Testen statistisch signifikant (Andlauer et al., 2021). Auf3erdem
hatten diese familidren Patienten mit BD einen signifikant hoheren BD PRS als gesunde
Familienmitglieder und unverwandte Patienten mit BD (Andlauer et al., 2021). Folglich,
so vermuten die Autoren, war die hohe Inzidenz fiir BD in diesen Familien méglicherweise
auf die erh6hte Anzahl haufigen Risikovarianten zuriickzufiihren. Diese zu unserer Studie
gegensatzliche Beobachtung konnte ebenfalls darauf hindeuten, dass die
Stichprobengrofie von nur zwei Familien in unsere Studie die statistische Aussagekraft
erheblich einschrankt, insbesondere auch durch das Fehlen von unabhangigen Patienten
und Kontrollen aus der gleichen Population. Zudem ist es moglich, dass die Suszeptibilitat
fiir BD in den beiden kubanischen Familien eher durch seltene und hoher penetrante

genetische Varianten als durch polygene Effekte bedingt ist.

Analyse der WES-Daten und die Identifizierung seltener Kandidatenvarianten

In dieser Arbeit wurden mittels WES 17 nicht-synonyme und potenziell funktionelle,
seltene genetische Varianten identifiziert, die eine mogliche Rolle bei der
Krankheitsentstehung der BD spielen. Fir jede der identifizierten Varianten wurde eine
hochstens unvollstindige Penetranz festgestellt, was im Hinblick auf die genetische
Architektur der BD nicht tiberraschend ist. Selbst seltene CNVs, welche im Bereich der
psychiatrischen Erkrankungen den potenziell grofditen genetischen Effekt haben, zeigen
eine reduzierte Penetranz (Green et al., 2016; Kirov et al., 2014).

Zu den interessantesten Befunden dieser Studie zahlt eine seltene genetische Variante,
identifiziert in Kuba I, im kodierenden Bereich des Gens SERPING1. Dieses im humanen
Gehirn exprimierte Gen kodiert flir den C1-Esterase-Inhibitor, ein stark glykolisiertes
Plasmaprotein, welches in der Regulierung des Komplementsystems involviert ist. Das
Protein hemmt C1r und C1s des ersten Komplementfaktors und reguliert auf diese Weise
seine Aktivierung (Johnsrud et al., 2015). Bemerkenswerterweise ist SERPING1 unter den
genomweit signifikanten Befunden einer grofsen GWAS fiir SCZ (rs9420, p = 2,24 x 10-°)
und fand weitere Bestitigung in der zurzeit groften GWAS fiir SCZ (rs9420, p =
3,10 x 10-10) (Ripke et al., 2014; Trubetskoy et al., 2022). Interessanterweise wurde mit
rund 0,68 eine substanzielle genetische Korrelation zwischen BD und SCZ beobachtet
(Grotzinger et al,, 2022; Lee et al,, 2013; Ripke et al., 2014). Eine weitere Studie konnte
zeigen, dass mehrere Gene des Komplementsystems, darunter SERPING1, eine signifikant
differentielle Expression in postmortalem Hirngewebe in einer Subgruppe von Patienten
mit SCZ im Vergleich mit gesunden Kontrollen zeigte (Carlstrom et al., 2021). Die
Identifikation der seltenen Variante lokalisiert in SERPING1 in unserer mehrfach
betroffenen Familie kdnnte demnach auch als weitere Evidenz fiir die liberlappende
genetische Atiologie zwischen psychiatrischen Erkrankungen, insbesondere zwischen BD

und SCZ aufgefasst werden. Des Weiteren wurde das Komplementsystem als zentraler
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biologischer Signalweg identifiziert, iiber den seltene CNVs das Risiko fiir SCZ durch
Beeinflussung der Synapseneleminierung erhéhen kénnten (Sekar et al., 2016). Die in
dieser Arbeit identifizierte genetische Variante fithrt zu einer Substitution der
Aminosdure Leucin mit Phenylalanin (p.L349F), welche innerhalb einer beta-
Faltblattstruktur des Proteins liegt (http://www.uniprot.org). Dieser Basenaustausch
wurde von den verwendeten Pradiktionsalgorithmen als potenziell funktionell
eingeschatzt und eine mogliche Veranderung der rdaumlichen Struktur des Proteins
konnte dessen Funktion modifizieren. Dariiber hinaus ist SERPINGI ein bekanntes
Risikogen fiir das hereditire Angioddem (HAE, hereditary angioedema). Die in dieser
Studie identifizierte Variante war jedoch nicht als kausale HAE-Mutation in etablierten
klinischen Datenbanken gelistet (Blanch et al., 2003). Zusatzlich wurden keine klinischen
Merkmale eines HAE in den Familienmitgliedern von Kuba 1 berichtet.
Bemerkenswerterweise wurde in einer Studie von Fouche et al. (2014) ein mdglicher
Zusammenhang zwischen dem HAE und MD hergestellt. Diese Assoziation konnte
womoglich auf die chronischen und lebensbedrohlichen klinischen Charakteristika von
HAE zuriickzufiihren sein. Anderseits konnte es aber auch ein Hinweis auf potenzielle
pleiotropische Effekte seltener Varianten in diesem Gen sein.

Die zweite priorisierte genetische Variante, die in Kuba I identifiziert werden konnte, liegt
in dem Gen TMEMZ220. Nach bestem Wissen ist bisher keine Studie bekannt, die Gber eine
potenzielle Rolle von TMEMZ220 in einer psychiatrischen Erkrankung berichtet. Jabbari et
al. (2018) untersuchten jedoch die WES-Daten von 390 Patienten mit einer
idiopathischen Epilepsie und 572 gesunden Kontrollen und identifizierten eine
assoziierte Deletion (228550 bp), die mehrere Gene ADPRM, MAGOHZP, MYH1, MYH?,
MYH3, MYHAS, SCO1 und TMEMZ220 umfasste. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass
psychiatrische Stérungen, wie MD, haufige Komorbidititen bei Epilepsie darstellen
konnen. Sie kénnen einer Epilepsiediagnose vorausgehen, mit ihr zusammen auftreten
oder ihr folgen (Gaitatzis et al., 2004; Kanner et al,, 2012). Zusammengenommen bleibt
die Evidenz aus der Literatur jedoch schwach und begrenzt.

In Kuba II implizierten seltene und potenziell funktionelle genetische Varianten
insgesamt 15 Kandidatengene von denen 11 eine Expression im humanen Gehirn zeigten.
Es gab keine Uberschneidung der 17 potenziellen Kandidatengene, die in dieser Arbeit
identifiziert wurden, mit den bis dahin identifizierten Befunden aus NGS-Studien fiir BD
(Y.C.Chenetal,, 2013; Cruceanu et al., 2013; Georgi et al., 2014; Goes et al., 2016; Kataoka
et al,, 2016; Kerner et al,, 2013; Rao et al.,, 2017; Strauss et al., 2014; Szatkiewicz et al.,
2019). Auch in aktuelleren Untersuchungen sind diese potenziell funktionellen
genetischen Varianten sowie die implizierten Kandidatengene nicht identifiziert worden
(Forstner et al., 2020; Toma et al., 2021). Zum einen konnte dies die ausgepragte
genetische Heterogenitit sowie die diversen biologischen Signalwege, die in der Atiologie

der BD eine Rolle spielen, widerspiegeln. Zum anderen sind hier populationsspezifische
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Effekte, methodische und technologische Unterschiede zwischen den Studien,
insbesondere in Bezug auf die angewandten Filterkriterien und Definition der
Kandidatenvarianten, als Griinde zu nennen.

Die heute grofdte exomweite Analyse fiir die BD wurde von Palmer et al. (2022)
durchgefiihrt und umfasste 13933 Patienten und 14422 Kontrollen zusammengestellt aus
13 unterschiedlichen Kohorten aus sechs Landern. Keine der untersuchten Varianten und
Gene erreichte exomweite Signifikanz. Es wurde jedoch eine Anreicherung von seltenen
PTVs in Genen gefunden, die unter starkem evolutiondrem Druck stehen. Aufderdem
konnte eine Anreicherung dieser sehr seltenen PTVs in Genen beobachtet werden, die
durch eine exomweite Metaanalyse fiir SCZ (SCHEMA; 24248 Patienten und 97322
Kontrollen) impliziert wurden. Diese Beobachtung stiitzt die Sicht auf psychiatrische
Erkrankungen als ein Spektrum mit geteilten und tiberlappenden Symptomen sowie einer
gemeinsamen genetischen Atiologie, die besonders in der Kategorie der seltenen und
protein-trunkierenden Varianten liegen konnte. Die in unserer Studie identifizierten
seltenen und potenziell funktionellen Varianten sind nur teilweise in der BipEx-
Datenbank vertreten (zwolf von 17), was darauf hinweisen konnte, dass die iibrigen
Varianten so selten sind, dass die Kohortengrofde nicht ausreicht, um sie zu identifizieren.
Es ist jedoch auch moglich, dass sie ausschliefdlich innerhalb der kubanischen Population
oder sogar dieser Familie auftreten. Fiir unsere Kandidatenvarianten, die in der BipEx
Kohorte ebenfalls vorhanden waren, sind teilweise zu wenige Allele beobachtet worden
(< 10), sodass kein p-Wert der x2 Statistik in der BipEx Datenbank berichtet wurde (fiinf
der zwolf Varianten). Diese Tatsache bestatigt die aufderordentliche Seltenheit der
genetischen Varianten, lieferte jedoch keine weitere statistische Evidenz fiir deren
potenzielle Rolle in der Entstehung der BD. Aus diesem Grund wurde stattdessen mit
einem Fisher’s exact Test die Assoziations-p-Werte berechnet, die jedoch fiir keine der
zwolf potenziell funktionellen Varianten korrekturstabil war und somit keine Aussage
iber die Grofie oder Richtung des potenziellen Effekts zuldsst. Einzig eine Variante
lokalisiert in THYN1 (rs143669769) hatte mit 0,012 einen nominal signifikanten p-Wert,
jedoch stimmte die Effektrichtung nicht mit der in unseren Daten {iberein. Die
Effektrichtung von insgesamt acht der zwo6lf Kandidatenvarianten war identisch mit der
beobachteten Richtung in unserer Studie und damit héher als der zu erwartende Anteil.
Ein einseitiger Binomialtest (p = 0,194), deutete jedoch darauf hin, dass der beobachtete
Anteil an iibereinstimmenden Effektrichtungen nicht signifikant grofier war als der
erwartete Anteil (a« = 0,05). Die in unserer Studie identifizierten seltenen Varianten liefern
keine ausreichende statistische Evidenz, dass sie mit hoher Penetranz an der Entstehung
der BD in den beiden untersuchten Familien beteiligt sind. Dies unterstreicht die
Herausforderung, seltene genetische Varianten und deren Effekte in kleinen Stichproben
zu identifizieren. Der Fakt, dass die Ergebnisse von Palmer et al. (2022) zeigten, dass

insbesondere PTVs in Genen, die mit SCZ assoziiert sind, angereichert sind, starkt die
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Erkenntnis, dass die Grenzen klinischer Diagnosen fiir psychiatrische Erkrankungen zu
scharfsind und geteilte Symptomatik und Ursachen mehr Berticksichtigung finden sollten
(Yamada et al.,, 2020). Vor allem fiir die Diagnose und Therapie konnte die Aufklarung der
genauen genetischen Ursachen und eine Patientenstratifizierung nach genau eben diesen
ein enormes Potential bieten.

