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1 Einleitung

1.1 Genetische Variabilitat

Das diploide menschliche Genom besteht aus 46 Chromosomen mit etwa
sechs Milliarden Basenpaaren und knapp 30.000 protein-kodierenden
Transkripten (Pruitt et al., 2012). Zwei zufallig ausgewahlte, nicht miteinander
verwandte Personen gleichen Geschlechts sind auf Ebene der DNA-Sequenz
(deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure) zu etwa 99,8 % identisch. Ein
Grof3teil dieser interindividuellen Variabilitét basiert auf Einzelbasen-
unterschieden und strukturellen chromosomalen Veranderungen (siehe Kap.
1.2). Weitere Elemente, die zur genetischen Variabilitat beitragen, sind zum
Beispiel Trinukleotidwiederholungen, Mikrosatelliten (Wiederholungen von 2-6

Basenpaaren) und Minisatelliten (Wiederholungen von 10-100 Basenpaaren).

Unterschiede auf Einzelbasenniveau machen etwa 40 Prozent der inter-
individuellen Variabilitat aus (Malhotra und Sebat, 2012). Die meisten dieser
Unterschiede sind Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide
polymorphisms). SNPs sind Einzelbasenaustausche, bei denen das in der
Bevolkerung seltenere Allel eine Frequenz gréf3er oder gleich ein Prozent hat.
SNPs werden in der dbSNP Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) gesammelt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/,
Sherry et al., 2001). In der aktuellen Version der Datenbank (build 139, Oktober
2013) sind etwa 73 Millionen SNPs gelistet. In einer weiteren Datenbank sind
die Ergebnisse genomweiter Assoziationsstudien mit SNPs aufgelistet. In
dieser Datenbank, dem GWAS Catalog, sind derzeit 12.359 SNPs enthalten,
die in 1.798 Publikationen als genetische Risikofaktoren fur unterschiedliche
Erkrankungen identifiziert wurden  (http://www.genome.gov/gwastudies/;
Hindorff et al., 2009).

Fokus der vorliegenden Arbeit waren die Kopienzahlvarianten (copy number
variants, CNVs, siehe Kap. 1.3), eine weitere Art der genetischen Variabilitat.
Die Rolle dieser potentiellen, genetischen Risikofaktoren wurde bei den
neuropsychiatrischen Erkrankungen Bipolare Stérung, Majore Depression und

Schizophrenie (siehe Kap. 1.4) untersucht.
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1.2 Strukturelle Variabilitat

Strukturelle Veranderungen der DNA koénnen in mikroskopisch detektierbare
(groRer als drei Megabasenpaare (Mb)) und nicht detektierbare - also
submikroskopische (kleiner als drei Mb) - Veranderungen unterteilt werden
(Feuk et al., 2006). Strukturelle Verdnderungen umfassen Inversionen,
Translokationen, Deletionen sowie Duplikationen und betreffen die Orientierung
(Inversionen), Position (Translokationen) oder Anzahl (Deletionen,
Duplikationen) der betroffenen DNA-Abschnitte. Bei einer Inversion wird ein
DNA-Abschnitt, im Vergleich zum Referenzgenom, um 180 Grad gedreht und
wieder in die DNA-Sequenz integriert. Eine Translokation ist der Transfer eines
DNA-Segments von einer genomischen Region in eine andere Region.
Translokationen kénnen sowohl interchromosomal als auch intrachromosomal
stattfinden. Translokationen und Inversionen haben keinen Einfluss auf die
Anzahl der Kopien eines DNA-Abschnittes, man bezeichnet sie daher als
balancierte strukturelle Verdnderungen. Im Gegensatz dazu verandern
Deletionen und Duplikationen die Kopienzahl des betroffenen DNA-Segmentes.
Daher bezeichnet man diese unbalancierten Veranderungen als

Kopienzahlvarianten, kurz CNVs (copy number variants, siehe Kap. 1.3).

Im Gegensatz zu SNPs ist die Frequenz von strukturellen Verdnderungen im
menschlichen Genom geringer. Allerdings sind die einzelnen Ereignisse
deutlich langer und betreffen insgesamt mehr Basenpaare als SNPs (Sebat,
2007).

1.3 Kopienzahlvarianten

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, handelt es sich bei CNVs um unbalancierte,
submikroskopische strukturelle Veranderungen. In Bezug auf ihre Grof3e sind
CNVs zwischen kleinen Varianten, die einzelne bis einige hundert Basenpaare
betreffen (z.B. SNPs, Trinukleotidwiederholungen, Mikro- oder Minisatelliten,
InDels) und im Lichtmikroskop sichtbaren chromosomalen Verédnderungen (z.B.
Trisomien oder Translokationen) einzuordnen. Die Kopienzahl des betroffenen
DNA-Abschnittes weicht von der Referenzsequenz mit zwei Kopien ab. Bei
Deletionen ist die Kopienzahl verringert; bei heterozygoten Deletionen fehlt

eine der beiden Kopien, bei homozygoten Deletionen sind beide Kopien
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deletiert (siehe Abb. 1.1). Ist die Zahl der Kopien eines DNA-Abschnittes im
Vergleich zur Referenzsequenz erhoht, spricht man von einer Amplifikation. Die
einfachste und haufigste Art der Amplifikation ist eine Duplikation einer der
beiden Kopien, der entsprechende DNA-Abschnitt liegt also dreimal vor.
Komplexere Amplifikationen mit vier und mehr Kopien desselben DNA-

Abschnittes sind weniger haufig.

A | B | C | 1) Referenzsequenz mit zwei Kopien
A | B | C |

| A | C | 2) Homozygote Deletion beider Kopien
A [ C |

A | B ] C | 3) Heterozygote Deletion einer Kopie
A | C |

A | B | B | C | 4)Duplikation einer Kopie

A | B | C |

Abb.1.1: Schematische Darstellung von CNVs. In der Referenzsequenz liegt ein DNA-
Segment (grine Kasten) in zwei Kopien vor (1). Bei einer homozygoten Deletion (2) fehlen
beide, bei einer heterozygoten Deletion (3) fehlt eine Kopie des betroffenen DNA-Segments (In
diesen Beispielen Segment B). Bei Amplifikationen in die Kopienzahl des DNA-Segments
erhoht, z.B. liegen drei Kopien vor (4).

Die Untersuchung von CNVs hat in den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit
erhalten. Durch die Verbesserung bestehender (z.B. comparative genomic
hybridization, CGH) und Entwicklung neuer Detektionsmethoden (z.B. next
generation sequencing) wurde die Auflésung, mit der potentielle CNVs entdeckt
werden konnen, deutlich erhoht. Die exakte Bruchpunktbestimmung und
Detektion von kleinen (d.h. kleiner als ein Kilobasenpaare (kb)) CNVs ist
mittlerweile maoglich. Die Definition eines CNVs andert sich deswegen stetig.
Derzeit gibt es keine einheitliche, standardisierte CNV Definition (Malhotra und
Sebat, 2012). In der vorliegenden Arbeit werden alle Deletionen und
Duplikationen, die mindestens eine Kilobase umfassen, als CNVs bezeichnet,

da dies derzeit die gangigste Definition in der Literatur ist.

Im Folgenden wird eine Ubersicht tUiber die bislang durchgefiihrten Arbeiten auf

dem Gebiet der CNVs gegeben; von Beobachtungen in einzelnen, spezifischen
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Erkrankungen bis hin zu genomweiten Untersuchungen in grof3en

populationsbasierten Kollektiven (siehe Kap. 1.3.2).

1.3.1 Mikrodeletions-/Mikroduplikationssyndrome

Zunachst wurden nur einzelne, spezifische CNVs und deren Rolle bei
monogenen Erkrankungen untersucht. In diesen Fallen spricht man dann von
Mikrodeletions-/Mikroduplikationssyndromen.  Mittlerweile hat man  flr
zahlreiche dieser Syndrome die urséachlichen Deletionen und Duplikationen

identifizieren kdnnen.

Eine der ersten dieser Arbeiten zeigte, dass Duplikationen in der
chromosomalen Subbande 17p11.2 urséachlich fir die Charcot-Marie-Tooth
Erkrankung sind (Lupski et al., 1991). Die reziproken Deletionen wurden wenig
spater als urséchlich fur erbliche Neuropathie mit Neigung zu Druckparesen
(hereditary neuropathy with liability to pressure palsies; Chance et al., 1993)
identifiziert. Bei beiden Erkrankungen handelt es sich um motorisch-

sensorische Neuropathien.

Als einer der ersten genetischen Risikofaktoren fur die Schizophrenie wurden
bereits 1995 Deletionen auf Chromosom 22 identifiziert (Karayiorgou et al.,
1995). Patienten mit einer Deletion in der chromosomalen Bande 22q11.21
haben im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung ein um das 21-fache erhdhtes
Risiko eine Schizophrenie zu entwickeln (The International Schizophrenia
Consortium, 2008). Diese Deletionen sind der derzeit starkste bekannte
genetische Risikofaktor flr die Schizophrenie. Neben dem erhéhten Risiko flr
eine Schizophrenie kdénnen Patienten mit einer Deletion in 22g11.21 unter
anderem Herzfehler, Gaumenspalten und charakteristische Gesichtsziige
aufweisen, daher bezeichnet man dieses Mikrodeletionssyndrom auch als auch

velo-cardio-faziales Syndrom.