Die gezeigten Uberschneidungen der BD mit anderen psychiatrischen Erkrankungen legt
nahe, dass die heutigen Diagnosedefinitionen die tatsdchlichen zugrundeliegenden
genetischen Ursachen nicht klar erfasst (Craddock et al., 2005; Craddock & Owen, 2010;
Owen et al,, 2023). Die Einteilung der Patientenkohorten nach eben diesen Diagnosen in
einem bivariaten System aus Patienten und gesunden Kontrollpersonen koénnte die
Identifizierung der genetischen Faktoren erschweren. Um weitere Hinweise zu den
bislang identifizierten Kandidatenvarianten und deren potenzielle Funktion in der
Entwicklung der BD zu erlangen, sind zusatzliche und umfassende Familien- und
Replikationsstudien, notwendig. Der Zusammenschluss in internationale Konsortien zur
Harmonisierung bereits generierter genetischer Daten und erklartes Ziel z.B. des Bipolar
Sequencing Consortium, ist eine mogliche Mafinahme (Shinozaki & Potash, 2014).
Aufierdem konnten detaillierte Untersuchungen von Familien mit spezifischen
Subphdnoptypen eine Reduktion der genetischen Heterogenitit bewirken und es
ermoglichen weitere Erkenntnisse iiber die beobachteten Divergenzen Kklinischer
Charakteristika der BD zu erlangen (Benazzi, 2009; Cruceanu et al., 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten des ExAC (http://exac.broadinstitute.org,
version 0.3, 2015) dafiir genutzt die MAF der identifizierten genetischen Varianten zu
bestimmen. Das EXAC harmonisiert die WES-Daten von diversen Projekten und Kohorten
und stellt der Wissenschaftsgemeinschaft auf diese Weise genetische Informationen von
60706 unverwandten Individuen zur Verfligung. Zum Zeitpunkt der Analyse im Jahr 2017
der beiden kubanischen Familien stellte diese Sammlung die grofdte Quelle humaner
WES-Daten dar und gewann durch eine Erweiterung und Erganzung um
Gesamtgenomdaten noch grofdere Bedeutung (gnomAD) (Karczewski et al., 2020). Der
Grof3teil der Individuen in dieser Datenbank ist von europdischer Herkunft (60 %). Zu
kleineren Teilen sind Individuen von afrikanischer (9 %) und lateinamerikanischer
Abstammung vertreten (10 %). Eine zuvor veroéffentlichte Analyse stellte fest, dass in der
kubanischen Bevolkerung ein dhnliches Mischverhdltnis europdischer (72 %),
afrikanischer (20 %) und indianischer (8 %) Abstammung vorliegt (Marcheco-Teruel et
al, 2014). Eine zusatzlich durchgefiihrte Populationsstrukturanalyse konnte diese
Befunde bestdtigen und zeigte, dass die beiden untersuchten kubanischen Familien
hauptsachlich mit Siideuropdern und gemischten amerikanischen Ethnien clusterten.
Daher wurde die MAF-Abschitzung der genetischen Varianten aus den beiden
kubanischen Familien basierend auf den ExAC-Daten vorgenommen. Gewiss sollte in

zukilinftigen Studien ein Vergleich der MAF von haufigen und seltenen Varianten in einer
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populationsspezifischen Kontrollkohorte durchgefiihrt werden, was aber den Umfang
dieser Studie tiberschritten hatte und als eine Limitation anzusehen ist.

Alle Kandidatenvarianten, die in einer der kubanischen Familien identifiziert wurden,
wurden auch in der jeweils anderen kubanischen Familie und unverwandten
angeheirateten Individuen untersucht, um dadurch erste Hinweise auf deren allgemeine
Haufigkeit in der kubanischen Population zu erzielen. Keine der seltenen genetischen
Varianten wurde auf diese Weise ausgeschlossen, was als Evidenz angesehen werden
kann, dass die hier prasentierten Kandidatenvarianten tatsachlich selten sind. Die
untersuchte Probengrofie ist jedoch sehr klein und Populationsstratifikation kann nicht
ausgeschlossen werden.

Die Auswahl der implizierten Kandidatengene beruhte auf einer individuellen Filter- und
Priorisierungsstrategie. Auch wenn die verwendeten Pradiktionsalgorithmen im Feld
etabliert sind und weitreichend genutzt werden, unterliegen deren Vorhersagen tber
potenzielle Auswirkungen einer genetischen Variante auf die Proteinstruktur
und -funktion gewissen Limitationen und Annahmen der statistischen Modelle. Die
verwendeten Tools integrieren Informationen wie die populationsspezifische MAF, die
phylogenetische Konservierung und/oder spezifische Eigenschaften von Aminosauren
(Adzhubei et al., 2010; Chun & Fay, 2009; P. Kumar et al., 2009; Schwarz et al., 2014). Um
aber eine fundierte Schlussfolgerung iiber den Effekt einer genetischen Variante zu
ziehen, muss diese funktionell in einem geeigneten Zell- oder Tiermodell aufgearbeitet
werden. Zellmodelle, die auf induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) basieren,
bieten den Vorteil genetische Varianten auf zelltyp- and patientenspezifische Weise
untersuchen zu konnen. Neuere Studien deuten beispielsweise auf Storungen in der
neuronalen Differenzierung, Migration und Reifung (Perrottelli et al.,, 2024) sowie auf
spezifische molekulare Verdanderungen in Gliazellen bei der BD hin (Amossé et al., 2023).
Die Differenzierung in solche relevanten Zelltypen erlaubt es, potenziell
krankheitsrelevante Phanotypen auf Ebene spezialisierter Zellfunktionen zu untersuchen
und biologische Signalwege, die fiir die BD impliziert wurden, funktionell aufzuarbeiten,
ohne dabei auf postmortales Hirngewebe angewiesen zu sein, was zudem mit weiteren
funktionellen Einschrankungen verbunden ist.

Der Fokus dieser Studie lag auf der Identifizierung seltener Varianten (MAF < 0,1 %) mit
einer hoheren Penetranz. Da seltene Varianten und Varianten mit niedrigerer Frequenz
(MAF 0,1-5 %) mit moderatem Effekt ebenfalls zur Entstehung einer BD beitragen
konnten, konnte eine Neu-Evaluierung des Datensatzes mit relaxierten Filterkriterien
vorgenommen werden. Eine ausfiihrliche Interpretation dieser genetischen Varianten
konnte als Basis fiir zukiinftige Studien dienen und weitere Anhaltspunkte zur
genetischen Architektur der BD im Allgemeinen und in den beiden kubanischen Familien
im Speziellen liefern. Die kontinuierliche Weiterentwicklung der in-silico

Prognosewerkzeuge und die Vergrofierung der Datensatze, mit denen diese Algorithmen
76



Diskussion

trainiert werden, konnten zu einer enormen Verbesserung der Schatzung funktioneller
Effekte genetischer Varianten fiihren.

Unsere Untersuchung der beiden mehrfach betroffenen kubanischen Familien konnten
seltene und potenziell funktionelle genetische Varianten identifizieren, die 17
unterschiedliche Gene implizierten. Diese Gene sind daher vielversprechende
Kandidaten, die eine Rolle in der Atiologie der BD spielen konnten. Die interessanteste
genetische Variante, befand sich im Gen SERPING1, welches bereits als genomweit
signifikantes Risikogen fiir SCZ berichtet wurde. Insgesamt prasentieren die vorliegenden
Daten neue Kandidatengene fiir die Suszeptibilitit fir BD und konnten bei der
Entdeckung der krankheitsrelevanten biologischen Signalwege und regulatorischer
Netzwerke zukinftig von Bedeutung sein.

Zusammen mit den Erkenntnissen aus spateren Familienstudien zur BD wird die
komplexe genetische Architektur der BD sichtbar (Forstner etal., 2020; Toma et al., 2018,
2021). Dies verdeutlicht die Notwendigkeit einer stetigen Erweiterung der Stichproben,
Verbesserung des Studiendesigns und der Technologie sowie der Einbeziehung
detaillierter phdnotypischer Daten und einer gezielten Stratifizierung der
Patientenkohorte (O’Connell et al, 2025). Zudem bietet die Erweiterung auf
unterschiedliche Arten von genetischen Varianten (CNVs, Varianten niedriger MAF,
Varianten in nichtkodierenden Bereichen des Genoms) ein erhebliches Potential den
genetischen Beitrag weiter aufzuklaren und das Spektrum psychiatrischer Erkrankung
besser zu verstehen. In der Zukunft wird es von entscheidender Bedeutung sein, moderne
Hochdurchsatztechnologien wie Einzelzellsequenzierung und Multi-Omics-Ansatze in
der Erforschung der BD einzubinden. Diese Methoden ermdoglichen eine noch prazisere
Erfassung der genetischen und molekularen Mechanismen, die neuropsychiatrischen
Erkrankungen wie der BD zugrunde liegen. Dartiber hinaus wird die Integration von
Umweltfaktoren und Epigenetik immer wichtiger, um das Zusammenspiel zwischen
Genen und Umwelt bei der Krankheitsentstehung besser zu verstehen. Die Zukunft des
Feldes konnte in der Entwicklung personalisierter Ansatze liegen. Die Fortschritte in der
genetischen Forschung konnten es ermoglichen spezifische Risikoprofile fiir einzelne
Patienten(-gruppen) zu erstellen, was prazisere Diagnoseverfahren und therapeutische
Ansatze fordern wirde. Schliefllich wird die internationale Zusammenarbeit, die
harmonisierte Datensdtze und eine gemeinsame Nutzung von Ressourcen ermdoglicht,
entscheidend sein, um die genetischen Ursachen des Spektrums neuropsychiatrischer

Erkrankungen umfassend zu entschliisseln.
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6 Zusammenfassung

Die bipolare Storung (BD) gehoért zu den affektiven Storungen und zdhlt zu den
schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen weltweit. Die BD ist gekennzeichnet
durch extreme Stimmungsschwankungen und Betroffene erleben Phasen von
ibermafliigem Hochgefithl und Energie, sowie depressive Episoden. Die genauen
Ursachen der BD sind noch nicht vollstindig gekldrt. Sie ist eine multifaktorielle
Erkrankung, bei der genetische Faktoren eine wesentliche Rolle in der
Krankheitsentstehung spielen. Bisher existiert kein zuverlassiger Diagnosetest und der
Phanotyp der BD wird ausschliefdlich anhand klinischer Merkmale definiert, was sowohl
die Diagnose als auch die Behandlung erschwert. Das {ibergeordnete Ziel der
vorliegenden Arbeit war es einen Beitrag zur Aufklirung der genetischen Atiologie der
BD zu leisten, mit besonderem Fokus auf die Rolle von microRNAs (miRNAs) und seltenen
genetischen Varianten in mehrfach betroffenen Familien.

Im ersten Teil der Arbeit wurde im Rahmen einer genomweiten Untersuchung die
potenzielle Beteiligung von miRNAs an der Entstehung der BD untersucht. Dazu wurden
die Einzel-SNP-Teststatistiken unserer BD GWAS (Miihleisen et. al, 2014) auf Basis ihrer
genetischen Position in die drei Kategorien i) miRNA, ii) proteinkodierendes Gen und iii)
intergenisch eingeteilt und separat auf Anreicherung von Assoziation untersucht. Ein
Kategorietest bestdtigte eine signifikante Anreicherung flir BD-assoziierte SNPs in
miRNA-Loci (p =0,037) und in Genloci (p = 2,39 x 10-7), jedoch nicht fiir die SNPs in
intergenischen Bereichen (p > 0,99). Eine Locus-basierte VEGAS-Analyse der BD GWAS-
Daten identifizierte eine signifikante Assoziation mit BD fiir neun von 609 getesteten
miRNAs. Als vielversprechendste Kandidaten wurden miR-499, miR-708 und miR-1908
priorisiert, da sie ein miRNA-spezifisches Signal aufwiesen und Expression im humanen
Gehirn zeigten. Es konnte keine signifikante Anreicherung von mit BD-assoziierten Genen
innerhalb der Zielgene dieser miRs festgestellt werden. Eine Analyse, der im humanen
Gehirn exprimierten Zielgene der miR-499, miR-708 und miR-1908, ergab hingegen eine
signifikante Anreicherung in insgesamt 18 biologischen Signalwegen. Unter anderem
waren relevante biologische Signalwege zur Bildung des zentralen Nervensystems (p =
4,18 x 10-2), des limbischen Systems (p = 2,2 x 10-3), des synaptischen Vesikeltransports
(p =3,78 x 10-2), sowie zur Entwicklung des Nervensystems (p = 4,5 x 10-3) vertreten.
Eine funktionelle Aufarbeitung durch eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Professor Schratt zeigte, dass die Uberexpression von miR-499 hippocampalen
Rattenneuronen keinen signifikanten Einfluss auf die Grofle oder Dichte der
Dornfortsatze hatte. Ausgehend von diesen gewonnenen Erkenntnissen, sind weitere
genetische Studien auf der Grundlage umfangreicher Datensitze, sowie funktionelle

Analysen in geeigneten Tier- und Zellmodellen notwendig, um prazisere Aussagen liber
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die genaue Funktion der priorisierten miRNAs und das durch sie regulierte Netzwerk
treffen zu konnen.

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit wurden zwei kubanische, mehrfach betroffene
Familien mit BD (Kuba I und Kuba II) auf Ebene haufiger und seltener genetischer
Varianten untersucht, um deren Rolle bei der Krankheitsentstehung der BD zu klaren.
Unter Zuhilfenahme von SNP-Array Daten wurden die Verwandtschaftsverhaltnisse
innerhalb der beiden mehrfach betroffenen Familien durch Schatzung der
Verwandtschaftsgrade basierend auf identity by descent-Proportionen validiert, wodurch
eine kryptische Verwandtschaft zwischen den Familien ausgeschlossen werden konnte.
Eine Populationsstrukturanalyse stellte fest, dass die beiden kubanischen Familien
hauptsachlich mit Siideuropdern und gemischten amerikanischen Ethnien clusterten.
Daher wurde die minore Allelfrequenz (MAF) der genetischen Varianten der beiden
kubanischen Familien anhand der ExAC-Daten geschatzt, die Populationen mit
liberwiegend europdischer sowie zu geringeren Anteilen afrikanischer und
lateinamerikanischer Herkunft reprasentieren. Zur Erfassung der kumulativen Effekte
haufiger genetischer Varianten wurde ein polygener Risikoscore (PRS) berechnet. In den
kubanischen Familien war der PRS von Patienten mit BD im Vergleich zu
Familienmitgliedern ohne psychiatrische Erkrankung, oder einer anderen
psychiatrischen Diagnose als BD nominal signifikant hoher (p =0,027), wenn die Analyse
auf Varianten beschrankt war, die eine genomweit signifikante Assoziation (p <5 x 10-8)
in der BD GWAS von Stahl et al. (2019) aufwiesen. Anschliefdend wurden 15 Individuen
mit einer Diagnose der BD aus den Familien Kuba I und II ausgewdhlt und mittels
Exomsequenzierung (WES) auf sehr seltene genetische Varianten mit hoherer Penetranz
untersucht. Um eine Anreicherung dieser Varianten zu erzielen, konzentrierte sich die
vorliegende Untersuchung auf Varianten mit einer MAF von < 0,1 %, die von allen
Familienmitgliedern bzw. innerhalb der Teilfamilie geteilt wurden. Dieser
Filterungsschritt gefolgt von einer Priorisierung nach geschatzt funktionellem Effekt
resultierte in 17 Kandidatenvarianten, die 14 missense Varianten und 3 kleine InDels, die
alle eine Leserasterverschiebung zur Folge hatten, umfassten. Zur Validierung dieser
Kandidatenvarianten und zur Aufklarung ihrer Segregation wurden alle Individuen der
beiden kubanischen Familien mittels Sanger-Sequenzierung untersucht. Keine der
Varianten wurde in der entsprechenden anderen Familie oder in den unverwandten und
angeheirateten Personen identifiziert, wodurch keine populationsspezifischen Effekte
festgestellt werden konnten. Von den 17 durch die Kandidatenvarianten implizierten
Gene zeigten 13 Gene eine Expression im humanen Gehirn. Zu den interessantesten
Befunden dieser Studie zahlte eine seltene genetische missense Variante (p.L349F), die in
der Familie Kuba I identifiziert wurde. Diese Variante liegt im kodierenden Bereich des
Gens SERPINGI1, welches fir den C1l-Esterase-Inhibitor kodiert und eine Rolle in der

Regulierung des Komplementsystems spielt. Da SERPING1 auch in einer der grofdten
79



Zusammenfassung

GWAS fiir Schizophrenie (SCZ) ein genomweit signifikanter Befund ist (rs9420,
p=3,10 x 10-19) (Trubetskoy et al.,, 2022) stirkt dieser Befund die Hypothese einer
liberlappenden genetischen Atiologie zwischen BD und SCZ. Um die Bedeutung dieser
Kandidatenvarianten fiir die Entstehung der BD weiter zu untersuchen, wurden die
Einzelvariantenstatistiken fiir 12 der 17 Kandidatenvarianten im unabhingigen
Datensatz des BipEx-Projekts herangezogen, um die Assoziations-p-Werte mit einem
Fisher’s exact Test zu berechnen. Kein p-Wert war signifikant nach Korrektur fiir
multiples Testen, jedoch war der p-Wert fiir die im Gen THYNI1 (p.H137Y) lokalisierte
Variante nominal signifikant vor Korrektur mit der Bonferroni Methode (p = 0,012).
Ferner zeigten die Ergebnisse einer nicht-parametrischen Kopplungsanalyse fiir keines
der angewendeten Modelle (NPLpairs und NPLan Statistik) ein Kopplungssignal, welches
die Schwelle von LOD > 2,2 tuberstieg. Insgesamt konnte keine weitere, liberzeugende
Evidenz fiir eine Beteiligung dieser seltenen und potenziell funktionellen
Kandidatenvarianten an der Entstehung der BD gefunden werden.