1.3.2 Genomweite, populationsbasierte CNV Analysen

Die Entwicklung neuer Techniken (siehe Kap. 1.3.6) mit einer genomweiten
Markerabdeckung und geringeren Kosten ermdglichte die Untersuchung von
grol3en populationsbasierten Kollektiven hinsichtlich CNVs. Die Ergebnisse
dieser Studien zeigten, dass zuvor die Frequenz der CNVs in der

Allgemeinbevdlkerung deutlich unterschatzt worden war und das CNVs einen
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deutlich grolReren Anteil an der genetischen Variabilitdt hatten als zuvor
angenommen. Die Frequenz und Gr6RRe der detektierten CNVs in genomweiten
Studien war abhéngig von der verwendeten Detektionsmethode. Auf3erdem
konnten CNVs mit einer geringen Frequenz in der Allgemeinbevolkerung nur in
Studien mit einer entsprechend hohen Kollektivgro3e entdeckt werden. Daher
kénnen die Ergebnisse der einzelnen Studien nicht direkt miteinander
verglichen werden. Die Ergebnisse der einzelnen Studien deuten aber in die
gleiche Richtung.

Erstmals zeigten zwei Studien 2004 unabhangig voneinander, dass Deletionen
und Duplikationen haufig im Genom gesunder Personen vorkommen und Uber
das gesamte Genom verteilt auftreten (lafrate et al., 2004; Sebat et al., 2004).
Diese Ergebnisse konnten von verschiedenen Gruppen (u.a. Sharp et al.,
2005; Tuzun et al., 2005; Conrad, et al., 2006; Hinds, et al., 2006; Redon et al.,
2006) repliziert werden.

Die umfangreichste der frihen genomweiten Studien wies bei 270
untersuchten Personen insgesamt 1.447 Regionen nach, in denen CNVs
auftraten. Pro Person wurden durchschnittlich 5 CNVs mit einer Gesamtlange
von 14,3 Mb detektiert (Redon et al., 2006).

Im Jahr 2010 wurde die bis dato mit der héchsten Markerabdeckung
durchgefuihrte populationsbasierte, genomweite CNV-Studie verdffentlicht
(Conrad et al.,, 2010). In 450 untersuchten Personen wurden 8.599 CNVs
identifiziert. Im Durchschnitt wurden 19 CNVs pro Person mit einer
Gesamtlange von 112,7 Mb, was in etwa 3,7 % des Genoms entspricht
detektiert (Conrad et al., 2010).

Im Jahr 2011 wurde zum ersten Mal die Methode der genomweite
Sequenzierung fur die Detektion von CNVs in einem populationsbasierten
Kollektiv verwendet (Mills et al., 2011). Bei 185 Personen wurden 28.025 CNVs
detektiert, was eine deutlich gro3ere Anzahl im Vergleich zu den bis dato
publizierten Studien war. Grund hierfir war die wesentlich hohere Abdeckung
der genomweite Sequenzierung. Dadurch wurden in erster Linie Varianten

identifiziert, die deutlich kleiner als 1 kb waren und damit nicht der Definition
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von CNVs in dieser Arbeit entsprachen. Diese Klasse der strukturellen

Varianten ist jedoch interessant fir zukinftige Analysen.

1.3.3 Katalogisierung von CNVs in der Database of Genomic Variants

Die Database of Genomic Variants (DGV, http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home/;
lafrate et al., 2004; Zhang, et al., 2006) ist die grol3te offentlich zugangige
Datenbank fur CNVs beim Menschen. Insgesamt 55 genomweite,
populationsbasierte Studien sind in der DGV zusammengefasst. Die Eintrage in
der Datenbank wurden durch unterschiedliche technische CNV-
Identifizierungsmethoden gewonnen (z.B. array comparative genomic
hybridization, SNP-Genotypisierungschips, genomweite Sequenzierung; siehe
Kap. 1.3.6) und unterscheiden sich deshalb in ihrer Markerabdeckung und
Aussagekraft. In der aktuellsten Version der Datenbank (Juli 2013) sind
109.863 CNVs gelistet.

1.3.4 Entstehungsmechanismen von CNVs

CNVs konnen wéahrend der Mitose oder Meiose entstehen. Derzeit sind vier
maogliche Mechanismen bekannt, die zu einer Veranderung der Kopienzahl
fuhren konnen: nicht allelische homologe Rekombination (NAHR, nonallelic
homologous recombination), nicht homologe Reparatur von
Doppelstrangbrichen (NHEJ, nonhomologous DNA end joining), Springen der
Replikationsgabel (FoSTeS, Fork Stalling and Template Switching) und

Retrotransposition.

Anhand von genomweiten Sequenzierungsdaten untersuchten Mills und
Kollegen, in welchem Ausmal} die einzelnen Mechanismen zur Entstehung von
CNVs beitragen (Mills et al., 2011). Duplikationen und Deletionen, die langer
als 1 kb waren, waren in mehr als 95 % der Falle von segmentalen
Duplikationen flankiert. Dies deutet darauf hin, dass groRRere, rezidivierende

CNVs hauptsachlich durch NAHR verursacht wurden.

Nonallelic homologous recombination

Wahrend der Metaphasen der Meiose und Mitoselagern sich die homologen
Chromosomenpaare aneinander an und das so genannte crossing over kann
stattfinden. Dabei werden Doppelstrangbriiche der beteiligten DNA-Molekiile

zusammengeflugt. Die Doppelstrangbriiche entstehen in  homologen



1 Einleitung 7

Sequenzen, die auf beiden Chromosomen vorhanden sind (Alberts et al.,
2002). Diese Art der DNA-Rekombination wird auch als allelische homologe

Rekombination bezeichnet, die homologen Sequenzen sind dabei die Allele.

SD SD

(AN B c W |

A B I C W l

SsD SD
SD l
LA . C . | Deletion

SD____ 8D SD
|A. B . B . C . | Duplikation

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der nonallelic homologous recombination. Zwischen
DNA-Segmenten mit hoher Homologie, den segmentalen Duplikationen (SD) kann es zu einer
Rekombination kommen. Sind diese segmentalen Duplikationen in die gleiche Richtung
ausgerichtet, entsteht eine Deletion und eine Duplikation. Die DNA-Abschnitte sind mit A, B
und C bezeichnet. Hier ist der Abschnitt B von NAHR betroffen. Die homologen Chromosome
sind grun bzw. rot markiert. (modifiziert nach Malhotra und Sebat, 2012).

Die NAHR findet durch ungleiches crossing over zwischen segmentalen
Duplikationen statt (Pentao et al., 1992). Segmentale Duplikationen sind DNA-
Segmente, die in zwei oder mehr Kopien im Genom auftreten und
untereinander eine Sequenzidentitat von mehr als 90 % aufweisen (Scherer et
al., 2007). Segmentale Duplikationen konnen dazu fiuhren, dass sich
Chromosomen oder Chromatide wéhrend der Meiose (Turner et al., 2008) und
seltener wahrend der Mitose (Lam und Jeffreys, 2006) versetzt aneinander
anlagern (siehe Abb. 1.2) und so eine Rekombination zwischen verschiedenen
DNA-Abschnitten bedingen. Wenn die segmentalen Duplikationen zwischen
denen die NAHR stattfindet in die gleiche Richtung ausgerichtet sind, entsteht
auf einem der beteiligten DNA-Moleklle eine Deletion und auf dem anderen
eine Duplikation des dazwischen liegenden DNA-Abschnittes (A, B und C in
Abb. 1.2). Im Gegensatz dazu entstehen bei gegensatzlich orientierten
segmentalen Duplikationen keine CNVs, sondern balancierte Inversionen.
NAHR kann in drei Weisen erfolgen: zwischen segmentalen Duplikationen
desselben Chromatids, von Schwesterchromatiden oder von homologen
Chromosomen (Turner et al., 2008). Im Genom sind Regionen bekannt in

denen die Rate fur NAHR stark erhoht ist. In diesen hotspots ist die
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Rekombinationsrate um das bis zu 237-fache im Vergleich zum restlichen
Genom erhoht (Hurles und Lupski, 2006).

Nonhomologous DNA end joining

Doppelstrangbriche der DNA, die in jeder Zelle auftreten kdonnen, werden
durch enzymatische Reaktionen repariert (Lieber, 2008). Ein Mechanismus fur
die Reparatur solcher Doppelstrangbriiche ist das NHEJ. Beim NHEJ werden
die Doppelstrangbriiche durch DNA-Ligation zusammengefligt (siehe Abb.
1.3A; Alberts et al., 2002). Bei dieser schnellen Art der Reparatur kdnnen
Fehler auftreten. Dabei handelt es sich haufig um kleine Deletionen oder
Insertionen von einigen Basen (Malhotra und Sebat, 2012). Durch kurze,
homologe Sequenzen, sogenannte Mikrohomologien (MH in Abb. 1.3), kann es
zu groBeren Deletionen kommen. Ahnlich wie bei der NAHR kommt es
zwischen diesen Mikrohomologien zu einer Rekombination und damit einer
Deletion des dazwischen liegenden DNA-Segments (siehe Abb. 1.3B; Malhotra
und Sebat, 2012). Diese Deletion kann nur wenig Basen oder einige Kilobasen
lang sein, abhangig von der Lage der Mikrohomologien.