Zusammenfassend leistet die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zum besseren
Verstindnis der genetischen Atiologie der BD. Erstmals wurde eine systematische,
genomweite Untersuchung der Rolle von miRNAs sowie die Identifizierung sehr seltener
und penetranter Varianten in mehrfach betroffenen Familien hinsichtlich ihres Beitrags
zur Entstehung der BD durchgefiihrt. Die Ergebnisse bildeten bereits eine Grundlage fiir
weiterfiihrende Forschungen und trugen zur Weiterentwicklung des wissenschaftlichen
Diskurses mafdgeblich bei. Um die genetischen Ursachen umfassend aufzuklaren, sind
jedoch weitere Studien unerldsslich. Neben der Erweiterung der Kollektive in Bezug auf
ihre Grofde und Diversitiat der vertretenen Populationen ist eine Fokussierung auf das
gesamte allelische Spektrum entlang seltener und hdaufiger Varianten wichtig.
Insbesondere, da sowohl die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als auch die aktuelle
Datenlage neuerer Studien keine Hinweise auf eine signifikante Beteiligung von sehr
seltenen und hoch penetranten genetischen Varianten liefern. Zukiinftige Studien, die
detaillierter phanotypisierte Kollektive unter Einsatz neuer Methoden untersuchen,
haben das Potenzial, die komplexe genetische Architektur der BD genauer zu
stratifizieren. Neben genetischen Studien sind auch funktionelle Untersuchungen zur
Aufklarung der Rolle der identifizierten Risikogene und -varianten in geeigneten Tier-
und Zellmodellen von entscheidender Bedeutung fiir ein tieferes Verstandnis. Zusammen
bilden diese Studien eine wichtige Grundlage fiir die Verbesserung und
Weiterentwicklung der Diagnose sowie der Behandlung der BD, indem sie tiefere

Einblicke in die genetische und phanotypische Komplexitat der Erkrankung bieten.
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Appendix

Tab. 14 Die 64 genomweit signifikanten Loci fiir BD aus der aktuell gréfdten GWAS fiir BD.
Die Befunde beziehen sich auf genomweit signifikante SNP-Assoziationen in dem Locus. Bereits bekannte Befunde
mit Angabe der Publikation PGC1 (PMID:21926972); PGC2 (PMID:31043756); Hou 2016 (PMID:27329760); Ikeda
2017 (PMID:28115744); Green 2013 (PMID:22565781); Charney 2017 (PMID:28072414). Neue Loci sind nach dem
nachsten Gen zum Index-SNP benannt und fett markiert. P-Werte sind zweiseitig und basieren auf einer nach inverser
Varianz gewichteten metaanalytischen Festeffekte-Schatzung. Tabelle modifiziert aus Mullins et al. (2021).

o, A1Frequenzin Befunde fiir BD

CHR | Position SNP D OR s.e. |Al1/A2 Kontrollen (Publikation)

1 61105668 | rs2126180 1,6E-09 [ 1,058 | 0,009 A/G 0,457 LINC01748

1 163745389 | rs10737496 7,2E-09 | 1,056 | 0,009 c/T 0,444 NUF2

2 97416153 | rs4619651 4,8E-11 [ 1,068 0,01 G/A 0,67 LMANZL (PGC2)

2 166152389 | rs17183814 2,7E-08 [ 1,108 [ 0,019 G/A 0,924 SCN2A (PGC2)

2 169481837 | rs13417268 2,1E-08 [ 1,064 | 0,011 c/G 0,758 CERS6

2 193738336 | rs2011302 4,3E-08 [ 1,055 | 0,01 A/T 0,377 PCGEM1

2 194437889 | rs2719164 4,9E-08 [ 1,053 [ 0,01 A/G 0,564 intergenisch (PGC2)

3 36856030 | rs9834970 6,6E-19 | 1,087 [ 0,009 c/T 0,481 TRANKI (PGC2)

3 52626443 | rs2336147 3,6E-13 | 1,07 0,009 T/C 0,498 ITIH1 (PGC2)

3 70488788 | rs115694474 | 2,4E-08 | 1,068 | 0,012 T/A 0,799 MDFIC2

3 107757060 | rs696366 4,5E-08 [ 1,053 | 0,009 C/A 0,55 CD47 (PGC2)

4 123076007 | rs112481526 | 1,9E-09 | 1,065 | 0,011 G/A 0,256 KIAA1109

5 7542911 1528565152 2E-09 1,07 0,011 A/G 0,238 ADCY2 (PGC2)

5 78849505 | rs6865469 1,7E-08 | 1,06 0,01 T/G 0,274 HOMER1

5 80961069 | rs6887473 88E-09 [1,062 |0,011 G/A 0,739 SSBP2 (PGC2)

5 137712121 | rs10043984 3,7E-08 [ 1,062 | 0,011 T/C 0,236 KDM3B

5 169289206 | 510866641 2,8E-11 [ 1,065 | 0,009 T/C 0,575 DOCK2

6 26463575 | rs13195402 58E-15 | 1,146 | 0,018 G/T 0,919 MHC

6 98565211 | rs1487445 1,5E-15 | 1,078 | 0,009 T/C 0,487 POU3F2 (PGC2)

6 152793572 | rs4331993 2E-08 1,056 | 0,01 A/T 0,382 SYNEI (Green 2013)

6 166995260 | rs10455979 4,2E-09 [ 1,057 [0,01 G/C 0,5 RPS6KA2 (PGC2)

7 2020995 1512668848 19E-09 [ 1,059 [0,01 G/A 0,575 MAD1L1 (Hou 2016, Ikeda 2017)

7 11871787 | rs113779084 | 1,4E-13 [ 1,079 | 0,01 A/G 0,299 THSD7A (PGC2)

7 21492589 | rs6954854 59E-10 | 1,06 0,009 G/A 0,425 SP4

7 24647222 | rs12672003 2,7E-09 | 1,096 | 0,016 G/A 0,113 MPP6

7 105043229 | rs11764361 3,5E-09 | 1,063 [ 0,01 A/G 0,668 SRPK2 (PGC2)

7 131870597 | rs6946056 3,7E-08 [1,055 [0,01 C/A 0,623 PLXNA4

7 140676153 | rs10255167 1,6E-08 | 1,068 | 0,012 A/G 0,778 MRPS33 (PGC2)

8 9763581 1562489493 2,6E-11 | 1,094 | 0,014 G/C 0,128 miR124-1

8 10226355 | rs3088186 2,1E-08 [1,058 [0,01 T/C 0,287 MSRA

8 34152492 | rs2953928 6,3E-09 | 1,124 [0,02 A/G 0,067 RP1-84015.2 (lincRNA)

8 144993377 | rs6992333 1,6E-09 [ 1,062 |0,01 G/A 0,41 PLEC

9 37090538 | rs10973201 2,5E-08 | 1,101 | 0,017 c/T 0,11 ZCCHC7

9 141066490 | rs62581014 2,8E-08 [1,067 [0,012 T/C 0,366 TUBBP5

10 18751103 | rs1998820 4,1E-08 [ 1,087 |0,015 T/A 0,886 CACNB2

10 62322034 | rs10994415 1,1E-11 | 1,125 0,017 c/T 0,082 ANK3 (PGC2)

10 64525135 | rs10761661 4,7E-08 [ 1,053 [ 0,009 T/C 0,472 ADO

10 111648659 | rs2273738 1,6E-11 [ 1,096 | 0,014 T/C 0,135 ADD3 (Charney 2017, PGC2)

11 61618608 | rs174592 9,9E-14 [ 1,074 0,01 G/A 0,395 FADS2 (PGC2)

11 64009879 | rs4672 34E-09 | 1,107 | 0,017 A/G 0,083 FKBP2

11 65848738 | rs475805 2E-09 1,07 0,011 A/G 0,767 PACS1 (PGC2)

11 66324583 | rs678397 5,5E-09 [ 1,056 | 0,009 T/C 0,457 PC (PGC1, PGC2)

11 70517927 | rs12575685 1,2E-10 [ 1,067 [ 0,01 A/G 0,327 SHANKZ (PGC2)

11 79092527 | rs12289486 3,3E-08 | 1,086 | 0,015 T/C 0,115 0DZ4 (PGC1)

12 2348844 1511062170 19E-15 [1,081 |0,01 c/G 0,333 CACNAIC (PGC2)

13 113869045 | rs35306827 3,6E-09 [ 1,068 [0,011 G/A 0,775 CUL4A

14 [99719219 | rs2693698 2E-08 1,055 [ 0,009 G/A 0,551 BCL11B

15 38973793 | rs35958438 3,8E-08 [ 1,066 | 0,012 G/A 0,772 C150rf53

15 42904904 | rs4447398 2,6E-09 | 1,086 |0,014 A/C 0,131 STARDY (PGC2)

15 83531774 | rs62011709 14E-08 [ 1,064 | 0,011 T/A 0,747 HOMER2

15 85149575 | rs748455 5E-11 1,07 0,01 T/C 0,719 ZNF592 (PGC2)

15 91426560 | rs4702 3,5E-09 [1,059 [0,01 G/A 0,446 FURIN

16 | 9230816 1528455634 2,6E-10 [ 1,065 [0,01 G/A 0,62 Cl6orf72

16 | 9926348 157199910 1,7E-08 | 1,057 [ 0,01 G/T 0,312 GRINZA (PGC2)

16 89632725 | rs12932628 6,7E-09 [1,058 [0,01 T/G 0,487 RPL13

17 1835482 154790841 3,1E-08 | 1,075 | 0,013 T/C 0,151 RTN4RL1

17 38129841 | rs11870683 2,8E-08 [ 1,059 [0,01 T/A 0,65 ERBB2 (Hou 2016)

17 38220432 | rs61554907 1,6E-08 [ 1,091 [ 0,015 T/G 0,124 ERBB2 (Hou 2016)

17 42191893 | rs228768 2,8E-10 [ 1,067 [0,01 G/T 0,294 HDAC5 (PGC2)

20 43682551 | rs67712855 4,2E-11 | 1,07 0,01 T/G 0,687 STK4 (PGC2)

20 43944323 | rs6032110 1E-09 1,059 [ 0,009 A/G 0,512 WFDC12 (PGC2)

20 48033127 | rs237460 4,3E-09 [ 1,057 | 0,009 T/C 0,412 KCNB1

20 60865815 | rs13044225 8,5E-09 [1,056 | 0,01 G/A 0,44 OSBPL2

22 41153879 | rs5758064 2E-08 1,054 | 0,009 T/C 0,523 SLC25A17
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Abkiirzungen: BD, bipolare Storung; GWAS, Genomweite Assoziationsanalyse; CHR, Chromosom; Position, GRCh37
Basenpaarposition; SNP, Einzelnukleotidpolymorphismus; OR, Chancenverhiltnis; s.e., Standardfehler; A1, getestetes

Allel; A2, anderes Allele.