MECTTTTTT MA
MH I LT IIT wH
l Doppelstrangbruch
T 111
11 Ll
l Mégliche Ergebnisse der
Reparatur
NEERE
A 11111 Korrekte Reparatur
Y= Deletion durch
B Mikrohomologie
MH
verursacht

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des nonhomologous DNA end joinings. Bei der
Reparatur von Doppelstrangbriichen durch NHEJ kann es zu Fehlern mit verschiedenen
Resultaten kommen: A: korrekte Reparatur; B: Deletion durch Rekombination zwischen
Mikrohomologien (MH). Farbige vertikale Striche reprasentieren Basenpaare (modifiziert nach
Malhotra und Sebat, 2012).
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Fork Stalling and Template Switching

FoSTeS ist ein Mechanismus, der bei der Replikation der DNA auftritt (Lee et
al., 2007). Wenn die Replikationsgabel auf einen Bruch im DNA-Einzelstrang
trifft, bricht die Replikation an dieser Stelle ab. Durch Anlagerung an kurze
homologe Sequenzen, den Mikrohomologien, kann der Rickwartsstrang eine
neue Replikationsgabel bilden (siehe Abb. 1.4). Je nach Abstand und
Orientierung zwischen der neuen und der alten Replikationsgabel entsteht eine
Deletion oder Duplikation von unterschiedlicher Grof3e. Die so entstandenen
CNVs konnen DNA-Segmente aus unterschiedlichen Regionen beinhalten
(Malhotra und Sebat, 2012).

Die Replikationsgabel halt wegen eines

m*— Einzel-strangbruches an

L N o

Die Replikation wird an einer anderen Stelle fortgesetzt.
Das 3'-Ende des Rickwartsstrangs wird durch
Mikrohomolgie-Abschnitte (MH) geleitet.

. MH lAIternative 1 MH ‘Alternative 2
3"""3‘ =
> A > C
MH ‘ MH MH MH " MH MH
A W B N E B CINT A I B WD
Duplikation Deletion

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Fork Stalling and Template Switching. StoRt die
Replikationsgabel auf einen Einzelstrangbruch (blauer Stern) dann kommt es zu einem Stopp
der Replikation. Die aktive Replikationsgabel kann durch Anlagern an Mikrohomologien (MH)
an anderer Stelle die Replikation fortsetzen. Die DNA-Abschnitte zwischen den
Mikrohomologien sind mit A, B, C und D gekennzeichnet. Je nach Lokalisation der
Mikrohomologien entsteht eine Duplikation oder Deletion (modifiziert nach Malhotra und Sebat,
2012).

Retrotransposition

Retrotransposons sind DNA-Abschnitte, die sich selbst vervielfaltigen und
durch reverse Transkription an anderer Stelle in die DNA wieder integrieren
konnen. Aktive Retrotransposons kodieren fiir die RNA-Polymerase |l, die fur
die Transkription des Retrotransposons verantwortlich ist. Aul3erdem beinhaltet
einer der beiden open reading frames (ORF, siehe Abb. 1.5) des
Retrotransposons, der ORF2, eine reverse Transkriptase und Endonuklease.
Beide Enzyme sind fur die Funktion des Retrotransposons nétig. Die DNA
eines aktiven Retrotransposons wird zunachst in RNA transkribiert. Bei der

Translation der RNA wird die reverse Transkriptase gebildet. Diese ist
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spezifisch fur die RNA des Retrotransposons und wandelt diese in DNA um.
Die Endonuklease fugt die so neu entstandene Retrotransposon-DNA wieder in
die DNA ein. Dabei hat sie spezifische Zielsequenzen fur die Insertion (siehe
Abb. 1.5). Die ursprungliche DNA des Retrotransposons verbleibt unverandert
in der DNA. Durch die Retrotransposition wird die Kopienzahl des aktiven

Retrotransposons erhoéht.

Zielsequenz fur Insertion des

Retrotransposons
TAAAAACGT
ATTTTTGCA
TAAAAACGT
ok
<
N -
ng‘?'L ‘/ Reverse Transkription durch
o ORF2 und Synthese des
@ © zweiten Stranges
v
TAAAAACGT. TAAAAACGT
ATTTTTGCA ATTTTTGCA

Neue Insertion eines Retrotransposons

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Funktion eines Retrotransposons. Ein aktives
Retrotransposon wird zunachst translatiert und transkribiert. An einer geeigneten Zielsequenz
wird die, durch reverse Transkription entstandene Retrotransposon-DNA eingefiigt. Die daftr
nétigen Enzyme (eine reverse Transkriptase und eine Endonuklease) sind auf dem
Retrotransposon selbst kodiert. Das urspringliche Retrotransposon verbleibt unveréandert in
der DNA, durch die Retrotransposition wird seine Kopienzahl erhdéht (modifiziert nach Malhotra
und Sebat, 2012).

1.3.5 Effekt von CNVs auf die Genexpression

In Abhangigkeit von der genomischen Position und Grof3e eines CNVs kann
dieser auf unterschiedliche Weise einen Effekt auf die Expression eines oder
mehrerer Gene haben (siehe Abb. 1.6). Die so verdnderte Genexpression kann
ursachlich fur unterschiedliche Phanotypen sein. CNVs, die direkt ein Gen
betreffen verandern die Anzahl der funktionell aktiven Genkopien (siehe Punkte
1-3, Abb. 1.6). Auch Gene, die nicht direkt von einem CNV betroffen sind,
kénnen durch diesen in ihrer Expression verandert werden (siehe Punkte 4-6,
Abb. 1.6).
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1) Komplettes Gen betroffen:

Uberspannt ein CNV die komplette kodierende Sequenz eines Gens, so wird
die Zahl der funktionellen Genkopien entweder erhoht (bei einer Duplikation)
oder verringert (bei einer Deletion, siehe Abb. 1.6).

2) Ein Gen partiell betroffen:

Ist ein Gen nur zum Teil von einem CNV betroffen, wird die Anzahl funktioneller
Genkopien verringert, unabhéngig davon ob es sich um eine Deletion oder
Duplikation handelt (siehe Abb. 1.6).

3) Zwei Gene partiell betroffen:
Wenn beide Bruchpunkte eines CNVs innerhalb der kodierenden Sequenz
zweier Gene liegen, kommt es zur Genfusion. Die Zahl der funktionellen

Kopien der beiden betroffenen Gene ist reduziert (siehe Abb. 1.6).

4) Positionseffekt

Betrifft ein CNV nur ein regulatorisches Element, jedoch kein Gen direkt kann
dies einen Effekt auf die Expression eines oder mehrerer Gene haben. Je nach
Art des regulatorischen Elements (Enhancer oder Silencer) kann die
Expression erhdht oder verringert werden (siehe Abb. 1.6). Ist zum Beispiel ein
Enhancer von einer Duplikation betroffen so kann die Expression der durch

diesen Enhancer regulierten Gene weiter erhéht werden.

5) Rezessive Mutationen und funktionelle Polymorphismen

Deletionen kdnnen die Demaskierung eines rezessiven Allels oder eines
funktionell relevanten Polymorphismuses verursachen (siehe Abb. 1.6). Der
Effekt der Variante kommt durch die Deletion des kompensierenden Allels zum
Tragen.

6) Veranderung der Chromatinstruktur

Insbesondere groRe CNVs (d.h. mehrere hundert Kilobasen) kénnen dazu
fuhren, dass die Chromatinstruktur der betroffenen Region verandert wird. Dies
kann die 3D-Struktur der DNA verandern und so die Genexpression
beeinflussen. So kann es beispielsweise sein, dass durch die veranderte 3D-

Struktur Teile der DNA nicht mehr in RNA transkribiert werden kénnen.
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1) Komplettes Gen betroffen

2) Ein Gen partiell betroffen

3) Zwei Gene partiell betroffen

-
o
II_______
-
—a. - -E——
/’_\

4) Positionseffekt ol

v ODER

[«

5) Rezessive Mutation oder
funktioneller Polymorphismus ——— S

Von CNV betroffen .l. Gen

Regulatorisches Element ~ Mutation

Abb. 1.6: Mdgliche Auswirkungen von CNVs auf die Genexpression 1) Ist ein komplettes
Gen (Oranges/braunes Rechteck) von einem CNV (griine, gestrichelte Linie) Uberspannt, ist
die Zahl der funktionellen Genkopien erhéht (bei einer Duplikation) oder verringert (bei einer
Deletion). 2) Ist ein Gen nur teilweise betroffen, verringert sich die Zahl der aktiven Genkopien.
3) Liegen die Bruchpunkte eines CNVs in zwei Genen kann ein Fusionsgen entstehen. 4)
Wenn ein regulatorisches Element (braun-wei3es Rechteck) von einem CNV (berspannt wird,
kann dies einen Einfluss auf die Expression eines oder mehrerer Gene haben. 5) Eine Deletion
kann dazu fihren, dass eine rezessive Mutation oder ein funktioneller Polymorphismus
demaskiert wird, wenn das kompensierende Allel deletiert wird. Abbildung modifiziert nach:
Lupski und Stankiewicz, 2005.

Insbesondere bei groferen CNVs ist eine Kombination der verschiedenen
Mechanismen denkbar. Dadurch ist die Bestimmung der dem jeweiligen
Phanotypen zugrunde liegenden Gene nicht unmittelbar mdglich. Mehrere
Gene konnten von einem gréReren CNV betroffen sein und auf3erdem noch
regulatorische Elemente, die wiederum mehrere Gene regulieren. Der genaue
Wirkungsmechanismus eines CNVs lasst sich also nicht immer direkt

bestimmen.

1.3.6 Genomweite Detektionsmethoden von CNVs
Unterschiedliche Herangehensweisen kdonnen fir die genomweite Identifikation
von CNVs verwendet werden: array comparative genomic hybridization, SNP-

Genotypisierungschips und Genomweite Sequenzierung.