Tab. 15 GWAS fiir die BD

Eine Ubersicht der durchgefiihrten GWAS fiir BD mit Angaben zu den untersuchten Kohorten und der Anzahl der
identifizierten genomweit signifikanten Risikoloci. Sortiert ist die Tabelle nach Anzahl der untersuchten Patienten.

Studie Ver i)']f;:l:‘t;ii?l;ung Patienten Kontrollen Genomweit signifikante Loci
Mullins et al. 2021 41917 371549 64
Stahl et al. 2019 29764 169118 30
Charney et al. 2017 20349 31918 8
Sklar et al. 2011 11974 51792 4
Ikeda et al. 2018 10445 71137 5
Hou et al. 2016 9784 30471 6
Miihleisen et al. 2014 9427 14278 5
Green et al. 2013 9008 10829 1
Green et al. 2013 8699 12163 4
Cichon et al. 2011 8441 35362 1
Chen et al. 2013 7773 9883 5
Ferreira et al. 2008 4387 6209 1
Scott et al. 2009 3683 14507 0
Sklar et al. 2008 2235 2768 0
Burton et al. 2007 1868 2938 0
Smith et al. 2009 1346 1703 0
Baum et al. 2008 1233 1439 1
Kerner et al. 2011 1000 1034 2

Abkiirzungen: GWAS, genomweite Assoziationsstudie; BD, bipolare Stérung.
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Abb. 13 Regionale Assoziationsplots fiir die miRNAs mit nominal signifikanten p-Werten, die nicht priorisiert wurden.

Regionale Assoziationsplots fiir A) miR-640 (miR-spezifisches Signal), B) miR-581 (miR-spezifisches Signal), C) miR-644 (Signal nicht miR-spezifisch), D) mirR-Let-
7g und miR-135a-1 (Signal nicht miR-spezifisch) und +500 kb flankierende Region. Die Assoziationsergebnisse genotypisierter und imputierter SNPs sind als -
logio(p-Wert) angegeben. Der am starksten assoziierte SNP ist unter Angabe der entsprechenden rs ID als Raute in violett dargestellt. Die Farbe der anderen SNPs
ist entsprechend ihres r2 zu dem am starksten assoziierten SNP kodiert. Die Rekombinationsrate mit ihrer Skalierung auf der zweiten y-Achse wird als blaue Linie
dargestellt.
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Appendix

Tab. 16 Ubersicht der 107 im Gehirn exprimierten miRNA Zielgene assoziiert mit BD mit einem
genbasierten p < 0,05

miR-499-5p

GPC6, C160rf72, WDR82, CACNB2, BCL11B, HNRNPC, EFHC1, ILF3, SLC8A3, QKI, ANKRD40, MARCKS,
DYNLT1, AAK1, PTCH1, PRKAR1A, EPHAS5, TANC1, VAV3, SOX5, MTX3, CPSF6, FKBP5, LHFPLZ,
RIMS1, RBMS3, TMEMZ2, RRP1B, RSBN1, UHRF1BP1, EEA1, HOOK3, AP351, CHD9, UTP18, KCNQ5,
C200rf112, MAST4, ETS1, RNF114, TOP1, CNTNAP2, ENAH, ZEB2, ACBD5, MAMDC2, JPH1, PURB,
VPS13A, SPAST, TBC1D15, PTPN14, PIM1, LMX1A, KCNN3, PFN2, H2AFZ, Clorfl51/MINOS]1,

ROD1/PTBP3

miR-708-5p

NRAS, CREB1, HNRNPC, PSMF1, RPGRIP1L, ATXN1, ALGY, RFT1, PFKM, QKI, GRIP2Z, AAK1, FOXN3,
SLC44A5, STK4, LIF, MDGA1, AS3MT, FAM135B, BSN, ETF1, CDC42SE1, SHANK3, C200rf112, INTS7,
GLG1, RORA, SSH2, ITPKB, SLC39A14, KPNA4, RNF165, HS25T1, KCNN3, GOLT1A, Clorf144/SZRD1

miR-1908-5p

KLC2, NCDN, MDGA1, SLC12A5, HPD, NRGN, MINK1, PCDHA1, GDF11, OTX1, EEF1A2, SLC17A7

Tab. 17 Signifikante Anreicherung von miRNA Zielgenen in biologischen Signalwegen

Gene in

miR DB ignalweg/Funktion . Zielgene p korr. nnam
Signalweg/Funktio Kategorie elgene p ko Genname
KEGG Regulation of actin cytoskeleton 213 3 0,0032 ENAH, VAV3, PFN2
. LMX1A, BCL11B, EPHAS5, CNTNAP2,
GO Forebrain development 281 8 0,0022 SLC8A3, ETS1, HOOK3, ZEB2
GO  Limbic system development 73 5 0,0022 LMX1A, EPHAS5, CNTNAP2, ETS1, ZEB2
LMX1A, BCL11B, EPHA5, CNTNAP2,
GO Telencephalon development 168 6 0,0103 SLC8A3, ZEB2
AAK1, H2AFZ, ENAH, CNTNAP2,
VPS13A, PFN2, ETS1, AP3S1, EEAI,
RIMS1, CACNB2, QKI, PIM1, MARCKS,
TBC1D15, CPSF6, TOP1, VAV3, CHDY,
GO Protein binding 7337 37 0,0152 SLC8A3, DYNLT1, HOOK3, HNRNPC,
ILF3, PTCH1, EFHC1, WDR82,
UHRF1BP1, GPC6, KCNN3, PURB,
FKBP5, SOX5, PTPN14, SPAST,
PRKARI1A, ZEB2
miR-499
. BCL11B, SLC8A3, HOOK3, PTCH1,
GO Brain development 502 9 0,0216 LMXIA, EPHA5, CNTNAP2, ETS1, ZEB2
GO Neuronal cell bOdy 291 6 0,0288 EPHAS, EFHC1, CNTNAP2, TANCI,
GO  Cell body 312 6 0,036 SLCBA3 TOPI
GO Synaptic vesicle transport 68 4 0,0378 RIMS1, AP3S1, PFN2, EEA1
BCL11B, SLC8A3, HOOK3, PTCH1,
GO Central nervous system 688 10  0,0418 LMX1A, EPHAS5, CNTNAP2, ETS1, SOX5,
development 7EB2
GO  Multicellular organismal process 5644 33 00,0418 BCL11B ENAH, CNTNAPZ, VPS134,
PFN2, ETS1, KCNQ5, AP351, EEAL,
RIMS1, CACNB2, QKI, PIM1, TOP1,
Single-multicellular organism VAV3, SLC8A3, TMEM2, DYNLT1, JPH1,
GO pmgc ess g 5612 33 0,0418 HoOK3, PTCH1, EPHAS5, TANC1, KCNN3,
LMX1A, PURB, PTPN14, SPAST, SOX5,
ZEB2, PRKAR1A, RNF114, ROD1/PTBP3
miR-708 GO  Protein C-terminus binding 158 4 0,0084 ATXN1, SHANK3, PFKM, FOXN3
GO Neuron projection 651 5 0,0008 %L”gf SLC12A5, SLC17A7, NCDN,
GO  Nervous system development 1724 7 0,0045 xggﬁ']\fc?]c[ A1, MDGA1, OTX1, GDF11,
miR-1908 :
GO  Cell projection 1230 5 00162 Nkt SLCIZAS SLC17A7, NCDN
GO Neuronal cell body 291 3 0,0189
SLC12A5, NCDN, EEF1A2
GO  Cell body 312 3 0,0243

Abkiirzungen: miR, microRNA; DB, Datenbank; p korr., Bonferroni korrigierter p-Wert; Zielgene, Anzahl der Zielgene
in betreffendem biologischen Signalweg; KEGG, Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes; GO, Gene Ontology.
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Tab. 18 Primersequenzen fiir PCR und Sanger Sequenzierung.
Dargestellt sind die Informationen der Primer, die im Rahmen der Validierung der ausgewdhlten

Kandidatenvarianten fiir die Amplifikation und die anschlief;ende Sequenzierung mittels Sanger verwendet wurden.
Benannt sind die Primer nach dem Projekt ,KUB“ (Kuba), dem durch die genetische Variante implizierten Gen und
der jeweiligen Primerkombination mit F fiir den For und R fiir den Rev Primer. Die Grofde gibt die jeweilige
Produktgrofde in Basenpaaeren (bp) an. Die Position gibt Anfang und Ende des PCR-Produktes an (GRCh37).

Name | Sequenz (5°- 37) | Grofle [bp]| Position

Kuba

T e I e e
R TVENGIOTL | TOOCSTCTACTIAC || airtossan o
Kuba II - Teilfamilie 2

KUB ABCAL R TGTTATTGOTGCGGTACAGE, | 391 | CIVI94544841-94545171
S DU T |SMTCTGCCCATATGAGMS | 51| awzaserasaer ooaea
KUB RCCDA 1 GAccoTCTCAGCTACAGTC | 309 | chr1S91500453-91500621
Kuba II - Teilfamilie 3

KUB EPSeLs k1 AGECAGAAGATTCTCTCCCAG | 400 | chr1s110293235-110293634
O | CATUTCCSSATION. | | anasssz o195
KU CAPN? 1 CorcraTaTCocAATCoTG | S71 | chrli223934s70-223935140
KUB COL3ALR1 CTGATCCATGTATGCANTGE | 297 | Chr2:169875209-19875505
s CRETIRCTOTCTE | w0 | arname s
R e N [ e
T |lTemaTTeetees | s |arsmnoss i
BT | IGASCGMCTTIC | g | aneasaz
KUB FAMIGOBRI | CTACCTGCTocCTaTCTTG | 340 | chrISo8994963-99995208
ISR |mmeOteone | sz
KB CRY R GACATACATTTCAGATGAACCG | 403 | Cr19:48337465-48337947
KUB SELO 2 GATTGCCCTGGACTCTCTAC | #30 | cr22s0640459-50640894
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Tab. 19 Potenziell funktionelle Varianten mit MAF < 5 % identifiziert in den kubanischen Familien.
Genetische Varianten mit einer MAF von < 5 %, die von mindestens einem der fiinf verwendeten Pradiktionsalgorithmen als potenziell funktionell eingeschétzt wurden. Die gelisteten
Varianten wurden von allen mittels WES untersichten Mitgliedern der jeweiligen Familie A) Kuba I, B) Teilfamilie 2 und C) Teilfamilie 3 geteilt.