Array comparative genomic hybridization
Die erste Methode ist die Array basierte vergleichende Genomhybridisierung
(@aCGH, array comparative genomic hybridization). Dabei verwendet man

Fluoreszenz-markierte Fragmente des zu untersuchenden Genoms und
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Fragmente eines Referenz-Genoms. Die Fragmente sind jeweils andersfarbig
markiert und werden mit Sonden hybridisieren, die auf Mikroarrays
immobilisiert sind. Anhand der gemessenen Intensitaten der hybridisierten
Fragmente kann man riickschliel3en, ob an der entsprechenden Stelle ein CNV
vorliegt oder nicht (Solinas-Toldo et al., 1997). Die Auswahl und Verteilung der
verwendeten Hybridisierungssonden ist dabei entscheidend fir die Anwendung

und Aufldsung des aCGH.

SNP-Genotypisierungschips

Die zweite Array basierte Methode verwendet die Signalintensitaten von SNP-
Chips. Diese Chips wurden urspringlich fur die genomweite Genotypisierung
von SNPs entwickelt. Sie verwenden Fluoreszenz-markierte Marker fur die
Bestimmung der Genotypen der untersuchten SNPs (siehe Kap. 3.2.3). Die
Fluoreszenzintensitdt kann auch verwendet werden, um mit Hilfe von
bioinformatischen Programmen (siehe Kap. 3.3.3) CNVs zu detektieren. Die
beiden Hauptproduzenten von kommerziellen SNP-Chips sind Affymetrix
(Santa Clara, Kalifornien, USA) und lllumina (San Diego, Kalifornien, USA). In
der vorliegenden Arbeit wurden SNP-Chips der Firma Illumina fir die

Identifizierung von CNVs verwendet (siehe Kap. 3.2.3).

Genomweite Sequenzierung

Die dritte und neueste Technologie ist die genomweite Sequenzierung. Mit
dieser Technologie ist die Basenpaar-genaue Bestimmung der Bruchpunkte
eines CNVs moglich (Korbel et al., 2007). Die Kosten fir diese Methode waren
anfangs noch zu hoch, um in gro3en Kollektiven verwendet werden zu kdnnen.
Inzwischen wurden aber die ersten Studien veroéffentlich, bei denen groéRRere
Kollektive genomweit sequenziert wurden (Gudmundsson et al., 2012; The
1000 Genomes Project Consortium, 2012).

1.4 Neuropsychiatrische Erkrankungen

Zu den neuropsychiatrischen Erkrankungen gehéren die Schizophrenie, die
Bipolare Stérung und die Majore Depression. Die Lebensqualitat von Patienten,
die unter einer dieser Erkrankungen leiden, ist deutlich eingeschrénkt. Derzeit
kénnen lediglich die Symptome der drei Erkrankungen behandelt werden. Im

Vergleich zur Allgemeinbevélkerung ist zudem die Sterblichkeit der Patienten
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aufgrund eines erhdhten Suizidrisikos und Komorbiditdten wie zum Beispiel

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems erhdht (Eaton et al., 2008).

Die drei Erkrankungen gehoren zu den genetisch komplexen, multifaktoriellen
Erkrankungen. Das bedeutete, dass mehrere genetische Verdnderungen im
Zusammenspiel mit Umweltfaktoren und epigenetischen Faktoren zur

Krankheitsentstehung beitragen.

Bipolare Stérung

Patienten mit einer Bipolaren Stérung leiden unter extremen Schwankungen
der Stimmung. Sie erleben Phasen von Depression im Wechsel mit manischen
Phasen, in denen die Stimmung stark Uberhdht ist. Entsprechend dem
Diagnostischen und Statistischen Handbuch Psychischer Stérungen (DSM-IV,
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders fourth edition; American
Psychiatric Association, 2007) wird zwischen zwei Typen der Bipolaren Stérung
unterschieden. Patienten mit einer Bipolar | Stérung haben starke depressive
und manische Episoden. Bei Patienten mit Bipolar Il Stérung sind die
manischen Episoden weniger stark ausgepragt, sie werden auch als hypomane
Episoden bezeichnet. Die Episoden kénnen durch Phasen unterbrochen sein,
in denen die Patienten euthym sind, also keine Hoch- oder Tiefphasen
durchleben. Die Lebenszeitpravalenz (also die Anzahl der bestehenden
Erkrankungsfalle Uber den Lebensverlauf im Verhaltnis zur Anzahl der
Personen in der Bevolkerung in der gleichen Zeiteinheit) der Bipolaren Stdérung
in Deutschland wird auf etwa 3 Prozent geschatzt und ist bei Mannern und
Frauen gleich (DGPPN, 2012). Basierend auf Zwillings- und Familienstudien
wird davon ausgegangen, dass die Bipolare Stérung zu 60 bis 80 Prozent
durch erbliche Faktoren bedingt ist (McGuffin et al., 2003; Lichtenstein et al.,
2009; Wray and Gottesman, 2012).

Majore Depression

Patienten mit einer Depression leiden unter einer gedriickten Stimmung und
starker Interessenlosigkeit (DSM-IV, American Psychiatric Association, 2007).
Haufig zeigen sie aulRerdem ein gestortes Schlaf- und Essverhalten, sowie
Konzentrationsstorungen (DSM-IV, American Psychiatric Association, 2007).
Oft ziehen sich Patienten mit eine Majoren Depression sozial zuriick. Das

Risiko im Laufe des Lebens an einer Depression zu erkranken liegt bei 12 bis
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26 Prozent wobei Frauen haufiger erkranken als Manner (Hautzinger, 2006).
Die Heritabilitatsschatzungen fir die Majore Depression variieren stark, sie
liegen zwischen 30 und 75 % (Kendler, 1993; McGulffin et al., 1996; Sullivan et
al., 2000; Wray and Gottesman, 2012).

Schizophrenie

Bei Patienten mit einer Schizophrenie sind die Wahrnehmung, das Denken und
die Empfindung erheblich gestort. Dies kann sich in folgenden Symptomen
aulBern: Wahn, Hallizinationen, desorganisierte  Sprechweise, grob
desorganisiertes Verhalten oder flacher Affekt (DSM-1V, American Psychiatric
Association, 2007). Die Patienten kdénnen unter anderem unter optischen,
taktilen oder akustischen Sinnestduschungen leiden. Ein Grof3teil der Patienten
zeigt auflerdem einen Verfolgungswahn. Die Erkrankten weisen haufig
kognitive Defizite auf, dies kann sich unter anderem in der Unfahigkeit
komplexe Zusammenhange zu erfassen oder in einem verarmten sprachlichen
Ausdruck auf3ern. Bei vielen Patienten ist eine reduzierte Mimik und Gestik zu
beobachten. Die Lebenszeitpravalenz fir eine Schizophrenie liegt zwischen 0,5
und 1,6 Prozent, Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen, Méanner
erkranken jedoch etwas friher (DGPPN, 2006). Der Anteil genetischen
Faktoren wird auf 65 bis 80 Prozent geschatzt (Sullivan et al., 2003;
Lichtenstein et al., 2009; Wray and Gottesman, 2012).

1.4.1 CNVs bei neuropsychiatrischen Erkrankungen

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war nur eine genomweite Studie zur
Beteiligung von CNVs bei der Entstehung der Bipolaren Stérung publiziert
(Zhang et al., 2009). Fur die Majore Depression war noch keine genomweite
CNV-Studie durchgefuhrt worden. Die Relevanz von CNVs bei der Entstehung
der Schizophrenie war bereits besser verstanden (Karayiorgou et al., 1995;
Walsh et al. 2008; Xu et al., 2008; Stefansson et al., 2008; The International
Schizophrenia Consortium, 2008).

Bei der Bipolaren Stérung hatte die Studie von Zhang et al. zum ersten Mal
genomweit die Verteilung von CNVs bei Patienten untersucht. Diese Studie

zeigte, dass grof3e (> 100 kb), seltene CNVs (mit einer Frequenz von weniger



16 1 Einleitung

als einem Prozent in der Allgemeinbevdlkerung) signifikant haufiger bei

Patienten als bei Kontrollen zu finden waren (Zhang et al., 2009).

Eine Beteiligung von seltenen CNVs bei der Entwicklung einer Schizophrenie
wurde in zwei unabhangigen, genomweiten Studien nachgewiesen (Walsh et
al. 2008; Xu et al, 2008). Kurz darauf wurden, durch genomweite
Assoziationsstudien, spezifische Regionen identifiziert, in denen CNVs mit der
Schizophrenie assoziiert waren. (1921.1, 15q911.2, 15q13.3 und 22q¢11.21
Stefansson et al., 2008; The International Schizophrenia Consortium, 2008).
Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, war eine Beteiligung von Deletionen in der
chromosomalen Bande 22g11.21 bei der Entstehung der Schizophrenie bereits

bekannt (Karayiorgou et al., 1995).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Beteiligung von genetischen Faktoren bei der Entstehung von
neuropsychiatrischen Erkrankungen ist durch formalgenetische Studien wie
z.B. Zwillings- und Familienstudien belegt. Die bislang identifizierten, haufigen
genetischen Risikofaktoren (in der Regel SNPs) erklaren jedoch nur einen Teil

der Erblichkeit dieser Erkrankungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die systematische, genomweite Untersuchung
der Beteiligung von Kopienzahlvarianten (copy number variants, CNVs) als
weitere potentielle genetische Risikofaktoren bei den neuropsychiatrischen
Erkrankungen Bipolare Stérung, Majore Depression und Schizophrenie. Zu
Beginn dieser Arbeit waren nur wenige solcher genomweiten Untersuchungen
veroffentlicht. In diesen konnte gezeigt werden, dass CNVs mdgliche
Risikofaktoren mit grol3er Effektstarke fur die neuropsychiatrischen
Erkrankungen Autismus und Schizophrenie sind. Bei der Bipolaren Stérung
und der Majoren Depression gab es zu Beginn der Arbeit noch kaum

Untersuchungen zum Einfluss von CNVs auf die Krankheitsentstehung.

Zunachst musste eine Analysestrategie fur die in silico Identifikation von CNVs
und nachfolgenden Tests auf Assoziation der identifizierten CNVs etabliert
werden. Im Gegensatz zu genomweiten SNP-Assoziationsuntersuchungen war
und ist die Qualitdtskontrolle von genomweiten CNV-Daten in der bislang
publizierten  Literatur  nicht  einheitlich.  Die  Etablierung  dieser

Qualitatskontrollparameter war daher ein Kernpunkt dieser Arbeit.

Die entwickelte Analysestrategie wurde dann auf grol3e, deutsche Kollektive
mit den neuropsychiatrischen Erkrankungen Bipolare Stérung, Majore
Depression und Schizophrenie angewendet. Das untersuchte Kollektiv flr
Bipolare Stérung bestand aus 882 Patienten und 872 Kontrollen. Fir Majore
Depression wurden 575 Patienten und 1.618 Kontrollen analysiert. Der
Datensatz fir die Schizophrenie bestand aus 1.637 Patienten und 1.627
Kontrollen. In diesen Kollektiven sollte die Beteiligung von CNVs bei der

Entstehung der Erkrankungen untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Verwendete Gerate

Autoklav

DNA-Bank/Verwaltung

DNA-Extraktion

Eismaschine

Genotypisierungssysteme

Kapillarelektrophorese

Mikrowelle
Multipipetten

Photometer

Pippettierhilfen

Pipettierroboter

Varioklav. 135 S  Dampfsterilisator, H+P
Labortechnik, Oberschleil3heim

2D CYPHER Tubes, 2DCYPHER 1,2 ml Cluster
Tube Racks und 2D CYPHER SmartScan Solo,
und SmartScan 96, ABgene, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Chemagic Magnetic Separation Module |,
Chemagen PerkinElmer, Baesweiler

AF 100, Scotsman, Milano, Italien

iScan System, Illumina, San Diego, Kalifornien,
USA

3130xI Genetic Analyzer, Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA

MW 9625, SEVERIN Elektro, Sundern
Multipette/Transferpipette, Brand, Wertheim

NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektrophotometer,
Peq Lab, Erlangen

Eppendorf Research Plus 2,5 pl, 10 ul, 20 ul, 100
I, 200 pl und 1000 pl, Eppendorf AG, Hamburg

Research Plus 8-Kanal 2,5 yl - 10 pl und 10 pl -
100 pl, Eppendorf AG, Hamburg

Biomek NX-MC, Beckman-Coulter, Fullerton,
Kalifornien, USA

Biomek NX-S8, Beckman-Coulter, Fullerton,
Kalifornien, USA
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Pumpensysteme

Real-time PCR Gerét

Reinstwasser System

Schiuttler

Thermocycler

Tischzentrifugen

Trockenschrank

Vortexer

Waage

PC 2004 Vario, Vacuubrand & Co. KG MZ 2C
Membran Vacuum Pumpe, Vacuubrand & Co. KG,
Wertheim

7900HT, Applied BioSystems Foster City,
Kalifornien, USA

Milli-Q A10 Synthesis, Millipore, Molsheim
Frankreich

Unimax 1010/Polymax 1040, Heidpolph,

Schwabach

PTC 200, MJ Research, Watertown,
Massachusetts, USA

PTC 100, MJ Research, Watertown,
Massachusetts, USA

Heraeus Megafuge 1.0, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Heraeus Megafuge 1.0 R, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Heraeus Biofuge fresco, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

neolLab-Mini-Zentrifuge Spectrafuge, Heidelberg

Heraeus FunctionLine, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Vortex Genie 2, Sientific Industries, Bohemia, New
York, USA

Sartorius Talent, Sartorius AG, Gottingen

3.1.2 Chemikalien und Lésungen

Soweit moglich, wurden Chemikalien mit der Qualitdtsbezeichnung ,pro

analysis“ verwendet.

e Agarose D1 Low EEO, Chromatrin, Dublin, Irland
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Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Ethylendiamintetraessigsaure reinst, Merck, Darmstadt

Essigsaure (Eisessig) 100 % Merck, Darmstadt

Sephadex, G50 super fine, GE Healthcare, Little Chalfont,
GrolR3britannien

Tris 2 99,9 %, Carl Roth, Karlsruhe

Wasser PCR reagent, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

3.1.3 Kommerzielle Systeme (Kits)

HumanHap550v3 DNA Analysis Kit, lllumina, San Diego, Kalifornien,
USA

Human610-Quadvl DNA Analysis Kit, lllumina, San Diego, Kalifornien,
USA

Human660W-Quadvl DNA Analysis Kit, lllumina, San Diego,
Kalifornien, USA

Power SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Reference Assay RNase P, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs02902865 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs04311265 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs03589363 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs03749977 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs03744366 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs03283591 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs04402646_cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA
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TagMan Copy Number Assay ,Hs03290371_cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs02263567_cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs06225510 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Copy Number Assay ,Hs06195263 cn“, Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA

TagMan Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

TagMan Gene Genotyping Master Mix, Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

3.1.4 Software und Datenbanken

ABgene 2D CYPHER Pilot Databases, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Biomek Software 3.2, Beckman/Coulter, Fullerton, Kalifornien, USA
CHORP http://cnv.chop.edu/

DGV http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

DECIPHER http://decipher.sanger.ac.uk/

BeadScan, lllumina, San Diego, Kalifornien, USA

GenomeStudio v2011.1, lllumina, San Diego, Kalifornien, USA
Haploview http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php/
HapMap http://www.hapmap.org/

HGNC http://www.genenames.org/

Mac OsX 10.7.5 http://www.apple.com/de/

NCBI http://www.ncbi.nim.nih.gov/

NanoDrop ND-100 v3.3.0, Peglab, Erlangen

PennCNV http://lwww.openbioinformatics.org/penncnv/

Perl http://www.perl.org/

PLINK http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/

PubMed http://pubmed.com/

QuantiSNP http://mwww.well.ox.ac.uk/QuantiSNP/
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e R http://www.r-project.org/
e SLEP http://gbrowse.csbio.unc.edu/cgi-bin/gb2/gbrowse/slep/
e Ubuntu Linux http://www.ubuntu.com/

e UCSC Genome Bioinformatics http://genome.ucsc.edu/
3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Probandenmaterial und DNA-Isolierung

Die DNA der Probanden wurde aus vendsem Blut extrahiert. Diese Extraktion
erfolgte entweder mit der Aussalzmethode nach Miller et al. (Miller et al., 1988)
oder mit dem Chemagic Magnetic Separation Module | (PerkinElmer,

Baesweller).

3.2.2 Qualitats- und Konzentrationsbestimmung der DNA

Fur die Bestimmung der DNA Qualitat und Quantitdit wurde ein
Photospektrometer (Peq Lab, Erlangen) verwendet. Die DNA-Konzentration
wurde Uber die gemessen Absorption bei 260 nm ermittelt. FlUr die Ermittlung
der DNA-Qualitat wurden der Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm
(A2s0/A280) verwendet. Dieser sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen, damit
Verunreinigungen der DNA mit Proteinen, Salzen, Phenolen oder Ahnlichem

ausgeschlossen werden konnten.

3.2.3 Genomweite Genotypisierung mit lllumina

Fur die Genotypisierung wurde die Infinium BeadArray Plattform der Firma
lllumina (San Diego, Kalifornien, USA) verwendet. Dabei werden die
Genotypen der einzelnen SNPs durch eine allelspezifische Einzelbasen-

erweiterung (SBE, single base extension; Steemers et al., 2006) ermittelt.

Fur die Genotypisierung wurden Chips mit Siliziumkugeln, den beads,
verwendet. An jeden bead waren mehrere hundert, 50 bp lange
fluoreszenzmarkierte Sonden gekoppelt. Alle Sonden eines beads waren
spezifisch fur einen SNP, jeder SNP-spezifische bead war im Mittel 20-fach auf
einem Chip vorhanden (Gunderson et al., 2005; Steemers und Gunderson,
2007). Neben der SNP-spezifischen Sequenz trug jeder bead auch eine

einmalige Sequenz, mit der der bead identifiziert werden konnte.
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Die Genotypisierung bestand aus vier Schritten (Gunderson et al., 2005;
Steemers et al., 2006):

1) Genomweite Amplifizierung und Fragmentierung der DNA

Die Amplifzierung der DNA erfolgte in einem isothermalen Schritt tber Nacht.
Durch eine bis zu 1500-fache Amplifizierung der DNA waren nur relativ kleine
Mengen genomischer DNA (250-750 ng) nétig, um qualitativ hochwertige
Genotypisierungsdaten zu erhalten (Steemers et al., 2006). Die amplifizierte
DNA wurde dann enzymatisch fragmentiert. Nach Prazipitation und
Resuspendierung der DNA folgte die Hybridisierung der DNA an die Sonden
der beads.