A
S g = 2 Z

g g g 2| = s> |» | = z S @ 2 g = g S| 28 g | g ' g
= = Elz |zlz|2| B |3 | & : : z = E| 2 |2 gz | @
g @ [ S = = = 5 E| 592 5 | S A 5
g B g i 1 S < a g a2 =3

3 ® g = g §3 g
186622060 86622060 [ 1| ¢ T 1 [sNp_ [coLz441  |1.65E-02 T D;D D;D N D 3 1 [1.079 [0.01291 [rs6576807
1 [100154643 |100154643 [ 1| ¢ T 1 [sNp__|PaLMD 1.94E-03 T PP B;B N N 1 1 [0.627 [0.04466 [rs6689789
1 [100349983 [100349983 [ 1| ¢ T 1 [sNP__ [4GL 2.87E-03 D B;B;B B;B;B D D 3 1 [0.452 [0.07458 [rs11166342
1 [248112521 [248112521 [ 1| G A | 1 |sNp_ [oRrzLs 5.11E-04 D B B N D 2 1 [0.493 [0.06594 [rs3811445
2 [25057670 25057670 [ 1| ¢ T 1 [sNP__ [aDcy3 4.98E-05 T P,P;P B;B;B N D 2 1_[0.122 [0.2264 [rs59644324
2 [27721143 27721143 [ 1| G A | 1 |sNP_ |GckR 2.28E-03 D D;D D;D D D 5 1 [0.122 [0.2264 [rs4665987
2 [97527138 [97527138 | 1| G c 1 [sNP__[sEmaA4cC 6.01E-04 T D;D;D D;D;D D D 4 1_[0.022 [0.3739 |rs55666658
2 [105708941 [105708941 | 1| G A 1 [SNP__ |MRPS9 4.07E-03 T D D D D 4 1 [0.024 [0.3708 [rs4549111
2 [130738031 [130738031 | 1| A G 1 [sNP__ [RaBsC 6.17E-03 T B B NA D 1 1 [0.023 [0.3728 [rs4575668
3 [24231635 24231635 [ 1| G T 1 [SNP__|THRB 1.65E-04 T B B NA D 1 1 [1.078 [0.01292 [rs1505283
3 |25638076 25638076 [ 1| G c 1 [sNp__[RARB 1.47E-03 T B;B B;B NA D 1 1 [1.078 [0.01292 [rs900656
3 [97806299 97806299 [ 1| T - 1 [DEL _[orsacz NA NA NA NA NA D 1 [Na/NA//D [ 1 [o.122 [0.2264 |[rs4318589
7 [99453258 99453258 [ 1| G T 1 [sNp_ [crp3a43 |NA T P;B;B;B B;B;B;B N N 1 1 [1.134 [0.01116 |rs651430
10 [115959005 [115959005 [ 1| G C 1 [sNP__[TDRDI NA D B;B;B;B B;B;B;B N N 1 1 [0.122 [0.2266 |rs10787516
11 [5444040  [5444040 1] ¢ T 1 [sNp__[ors101 2.31E-02 D D D N N 3 1 [-0.012 [0.593  [rs77410929
11 [57379205 [57379205 [ 1| ¢ T 1 [SNP__[SERPING1 _|4.94E-05 D PP B;B D D 4 1 [0.022 0.3739
11 [64795010 64795010 [ 1| A c 1 [sNP__ [snx1s5 NA D B B D D 3 1 [0.022 [0.3739 [rs2282499
11 [65386523 65386523 | 1| G A | 1 [sNp_ [PcNXL3 6.17E-04 T P B N D 2 1 [0.022 [0.3739 [rs2009453
12 [27066530 [27066530 | 1| T A 1 [sNP__[aSuN 1.36E-03 T B;B B;B D D 2 1 [1.472 0.00461 [rs7304834
12 [27234184 27234184 [ 1| ¢ A 1 [SNP__[c1zorf71  [5.99E-03 D B B U N 1 1 [1.472 [0.00461 |rs12229528
12 [121618257 |121618257 | 1| ¢ G 1 [sNP__[PzRx7 1.46E-02 T P;P;P;B B;B;B;B N P 1 1 [0.013 [0.4045 [12-121606063
17 10633149 [10633149 [ 1| ¢ A | 1 |sNp [TMEM2zz0  |NA D D;D PP N D 4 1 [1.078 0.01293
19 [42221434 (42221434 [ 1| ¢ A | 1 |SNP_ [cEACAM5 _ [1.45E-02 T PB PP NA P 2 I [0.004 [0.4446 [rs10416824
19 [47569842 47569842 [ 1| G c 1 [sNP__ |zc3H4 3.82E-02 T P P N P 2 1 [0.002 [0.4603 [rs2032809
19 (49658424 49658424 | 1| G A | 1][sNp |HRC 1.03E-02 D D P NA D 4 1 [0.002 [0.4603 |rs78438280
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o~}