2) Hybridisierung der amplifizierten DNA an sequenzspezifische Sonden
Abhéangig vom untersuchten SNP waren diese Sonden unterschiedlich gewahlt
(siehe Abb. 3.1 b+c). Beim Infinium | Design gab es fur jeden SNP zwei
Sonden, die sich in nur einer Base am 3’-Ende unterschieden. Die eine Sonde
stimmte perfekt mit der Zielsequenz des einen SNP-Allels Uberein; die zweite
Sonde stimmte exakt mit dem anderen Allel tGberein. Beim Infinium Il Design
gab es nur eine Sonde fir jeden SNP. Die Sequenz der Sonde unterschied
sich nur in der letzten Base vor dem zu untersuchenden SNP. In beiden Fallen
folgte nach perfekter Hybridisierung der Zielsequenz an die Primer eine SBE
(Steemers et al., 2006).

Mit dem Infinium | Design lieBen sich SNPs jeglicher Auspragung (A/T, A/G,
A/C, CIT, CIG, GIT) detektieren, da die Allelverteilung aus dem Verhéltnis der
gemessenen Intensitaten beider verwendeten Sonden berechnet wurde (siehe
Abb. 3.1 b). Allerdings waren hierfir zwei Sonden nétig. Beim Infinium Il
Design war nur eine Sonde ndétig (siehe Abb 3.1 c¢). Hier konnten jedoch keine
A/T- oder C/G-SNPs untersucht werden, da beide Nukleotide mit dem gleichen

Fluoreszenzfarbstoff markiert waren.

3) Allelspezifische Primererweiterung
Nach Hybridisierung der DNA an die Sonden, wurden diese durch eine
Polymerase erweitert. Da hierbei didesoxy-Nukleotide (ddATP, ddCTP, ddGTP

und ddUTP) verwendet wurden, konnte nur ein Nukleotid eingebaut werden.
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4) Signalamplifizierung und Signaldetektion

Um die gemessene Fluoreszenz der SNPs zu verstarken, wurde ein Antikorper
Sandwich Assay verwendet (Pinkel et al., 1986). Die verwendeten ddCTPs und
ddGTPs waren mit Biotin markiert, ddATPs und ddUTPs mit 2,4-dinitrophenol
(DNP; Steemers et al, 2006). Biotin und DNP wurden dann
immunohistochemisch mit Alexa555-markiertem Streptavidin beziehungsweise
Alexa647-markiertem primaren Antikbrpern (gewonnen aus Kaninchen) gegen
DNP angefarbt (siehe Abb. 3.1 a). Die Fluroeszenzmarkierung wurde mit einem
zweiten Farbungsschritt, bei dem biotinyliertes anti-Streptavidin und sekundére
anti-Kaninchen Antikdrper (gewonnen aus Ziege) verwendet wurden,
abgeschlossen. Um die gemessene Fluoreszenz weiter zu steigern, wurde die
Sandwichfarbung  zweimal durchgefuhrt. Nachdem die zweifache
Sandwichfarbung abgeschlossen war, wurden die BeadArrays in einem iScan
Scanner der Firma lllumina ausgelesen. Die Auswertung der Scandaten

erfolgte mit Hilfe der GenomeStudio Software (siehe hierzu Kap. 3.3.1).
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Infinium Assays. a: Die amplifizierte und
fragmentierte DNA bindet an mit spezifischen Sonden gekoppelte beads (hier dargestellt durch
rote, grine und orangene Halbkugeln). AnschlieRend erfolgt eine immunhistochemische
Sandwichfarbung. b: Beim Infinium | Design werden SNPs mit zwei verschiedenen Sonden
detektiert. Jede der Sonden bindet spezifisch an eines der beiden Allele des SNPs. Nur bei
perfektem Ubereinstimmen der Sonde mit der Zielsequenz wird eine Fluoreszenz gemessen. c:
Fir einen Grof3teil der untersuchten SNPs ist nur ein Sondentyp nétig. Bei diesem Infinium I
Design kénnen zwei unterschiedliche Farbstoffe durch eine Einzebasenverlangerung an die
Sonde binden (Abbildung entnommen aus: Steemers und Gunderson, 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden drei unterschiedliche Illumina BeadArrays
verwendet: (i) HumanHap550v3 (HH550), (ii)) Human610-Quadvl (H610Q) und
(i) Human660W-Quadvl (H660W). Die Auswahl der SNPs auf diesen Chips
wurde von Illlumina vorgenommen, in die Selektion der SNPs wurden Daten
aus dem HapMap Projekt (siehe Kap 1.1; The International HapMap
Consortium, 2007) und vom Wellcome Trust Case Control Consortium
(WTCCC; The Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007) mit
einbezogen. Beim HH550 Chip sind alle SNPs nach dem Infinium Il Design
ausgewahlt worden, beim H610Q Chip und H660W Chip wurden aul3erdem
SNPs mit dem Infinium | Design mit einbezogen. Alle drei Chiptypen zeigten
ein hohes MaR an Uberlappung beziiglich der Markerauswahl, insgesamt
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waren 546.098 gemeinsame Marker auf allen drei Chiptypen vorhanden. Einen

Vergleich der wichtigsten Charakteristika der drei Chiptypen zeigt Tabelle 3.1.
Tab. 3.1: Charakteristika der verwendeten BeadArrays

HH550 H610Q H660W
Anzahl SNPs 561.466 620.901 657.336

Anzahl der SNPs innerhalb von
10 kb eines RefSeq Gens 252.793 309.978 332.756

Mittelwert des Abstandes

) . s 5,3 4.7 4.4
zwischen zwei Markern (in kb)
Median des Abstandes

zwischen zwei Markern (in kb) 2,9 2,7 2,3

Durchfuhrung:

Fur die Prozessierung der Chips wurde das Herstellerprotokoll verwendet
(Infinium HD Assay Super Protocol Guide, verfuigbar Uber www.illumina.com).
Die dabei verwendeten Zusammensetzungen von Puffern und Enzymen war
teilweise proprietar. Das Protokoll konnte innerhalb von drei Tagen

durchgeftihrt werden:

Tag 1: Amplifizierung der DNA

Die Amplifizierung bendétigte 20 bis 24 Stunden. Sie wurde daher am ersten
Tag angesetzt und erfolgte dann Uber Nacht in einem Hybridisierungsofen bei
37 °C.

Tag 2: Fragmentierung und Fallung der amplifizierten DNA

Nach der Amplifizierung wurde die DNA enzymatisch fragmentiert. Die
fragmentierte DNA wurde dann von der Losung abgeschieden, der Uberstand
verworfen und die zurlck bleibende DNA Ablagerung resuspendiert und weiter

verwendet (Dauer: 4 Stunden).

Hybridisierung der DNA auf BeadArrays

Die fragmentierte und resuspendierte DNA wurde nun auf BeadArrays
Uberfuhrt und es folgte die Hybridisierung der DNA-Fragmente an die
chipgebundenen beads. Diese erfolgte wiederum Uber Nacht im
Hybridisierungsofen bei 48 °C (mindestens 16 Stunden, hdchstens 24
Stunden).
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Tag 3: Waschen der BeadArrays

Nun wurden die BeadArrays fur die Farbung vorbereitet. Dazu wurden die
Chips zunéachst gewaschen und in Durchflusskammern Uberfihrt (Dauer: 30
Minuten).

Einzelbasenverlangerung und Farbung der BeadArrays

Im letzten Schritt vor dem Scannen wurde die Einzelbasenerweiterung
durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die hybridisierte DNA mit Formamid entfernt.
Dies gewahrleistete, dass nur die an die beads gekoppelten Sonden im
abschlieBenden Schritt immunhistochemisch angefarbt wurden (Dauer:
1 Stunde).

Scannen der BeadArrays
SchlieR3lich wurden die fertig prozessierten Chips mit Hilfe des iScan Scanners

von lllumina ausgelesen (Scanzeit je Chip ca. 90 Minuten).

3.2.4 Verifikation von in silico CNVs

Fur die Bestatigung der in silico detektierten CNVs wurden drei quantitative
Methoden verwendet: multiplex Ligation-abhangige Sondenamplifikation
(MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification), quantitative Echtzeit-
PCR (gRT-PCR, quantitative real-time PCR) mit TagMan-Sonden und gRT-
PCR mit SYBR-Green. Mit diesen quantitativen Methoden konnte die exakte
DNA-Kopienzahl einer Person bestimmt werden.

3.2.5 Multiplex ligation-dependent probe amplification

Die Quantifizierung von DNA-Abschnitten durch MLPA (MRC-Holland,
Amsterdam, Niederlande) beruht auf einer Amplifikation von Sonden, die
spezifisch fur die zu untersuchenden Regionen sind (Schouten et al., 2002).

Jede der sequenzspezifischen Sonden besteht aus zwei Teilen: einem
kirzeren Teil, der zwischen 40 und 49 Nukleotide lang ist, und einem langerem
Teil mit 80 bis 420 Nukleotide. Beide Teile der Sonde haben einen Sequenz
der bei allen kurzen (19 Nukleotide lang) beziehungsweise langen (36
Nukleotide lang) Teilen identisch ist und einem Teil, der spezifisch fur die zu
untersuchenden Region ist (Schouten et al., 2002). Der lange Teil der Sonde

hat auRerdem zwischen 19 und 341 Nukleotide, die fir spezifisch fur die Sonde
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sind und durch die diese spater identifiziert werden kann (Schouten et al.,
2002).

Beide Teile der Sonde wurden so ausgewahlt, dass sie mit nur wenigen
Nukleotiden Abstand an die zu untersuchende DNA Sequenz hybridisieren.
Nach der Hybridisierung wurden die beiden Teile der Sonde durch ein Ligase
verbunden. In der nachfolgenden PCR wurden alle verwendeten Sonden
amplifiziert. Durch die unterschiedliche Lange der Sonden konnten die PCR-
Produkte dann durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden. Die HOhe der

so gemessenen Signale wurde fur die Bestimmung der Kopienzahl verwendet.