] ) - =~ Z
g = g g o = 5 w = & = =3 2| 228 5 | 2 T g
3 e g o 7 = -l 8 o = g g = g = g = g 5 = =
2 7] 2 = = - = a = | N N - 3 = =T 5 S ) =
(8 | £ E < : 2 : 5| 2 | ¢ Sl
=1 ® = ,’; g = g c% E
1 89579827 89579827 1 C T 1 |SNP GBP2 4.17E-03 T P P U N 2 1I-2 |-0.707 [0.9644 |rs3795542
1 [94544977 |94544977 1 A T 1 |SNP ABCA4 4.94E-04 D P;B P;B D D 5 11-2 {-0.183 10.8207
1 [95001655 95001655 1 T C 1 |SNP F3 1.83E-03 T D;D D;D N N 2 11-2 [-0.182 10.8199 |rs11344413
1 182617348 (182617348 [ 1 G A 1 [SNP RGS8 1.81E-03 T B;B B;B D D 2 1I-2 ]-0.032 |0.6503 |rs11315680
1 202399920 (202399920 | 1 A G 1 [SNP PPP1R12B 8.25E-06 T B;B;B;B B;B;B;B N D 1 1I-2 [-0.27 ]0.8674 |rs4085435
2 [196726484 196726484 | 1 C T 1 [SNP DNAH7 4.17E-04 D D P D D 5 1I-2 [-0.109 ]0.7603
21196753037 [196753037 | 1 C T 1 |SNP DNAH7 3.21E-04 T B B N D 1 1I-2 ]-0.11 ]0.7619 |rs56278864
21220087021 (220087021 | 1 C T 1 |SNP ATGY9A 6.81E-05 T B B N D 1 1I-2 ]-0.161 |0.8056 |rs6436125
4 1147561147 (147561147 | 1 C A 1 |SNP POU4F2 9.69E-03 T D D D D 4 1I-2 |-0.013 [0.5952 |rs4835355
4 [159520547 [159520547 | 1 G A 1 |SNP RXFP1 7.48E-05 T B;B;B;B;B B;B;B;B;B N D 1 1I-2 ]-0.011 [0.591 rs1350027
5 33535048 33535048 1 A G 1 |SNP ADAMTS12 _ |4.95E-05 T B;B B;B N D 1 1I-2 10.332 ]0.108 rs1423536
5 68414357 68414357 1 A G 1 |SNP SLC30A5 4.95E-05 T B;B;B B;B;B D D 2 1I-2 ]-0.279 [0.8714 |rs151589
5 [178035455 |178035455 [ 1 T A 1 |SNP CLK4 3.67E-03 D D;D D;D D D 5 1I-2 ]-0.253 |0.8597 |rs585219
10 |3181107 3181107 1 G A 1 |SNP PITRM1 2.25E-02 D D;D;D;D;D;D P;,D;D;D;D;D D P 4 11-2 [-0.069 0.713 rs549676
14 |64457747 (64457747 1 C G 1 |SNP SYNE2 2.17E-03 T P;P B;B N D 2 1I-2 ]-0.007 |0.5734 |rs10873171
14 168044060 68044060 1 G C 1 |SNP PLEKHH1 2.11E-03 T B B N D 1 1I-2 {-0.012 ]0.5913 |rs7155830
14 168123146 (68123146 1 C T 1 [SNP VTI1B 3.54E-03 T P;P B;B D D 3 1I-2 [-0.012 ]0.594 rs17782775
15 [54305612  |54305612 1 G A 1 |SNP UNC13C 2.60E-03 D D D NA D 4 1I-2 1-0.112 |0.764 rs8024617
15 [91500673 |91500673 1 G C 1 |SNP RCCD1 NA D D;D P;P N D 4 1I-2 1-0.257 ]0.8617
17 [60088532 |60088532 1 T C 1 |SNP MED13 1.66E-05 T P B D D 3 1I-2 |-0.064 [0.7065 |rs6504086
17 160469326 |60469326 1 C T 1 |SNP EFCAB3 6.91E-03 NA NA NA NA D 1 |[NA/NA//D | 1I-2 ]-0.064 |0.7065 |rs6504086
18 |21057228 21057228 1 C T 1 |SNP RIOK3 3.67E-03 T P;B;P;P P;B;B;B N D 3 1I-2 |-1.283 [0.9925 |rs7239195
18 |66564579 166564579 1 C T 1 |SNP CCDC102B 8.26E-06 T D;D P;P N N 2 1I-2 |-0.281 [0.8725 |rs12957036
20 (41514512 [41514512 1 T C 1 |SNP PTPRT 1.08E-04 D B;B B;B N D 2 1I-2 1-0.184 ]0.8211 |rs208226
20 156188195 [56188195 1 C T 1 |SNP ZBP1 2.43E-03 D B B NA N 1 1I-2 1-0.091 ]0.7415 |rs6070254
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1 [110293386 |110293386 | 1| ¢ T 1 [sNp |EPs8L3 3.06E-04 D D;D;D D;D;D D D 5 -3 [0.601 |0.0481
1 [154995909 |154995909 | 1| ¢ T 1 [sNe |Destz 6.48E-03 T B B N D 1 11-3 [0.085 |0.2663 |rs6682611
1 [155018407 |155018407 | 1| G T 1 [sNe |pesTi 8.24E-06 T P; B;B;B D D 3 11-3 [0.085 |0.2663 |rs6682611
1 155231927 155231927 | 1| ¢ T 1 [sNp_ |scamp3 7.80E-03 T B:B;B N D 1 11-3 [0.085 |0.2663 |rs2974937
1 |161953665 |161953665 | 1| ¢ A 1 [SNe |OLFML2B_ [2.97E-04 D D;D NA D 1 113 [0.092 [0.2572
1 [182026278 |182026278 | 1| G A 1 [SNP_ |ZNF648 1.05E-03 T B NA D 1 113 [0.093 [0.2567 |rs10797752
1 [196295914 [196295914 | 1| ¢ G 1 [SNP__ |KCNT2 2.24E-03 T B;B;B;B;B D D 2 113 [0.092 [0.2573 |rs10922096
1 [223934845 |223934845 | 1| C T 1 [SNP_ |cAPNZ 6.02E-04 D D;D D D 5 113 [0.092 [0.2572
2 |65296745 65296745 | 1| G T 1 [sNP_ |cEPss 2.46E-03 T P,P;P;P;P B;B;B;B;B N N 1 113 [0.601 |0.04806 |rs74181299
2 |73195646 73195646 | 1| G A 1 [SNP__|SFXN5 2.30E-03 T D;B;P P.B;B N D 3 113 [0.601 |0.04806 |rs2421097
2 |103340233 [103340233 | 1| ¢ A 1 [SNP__ |MFsD9 5.42E-03 D D D D D 5 -3 [0.132 0.2179 |rs7608434
2 |128459473 [128459473 | 1| ¢ A 1 [sNp_ |sFT2D3 3.18E-02 D D p U D 4 -3 [0.08  [0.2717 |rs11291906
2 |130948087 [130948087 | 1| ¢ T 1 [sNp |mz12B 7.20E-03 D B B N N 1 -3 [0.319 [0.1129 |rs4575668
2 |189875383 |189875383 | 1| G A 1 [sNp_ |coL3A1 1.98E-04 T D D D D 4 11-3_[0.601 |0.04806
2 [192701265 [192701265 [ 1| T C 1 [SNP |sDPR 3.74E-03 D P B N D 3 113 [0.601 |0.04808 |rs13015324
2 [242608080 [242608080 | 1| C A 1 [SNP |ATG4B 1.30E-03 T B,BB;B;BB | B,BP.BBB D D 3 113 [0.089 |0.261 [rs13411096
3 [124351360 |124351360 | 1| C A 1 [SNP |KALRN NA D D,D;B P.D;B N D 4 1.3 [0.092 [0.2572 |rs333356
3 [142281560 |142281560 | 1| T (T2 | 1 [INDEL |ATR NA NA NA NA NA D 1 [NA/NA//D | 1113 |0.6 [0.04828
3 |179460042 [179460042 | 1| C T 1 [sNp |uspi3 2.11E-03 D D;D D;D D D 5 113 [0.092 [0.2572 |rs4854945
4 5642327 |5642327 1| T C 1 [sNe |Evez 4.35E-03 T p B D N 2 113 [0.601 |0.04806 |rs10022307
4 186599647 [186599647 | 1| T C 1 [SNP__ |SORBsz NA T D;B;B P.B;B NA D 3 -3 [0.092 |0.2574 |rs6825510
4 187542899 [187542899 | 1| G A 1 [SNP_|FATI 4.55E-03 D D D D D 5 -3 [0.092 [0.2572 |rs7663253
5 (42799870 42799870 | 1| G A 1 [sNe_ |ccDc1sz |2.94E-03 D P;B B;B N N 2 -3 [0.092 |0.2572 |rs11951144
5 |79854935 79854935 | 1| T C 1 [SNP_ |ANKRD34B |5.35E-03 T B B N D 1 -3 [0.092 [0.2572 |rs245099
5 (89923101 89923101 | 1| G A 1 [SNP__ |GPR98 6.37E-03 T B B N D 1 11-3 |-0.601 |0.9519 |rs12519370
5 [122926124 |122926124 | 1| C T 1 [SNP_|CSNKIG3 |NA D P,P,P;B;P;B B;P;B;B;P;B D D 5 113 [0.092 [0.2572
5 [131915022 |131915022 [ 1| G A 1 [SNP |RAD50 1.65E-03 T D D D D 4 113 |0.092 [0.2576 |rs72795121
5 [141993631 |141993631 | 1| C T 1 [SNP_|FGF1 4.42E-03 D B;B;B;B B;B;B;B N D 2 1.3 [0.092 [0.2572 |rs1860991
6 |110726101 |110726101 | 1| C T 1 [sNe |pDo 3.07E-03 T D p N D 3 11-3_[0.601 [0.04809 |rs7753212
6 |121402024 |121402024 | 1| G A 1 [SNP_ |C6orfi7o  |2.77E-03 D p B N N 2 113 [0.601 |0.04805 |rs9490112
6 |139164210 |139164210 | 1| T C 1 [sNp |EcT2L 3.45E-03 D P:B B;B N N 2 -3 [0.092 |0.2573 |rs4386829
6 |146245967 |146245967 | 1| C G 1 [SNP__ |SHPRH NA T B;B;B B;B:B D D 2 -3 [0.092 |0.2572 |rs35553005
6 |147830303 [147830303 | 1| ¢ T 1 [sNP_ |samD5 1.82E-03 T B B N D 1 11-3_[0.601 |0.04806 |rs9322101
7 |20683239 20683239 | 1| C G 1 [sNp_ |ABCB5 NA T P B NA D 2 11-3_[0.601 |0.04806 |rs7780888
7 |38574539 38574539 | 1| G A 1 [sNp |aMPH 1.16E-03 D D;D D;D D D 5 -3 [0.092 [0.2572 |rs4720288
7 199097613 [99097613 | 1| ¢ G 1 [SNP__|ZNF394 3.86E-04 T P;P B;P N N 2 -3 [0.092 [0.2572 |rs651430
7 [100841467 |100841467 | 1| C A 1 [SNP_ |MOGAT3 4.69E-04 NA NA NA NA D 1 [NF//D 113 [0.092 [0.2572 |rs35166397
7 |100855568 |100855568 | 1 | C T 1 [sNe_ |PLOD3 5.87E-04 T B B D D 2 113 [0.092 [0.2572 |rs35166397
7 [150491156 |150491156 | 1| T C 1 [SNP__|TMEM176B  |8.76E-03 T D p N D 3 113 [0.092 [0.2572 |rs11294756
8 |55542309 55542309 | 1| A G 1 [sNe |rPI 6.64E-05 D B B N N 1 -3 [0.092 [0.2572 |rs12681264
8 192092926 92092926 | 1| G A 1 [sNp_ |oTUD6B 1.79E-03 T BB B;B D N 1 -3 [0.092 0.2572 |rs3885968
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9 |73479427 [73479427 1 C T 1 |SNP TRPM3 1.44E-04 T B;B;P;B D D 4 1I-3 [0.092 [0.2572 |rs7350298
9 74315589 [74315589 1 C T 1 |SNP TMEM2 1.91E-04 T B;B N D 1 1I-3 [0.092 [0.2572 |rs11143049
9 [84609162 [84609162 1 G C 1 |SNP FAM75D1 3.84E-03 T P NA N 2 1I-3 [0.457 [0.07333 |rs2209725
9 186474252 [86474252 1 C T 1 |SNP KIF27 1.34E-03 D D;D;D D D 5 1I-3 [0.601 [0.04805 |rs28832874
9 196052324 [96052324 1 T C 1 |SNP WNK2 1.75E-04 T B;B;B;B;B N N 1 1I-3 [0.092 [0.2572 |rs10992662
9 [136302010 (136302010 | 1 C T 1 |SNP_ |ADAMTS13  |3.68E-03 T D;D;D NA D 3 1I-3 ]0.092 [0.2572 |rs7860182
10 [79397367 179397367 1 T C 1 |SNP KCNMA1 1.37E-03 NA B;B;B;B;B;B;B NA D 1 1I-3 10.092 [0.2573 |rs2619627
10 79566684 179566684 1 G A 1 |SNP DLGS5 3.37E-03 T B;P N D 3 1I-3 10.092 ]0.2573 |rs2619627
10 79769647 179769647 1 C T 2 _|SNP POLR3A 2.19E-03 NA B N D 1 1I-3 10.092 ]0.2572  |rs1678632
10 117228756 (117228756 | 1 T A 1 |SNP_ |ATRNL1 3.40E-05 T B;B D D 2 1I-3 10.092 ]0.2572  |rs75138962
10 117228762 1117228762 | 1 A G 1 |SNP_ |ATRNL1 3.39E-05 T B;B D D 3 1I-3 10.092 ]0.2572  |rs75138962
10 |123845535 123845535 [ 1 A T 1 |SNP TACC2 NA D B;B;B N N 1 1I-3 [0.468 [0.07095 |rs7900585
10 129874929 1129874929 | 1 G C 1 |SNP PTPRE 2.72E-04 T B;B;B;B D D 3 1I-3 10.023 |0.3716 |rs7894368
11 |615121 615121 1 G T 1 |SNP IRF7 2.99E-05 T B;P;B N N 2 1I-3 0.6 0.04827 [rs11246226
11 1316889 1316889 1 T C 1 |SNP TOLLIP 5.37E-04 T B;B N D 1 1I-3 [0.601 [0.04806 |rs12365382
11 [1887763 1887763 1 C G 1 |SNP LSP1 1.95E-02 D B NA P 1 1I-3 10.601 [0.04808 |rs4980378
11 [5080077 5080077 1 T C 1 |SNP OR52E2 5.13E-03 D B N N 2 1I-3 ]0.601 0.04806 |rs36034960
11 134119132 134119132 | 1 G A 1 |SNP THYN1 9.88E-05 T B;P D D 4 1I-3 ]0.303 [0.1189