Durchfuhrung:

Entsprechend den Herstellervorgaben (http://www.mlpa.com, Schouten et al.,
2002) wurde die MLPA Reaktion in funf Arbeitsschritte unterteilt (siehe Abb.
3.2):

1) Denaturierung

Die Proben-DNA wurde eine Minute bei 95 °C denaturiert.

2) Hybridisierung
Die denaturierte DNA und beide Teile der Sonde wurden 16 Stunden bei 60 °C

inkubiert. In dieser Zeit konnten sich die Sonden an die Zielsequenz anlagern.

3) Ligation

Die beiden Teile der Sonde wurden durch eine Ligase verbunden. Hierzu
wurde die Probe 15 Minuten bei 54 °C mit 40 ul Ligationspuffer (bestehend aus
2,6 mM MgCl,, 5 mM Tris—HCI, 0,2 mM NAD und 1 U Ligase-65) inkubiert.
Anschlie3end wurde die Ligase inaktiviert (5 Minuten bei 98 °C).

4) PCR

Die Sonden wurden nun amplifiziert. Hierzu wurden 10 pl aus dem
vorangegangen Schritt zu 30 pl PCR-Puffer (mit 10 pmol PCR-Primer, 2,5 nmol
dNTPs und 2,5 U Tag/SALSA Polymerase) hinzugefugt. Die PCR-Primer
waren fur alle untersuchten Sonden die gleichen und hybridisierten an die 19
beziehungsweise 36 Nukleotid langen Teile der Sonden, dadurch konnten alle
verwendeten Sonden mit den gleichen Primern amplifiziert werden. Es wurde

ein Standard-PCR-Programm verwendet:
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Temperatur | Zeit

95 °C 30 Sek.

60 °C 30 Sek. 33
Zyklen

72 °C 60 Sek.

5) Auftrennung der Produkte

Die PCR-Produkte wurden durch Kapillarelektrophorese (3130xI Genetic
Analyzer, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) aufgetrennt. Da die
einzelnen Sonden unterschiedliche Langen hatten, erzeugte jedes Amplikon
ein spezifisches Signal. Durch Vergleich dieses Signals mit dem Signal einer
Probe deren Kopienzahl bekannt war, lieR sich die Kopienzahl der

untersuchten Probe bestimmen.

1. Denaturierung und 2. Hybridisierung
5 Hybridisierungssequenz 3¢— PCR-Primer Sequenz B
PCR-Primer Sequenz A —_k l' l /——— Sondenspezifische Sequenz
3 Zielsequenz 5'
3. Ligation : 3
"\ y
3 Zielsequenz 5
4. PCR
5 3

Abb. 3.2: Schematischer Ablauf der MLPA. Die MLPA erfolgte in finf Schritten: 1) Die DNA
wurde zunachst denaturiert; 2) an die einzelstrdngige DNA der Zielregion (rote Balken)
hybridisierten die beiden Teile der Sonde mit gleichbleibenden (hellblaue Balken),
sequenzspezifischen (griine Balken) und sondenspezifischen (dunkelblaue Balken)
Abschnitten; 3) die beiden Teile der Sonde wurden durch ein Ligase verbunden; 4) alle
verwendeten Sonden wurden durch eine PCR amplifiziert; 5) die PCR-Produkte wurden durch
Kapillarelektophorese aufgetrennt (nicht dargestellt, Abbildung modifiziert nach Schouten et al.,
2002).

3.2.6 Quantitative real-time PCR mit TagMan-Sonden

Bei der gRT-PCR wird nach jedem PCR-Zyklus eine Fluoreszenz-Messung
durchgeftihrt. Bei der qRT-PCR mit TagMan-Sonden werden fur jede zu
untersuchende Region spezifische Sonden eingesetzt. Die Quantifizierung der
DNA erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET). Beim
FRET wird die Fluoreszenzenergie eines angeregten Farbstoffes, dem
Reporter, von einem weiteren Farbstoff, dem Quencher, aufgenommen

(Forster, 1948). Der Quencher emittiert Licht in einem anderen Spektrum als
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der Reporter. Der FRET kann allerdings nur Uber einen kurzen Abstand
erfolgen, liegen Reporter und Quencher zu weit auseinander emittiert der
Reporter und nicht der Quencher Licht. Die TagMan-Sonden tragen einen
Reporter an ihrem 5’-Ende und einen Quencher am 3’Ende (siehe Abb. 3.3).
Mit diesen Sonden wird eine PCR durchgefuhrt. Bei dieser PCR wird eine
Polymerase verwendet, die zusatzlich Uber eine 5-3-Exonuklease-
Funktionalitat verfugt, dadurch werden Reporter und Quencher voneinander
getrennt und es kann keine FRET mehr stattfinden (siehe Abb. 3.3). Nach
jedem PCR Zyklus erfolgt eine Messung der Fluoreszenz im Spektrum des
Reporters, diese steigt proportional zur Menge des vorhandenen PCR-
Produkts an. Der Anstieg der Fluoreszenz verlauft zunéchst linear und tritt
dann in eine exponentielle Phase Uber. Der Zeitpunkt des Ubertritts in diese
exponentielle Phase ist dabei abhéngig von der zu Beginn der Reaktion
vorhandenen DNA-Menge einer Probe. Dieser Zeitpunkt ist der Schwellenwert
(cycle threshold, Ct), der fur die Berechnung der initial vorhandenen
Kopienzahl verwendet wird. Fir diese Berechnung (siehe Kap. 3.2.7) wird der

Ct wird der untersuchten Region mit einer Referenz verglichen.

Die von der Firma Applied BioSystems (Foster City, Kalifornien, USA)
entwickelten TagMan-Sonden tragen zwei Fluorophore (Heid, et al., 1996). Der
Reporter ist mit den Fluorophoren VIC oder FAM markiert, als Quencher dient
TAMRA (siehe Abb. 3.3).
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1) Hybridisierung: Die Sonde
hybridisert an die Zielsequenz,
Reporter und Quencher sind
nah zusammen, FRET kann
stattfinden.

- 5 Sonde
Forwérts Primer R .
5 - J 3

2) Verdau: Bei der Primer-
verlangerung wird der Reporter
von der Sonde getrennt. Die

gemessene Fluoreszenz steigt
an.

Forwarls Primer

3 5 5
5 3 3
= g 3

Rilckwirts Primer

3) Zyklusende: Am Ende jedes
PCR-Zykluses wurde die
Sonde komplett verdaut,
Reporter und Quencher sind
frei.

Forwarts Primer

s

3

5 3
~

Rilckwarts Primer

Abb. 3.3: Schematischer Ablauf der gRT-PCR mit TagMan-Sonde. FRET — Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer, R — Reporter, Q — Quencher (modifiziert nach
http://www.appliedbiosystems.com)

Durchfiuhrung:

Die Verifikation der in silico detektierten CNVs durch gqRT-PCR mit TagMan
Sonden wurde gemdalR der Herstellerangaben durchgefiihrt (siehe hierzu:
TagMan Copy Number Assays (PN 4397425)). Es wurden TagMan Copy
Number Assays (FAM markiert) von Applied BioSystems beziehungsweise
TagMan Copy Number Reference Assay RNase P (VIC markiert) verwendet.
Alle Reaktionen wurden in Mikrotiterplatten mit 384 Vertiefungen (wells)
durchgefuhrt, jede Probe wurde als Triplikat untersucht. Als Referenzassay
wurde in allen Versuchen RNAseP verwendet. Das Protokoll besteht aus vier
Schritten:

1) Vorbereitung eines Mastermixes

Ein Mastermix wurde vorbereitet, je well wurde bendtigt:

TagMan Genotyping Master Mix 5,0 ul
TagMan Copy Number Assay 0,5 ul
TagMan Copy Number Reference Assay 0,5 ul
Nuklease freies Wasser 2,0 pl

Gesamtvolumen 8,0 ul
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2) Hinzufiigen der DNA
Je well wurden 8 pl des Mastermixes vorgelegt und 2 pl einer vorbereiteten
DNA Losung (5 ng/ul) hinzugegeben.

3) PCR Reaktion
Die Reaktion lief in einem real-time PCR Gerét (7900HT, Applied BioSystems

Foster City, Kalifornien, USA) mit diesen Parametern ab:

Temperatur Zeit

95 °C 10 Min.

95 °C 15 Sek.

60 °C 60 Sek. 40 ZyKlen

4) Analyse der Ergebnisse
Im Anschluss an die PCR wurden die Ergebnisse exportiert und mit der

CopyCaller Software analysiert (siehe hierzu Kapitel 3.2.7).

3.2.7 CopyCaller

Wie in Kapitel 3.2.6 beschrieben wurde die Auswertung der gRT-PCR
Experimente mit der CopyCaller Software der Firma Applied Biosystems
durchgefiihrt. Die Auswertung wurde entsprechend der Herstellerangaben
(CopyCaller Software v1.0 User Guide) vorgenommen. Zunachst wurden die
gemessenen Ct-Werte exportiert. Diese Werte geben den Zeitpunkt an, bei
dem die PCR in die exponentielle Phase Ubergegangen ist (siehe Kap. 3.2.6).
Bei der qRT-PCR mit TagMan-Sonden wurde in jedem well zwei Assays
analysiert; eines fur die Zielregion, deren Kopienzahl ermittelt werden sollte
und ein Referenzassay. In der vorliegenden Arbeit wurde RNaseP als
Referenzassay verwendet. Die exportierten Ct-Werte wurden in die CopyCaller
Software importiert. Diese berechnete dann anhand der Ct-Werte die
Kopienzahl fur jede Person. Fir alle gRT-PCR Experimente wurden
Kontrollpersonen verwendet, die zwei Kopien der untersuchten Regionen

hatten.
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Die CopyCaller Software berechnete die Kopienzahl in drei Schritten:

1) ACt-Berechnung
Fur jedes well wurde zunachst der ACT-Wert berechnet. Dieser gab den

Unterschied zwischen dem Referenzassay und dem Zielassay an:

(ACt)w = (Ct)t,w - (Ct)r,w
mit w = well, t = Zielassay (target), r = Referenzassay

Der ACT-Wert wurde zunachst fur alle Replikate eines Zielassays ermittelt, fur
die weiteren Schritte wurde dann das arithmetische Mittel aller Replikate eines

Zielassays U(ACt) verwendet.