12 21733338 21733338 1 A T 1 |SNP GYS2 1.65E-05 T B D D 2 1I-3 ]0.601 [0.04806 |rs7957415
12 |51773152  |51773152 1 C G 1 |SNP GALNT6 5.94E-03 T B B D N 1 1I-3 ]0.601 [0.04806 |rs7965476
12 52942001 52942001 1 G A 1 |SNP KRT71 2.66E-03 D D D D N 4 1I-3 ]0.601 ]0.04805 |rs393352
12 |52960917 |52960917 1 G A 1 |SNP KRT74 1.14E-03 T D P N N 2 1I-3 [0.601 [0.04806 |rs2232559
12 |52965240 |52965240 1 T C 1 |SNP KRT74 1.00E-03 NA NA NA NA D 1 1I-3 [0.601 [0.04806 |rs2232559
13 |60545105 |60545105 1 G T 1 |SNP DIAPH3 3.67E-03 T P;D;P P;P;B D D 4 1I-3 |0 0.5173  [rs66948092
13 (61103041 61103041 1 G T 1 |SNP TDRD3 3.07E-03 NA B;B;B B;B;B N D 1 1I-3 [-0.005 [0.5578 |rs9538679
13 99337112 199337112 1 T C 1 |SNP SLC15A1 4.83E-03 T B B D D 2 1I-3 [0.092 [0.2572 |rs4772139
13 |113536257 113536257 [ 1 T C 1 |SNP_ |ATP11A 5.60E-04 D P B N N 2 1I-3 [0.092 [0.2573 |rs4907759
14 21555481 21555481 1 G A 1 |SNP  [ARHGEF40  |4.16E-03 T D D D D 4 1I-3 10.092 [0.2573 |rs1952151
14 23898481 23898480 2 - TG 1 |INS MYH7 NA NA NA NA NA NA 1 [NA/NA//D | 1I-3 [0.092 [0.257

14 (24791834 124791834 1 C T 1 |SNP__ |ADCY4 5.86E-05 D D P N D 4 1I-3 10.092 ]0.2572  |rs145045308
15 [98995065 198995065 1 A G 1 |SNP FAM169B 4.56E-04 D D D D D 5 1I-3 10.092 [0.2571

16 [15815335 15815335 1 T C 1 |SNP MYH11 1.43E-03 D B;B;B;B;B B;B;B;B;B D D 3 1I-3 10.092 ]0.2575 |rs215565
16 (15818780 15818780 1 C T 1 |SNP MYH11 7.01E-04 T P;P;P;P;P B;B;B;B;B D D 3 1I-3 [0.092 [0.2575 |rs215565
16 (16302637 116302637 1 G A 1 |SNP__ |ABCC6 7.04E-04 D D;D D;P U D 4 1I-3 [0.092 [0.2575 |rs129081
16 169905721 169905721 1 C T 1 |SNP wwp2 1.03E-03 NA B B N D 1 1I-3 [0.601 [0.04805 |rs71385636
16 |84056442 84056442 1 G C 1 |SNP SLC38A8 1.02E-02 D D P N D 4 1I-3 10.601 [0.04808 |rs4782862
16 |86565832 86565832 1 G C 1 |SNP MTHFSD 1.22E-03 D P,P;P;P P,P;P;B D D 5 1I-3 [0.601 [0.04806 |rs4843956
16 |89293525 89293525 1 G A 1 |SNP ZNF778 3.92E-02 D B;B B;B NA P 1 1I-3 10.601 ]0.04807 |rs114014001
17 3101141 3101141 1 C A 1 |SNP OR1A2 8.46E-03 D B B D N 2 1I-3 ]0.601 ]0.04806 |rs200215972
17 3101542 3101542 1 C T 1 |SNP OR1A2 8.30E-03 D P P D N 4 1I-3 ]0.601 ]0.04806 |rs200215972
17 7760158 7760158 1 G T 1 |SNP LSMD1 3.91E-04 D D;D D;P D D 5 1I-3 ]0.601 [0.04811 |rs4791443
17 17124804 17124804 1 C T 1 |SNP FLCN 4.06E-04 NA NA NA NA D 1 [NA/NA//D | 1I-3 ]0.601 ]0.04805 |rs9910857
17 39022440 139022440 1 T C 1 |SNP KRT12 2.35E-03 D D D D D 5 1I-3 [0.596 [0.04886 |rs58305258
17 139593734 139593734 1 C T 1 |SNP KRT38 1.93E-04 T P B N N 1 1I-3 ]0.596 [0.04877 |rs3760524
17 142254298 42254298 1 C T 1 |SNP C170rf65 2.78E-02 D B B NA D 2 1I-3 [0.557 [0.05463 |rs11428285
19 [1482902 1482902 1 G T 1 |SNP PCSK4 3.71E-04 T P B 8] N 1 1I-3 [0.093 [0.2569 [19-1817134
19 [1487614 1487614 1 C T 1 |SNP PCSK4 2.67E-04 D P B N D 3 1I-3 [0.093 [0.2569 [19-1817134
19 [1828319 1828319 1 C T 1 |SNP REX01 2.61E-03 T P;B B;B N N 1 1I-3 [0.093 [0.2569 [19-1817134
19 [8182446 8182446 1 C A 1 |SNP FBN3 2.62E-02 T B 8] D 1 1I-3 [0.092 [0.257 rs4433922
19 [12127214 12127218 5 [ AGAGG - 1 |DEL  |ZNF433 NA NA NA NA NA D 1 [NA/NA//D | 1I-3 [0.092 [0.2571
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19 12996500 12996500 1 A G 1 |SNP KLF1 3.57E-02 T P B N P 1 1I-3 ]0.092 [0.2573 |19-12968820
19 [14752395 14752395 1 C T 1 |SNP EMR3 3.11E-03 T P;,P;D P;B;P NA N 2 1I-3 ]0.092 [0.2572 [rs8101649
19 [36297671 36297671 1 G A 1 |SNP PRODH2 1.84E-03 D D P NA D 4 1I-3 ]0.092 [0.2572 [rs3216453
19 38896204 38896204 1 T G 1 |SNP FAM98C 9.49E-03 T P;B B;B N D 2 1I-3 ]0.092 [0.2572 |rs2368520
19 (40317643 140317643 1 T G 1 |SNP DYRK1B NA NA NA NA NA D 1 |NF//D 1I-3 [0.092 ]0.2572 [rs2005894
19 144273625 44273625 1 G T 1 |SNP KCNN4 1.39E-03 D D D D D 5 1I-3 [0.092 ]0.2572 [rs346531
19 [48337728 48337728 1 C G 1 |SNP CRX 4.12E-04 T D P D D 4 11-3 ]0.092 [0.2573

19 [53740407 |53740407 1 T (T)2 1 |INDEL |ZNF677 3.83E-03 NA NA NA NA D 1 INA/NA//D [ 1I-3 [0.092 ]0.2577 |rs5025886
19 [54755918 54755918 1 C G 1 |SNP LILRB5 2.01E-02 T P;P;B;B B;P;B;B NA P 2 1I-3 ]0.351 [0.1018 |rs431001
19 |54974754 |54974754 1 C G 1 |SNP LENGY 2.89E-02 D B B NA N 1 1I-3 [0.351 ]0.1018 [rs431001
19 |55993436 |55993436 1 G T 1 |SNP ZNF628 1.44E-02 D B B U N 1 1I-3 10.601 ]0.04811 |rs10414827
20 123667811 [23667811 1 C T 1 |SNP CST4 9.06E-05 T P P U N 2 1I-3 [0.092 ]0.2572 [rs76675555
21 143867290 [43867290 1 A G 1 |SNP UBASH3A 4.22E-03 D B;B B;B N D 2 1I-3 [0.092 ]0.2573 [rs11318096
22 119467510 [19467510 1 C G 1 |SNP CDC45 1.46E-03 D P;P;P;P;P P;P;B;P;B D D 5 11-3 ]0.601 [0.04811 |rs35547204
22 146449889  |46449889 1 T G 1 |SNP C220rf26 1.99E-02 D B B NA N 1 1I-3 |-0.148 [0.7953 |rs62228388
22 150648648 |50648648 1 G T 1 |SNP SELENOO 2.54E-05 D D;D D;D D D 5 11-3 ]0.092 [0.2572

X [103495090 103495090 | 1 G C 1 |SNP ESX1 1.67E-03 T D D NA N 2 1I-3 |NA NA NA

Abkiirzungen: Position Start/Ende, Chromosomale Start- bzw. Endposition der jeweiligen Variante nach (GRCh37); Grofie [bp], GrofRe der genetischen Variante in Basenpaaren; Ref,
Referenzallel; Alt, Alternativallel; An, Anzahl der beobachteten Alternativallele; Typ, Art der Variante; HGNC, HUGO Gene Nomenclature Committee; EXAC MAF, Frequenz des alternativen
Allels; Allelfrequenz basierend auf den Daten des Exome Aggregation Consortium; SIFT, Sorting Intolerant from tolerant; Polyphen2 HDIV/HAVR, Polymorphism Phenotyping v2;
LRT,likelihood ratio test; ), Padiktion, Anzahl der Tools, die einen pathogenen Effekt schatzen; Provean/Sift//MutationTaster, Effektschétzung fiir InDels und Varianten, die nicht mittels
dbNSFP abgefragt werden konnten; D, damaging/probably damaging/deleterious/disease-causing; P, possibly damaging/Polymorphismus (MutationTaster); B, benign; T, toleriert; N,
neutral; NA, nicht verfiigbar (not available); exLOD, logarithm of the odds (exponentielles Modell), p-Wert, Wahrscheinlichkeit des exLOD.
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