2) AACt-Berechnung
Die Differenz zwischen dem p(ACt)-Wertes des Zielassays einer betroffenen
Person zu dem p(ACt)-Wertes des gleichen Zielassays der Kontrollpersonen

war der AACt-Wert:

(AACt)sr = u(Ct)sr — M(CE) g
mit s = betroffene Person (sample), t = Zielassay (target), k = Kontrollperson

Der Vergleichswert p(ACt)c: wurde uber alle verwendeten Kontrollpersonen

ermittelt.

3) Ermittlung der Kopienzahl
Mit dem so berechneten AACt-Wert konnte schlieBlich die Kopienzahl der

untersuchten Person flr den Zielassay berechnet werden:
Kopienza/il = cny, * 2784Ct

mit cny = Kopienzahl der Kontrollperson (entsprach 2)

3.2.8 Quantitative real-time PCR mit SYBR-Green

Ahnlich wie bei der gRT-PCR mit TagMan-Sonden wird bei der gRT-PCR mit
SYBR-Green nach jedem durchgefihrten PCR-Zyklus die emittierte
Fluoreszenz gemessen. Auch bei dieser Methode erfolgt die Bestimmung der
urspringlichen Kopienzahl eines untersuchten DNA-Abschnittes durch den
Vergleich der Ct-Werte mit einer Referenz. Jedoch wird bei dieser Methode das

Cyanin SYBR-Green als Fluoreszenzfarbstoff verwendet.



34 3 Material und Methoden

SYBR-Green bindet an doppelstrangige DNA und emittiert dann Licht im
grinen Spektrum (Ponchel et al.,, 2003). Zwar kann SYBR-Green auch an
einzelstrangige DNA binden, dann ist das Fluoreszensignal aber deutlich
geringer. Diese Eigenschaft von SYBR-Green wird fur die qRT-PCR genutzt.
Da sich bei jedem PCR-Zyklus die Menge an doppelstrangiger DNA erhoht,

erhoht sich im gleichen Mal3e auch die gemessene Intensitét.

Fur jede zu untersuchende Region werden spezifische Primer hergestellt, die
eine ausschlie3liche Amplifikation dieser Region gewéhrleisten. Da SYBR-
Green unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet wirden eventuell
entstehende Nebenprodukte wirden das gemessene Signal verfalschen. Wie
bei der gRT-PCR mit TagMan-Sonden wird des Zeitpunkt Ct bestimmt, bei dem
die gemessene Fluoreszenzintensitat in die exponentielle Phase lbergeht
(siehe Kap. 3.2.6). Durch die gezielte Amplifikation der Zielregion und dem
Vergleich zu Referenzregionen kann so die Kopienzahl der Zielregion bestimmt
werden. Als interne Referenzen dienten Regionen in den Genen BNCl1
(basonuclin 1), CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
und RPP38 (ribonuclease P/IMRP 38kDa subunit, Primersequenzen jeweils im
Anhang). Dabei handelt es sich um ubiqutar exprimierte Gene, in denen die
untersuchten Personen zwei Kopien aufwiesen. Alle Verifikationsexperimente
mit SYBR-Green wurden als Triplikate durchgefihrt. Diese internen werden fur

die Normalisierung der Messwerte verwendet.

Es wurde ein PCR-Programm fiir alle Reaktion verwendet:

Temperatur Zeit

95 °C 10 Min.

95 °C 15 Sek. 40

60 °C 60 Sek. Zyklen

Die Reaktionen erfolgten in einem real-time PCR Gerat (7900HT, Applied
BioSystems Foster City, Kalifornien, USA). Nach abgeschlossener Reaktion
wurden die Ct-Werte exportiert. Die Kopienzahl wurde dann mit der ACt-

Methode ermittelt:
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ACt = Ct (Ziel) — Ct (Referenz)

Kopienza/il = 2 » 27A¢t

3.2.9 Auswahl der Verifikationsmethoden

Fur die in Kapitel 4 beschriebenen CNVs wurden unterschiedliche
Verifikationsmethoden gewahlt. Die Auswahl der Verifikationsmethode war
abhangig von der zur Verfigung stehenden DNA-Menge, den Kosten der
Methode und der Verfligbarkeit von Sonden in der zu verifizierenden
chromosomalen Region. Sonden fir eine Verifikation mittels qRT-PCR mit
TagMan-Sonden oder SYBR-Green konnen fir jede Region spezifisch
hergestellt werden. Die Sondenauswahl fur eine Verifikation mittels MLPA
erfolgt in der Regel durch den Hersteller. Individualisierte Sonden kénnen zwar

hergestellt werden, dies ist jedoch aufwandig und mit hohen Kosten verbunden.

Bei der Entscheidung zwischen einer Verifikation mit gRT-PCR mit TagMan-
Sonden oder SYBR-Green sind die Kosten und Menge an verfugbarer DNA
wichtig. Die gRT-PCR mit SYBR-Green ist wesentlich gunstiger als mit
TagMan-Sonden, allerdings wird fur jedes Experiment deutlich mehr DNA
(~200 ng) bendtigt als bei der gRT-PCR mit TagMan-Sonden (~10 ng).

1) gRT-PCR mit TagMan-Sonden

Alle CNVs in den beiden mit der Bipolaren Stérung assoziierten Regionen
(siehe Kap 4.2.3) wurden mit gRT-PCR und jeweils drei TagMan-Sonden
(siehe Kap. 3.2.6) verifiziert. FUr Duplikationen in 627 wurden die Assays
Hs02902865 cn, Hs04311265 cn und Hs03589363 cn verwendet, flr
Duplikationen in 10g11.22 die Assays Hs03749977_cn, Hs03744366_cn und
Hs03283591 cn. Als Referenz wurde jeweils RNaseP verwendet.

2) gRT-PCR mit SYBR-Green-Sonden

Deletionen in den chromosomalen Subbanden 7p21.3 und 18p11.32, die mit
Majorer Depression assoziiert waren (siehe Kap. 4.3.3), wurden mit jeweils drei
SYBR-Green Sonden verifiziert (Sequenzen: siehe Anhang). Fur die
Verifikation der Duplikationen in der chromosomalen Subbande 15026.3 (siehe
Kap. 4.3.3) mit gRT-PCR wurden vier SYBR-Green Sonden gewahlt

(Sequenzen siehe Anhang).
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3) MLPA
Fur die Verifikation der CNVs in 16p11.2 (siehe Kap. 4.3.3) wurde das MLPA
Kit P297 verwendet, dieses hatte finf Sonden innerhalb der assoziierten

Region (siehe Anhang).
3.3 Bioinformatische und statistische Methoden

3.3.1 GenomeStudio

GenomeStudio ist ein von der Firma lllumina entwickeltes Softwarepaket, mit
dem die durch BeadArray Technologie (siehe Kap. 3.2.3) generierten
genetischen Daten ausgewertet wurden. Im Folgenden wird das
Genotypisierungsmodul naher erklart. Insbesondere werden die fiur die

Identifikation von CNVs relevanten Aspekte erdrtert werden.

Grundlage fur die Analysen waren die gemessen Fluoreszenzintensitaten der
beiden SNP Allele (raw X bzw. raw Y). GenomeStudio unterscheidet bei einem
SNP nur zwischen A- und B-Allel. Beim Infinium | Design (siehe Kap. 3.2.3)
entsprach das A-Allel dem haufiger in der européaischen Population
auftretenden Allel. Fir SNPs, die mit dem Infinium Il Design (siehe Kap. 3.2.3)
detektiert wurden, entsprach das A-Allel den rot markierten Nukleotiden A und
T, das B-Allel den grin markierten Nukleotiden G und C. Raw X gibt die
Intensitat des A-Allels an, raw Y die des B-Allels. Diese Rohwerte wurden in

funf Schritten normalisiert (Peiffer et al., 2006):

1. Entfernung von Ausreil3ern

2. Bestimmung des Hintergrundrauschens
3. Bestimmung der Winkelabweichung

4. Bestimmung der Scherung

5. Einheitliche Skalierung der Daten

Die normalisierten Werte (Xnorm bzw. Ynorm) Waren wiederum Grundlage fir die
Berechnung verschiedener GroR3en, die fur die Interpretation der
Genotypisierungsdaten wichtig sind. Fir die CNV-Analyse sind B allele
frequency (BAF) und Log R Ratio (LRR) die relevanten Grol3en. Beide Werte

wurden jeweils fur jeden SNP einer Person berechnet.
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B allele frequency

Die BAF beschreibt den Genotyp eines SNPs einer Person. Nach der
Normalisierung der Rohdaten erfolgt eine Auftragung in einem polarem
Koordinatensystem (Peiffer et al., 2006). Dabei wurden die Werte Theta und R
jedes SNPs aufgetragen. Theta ist die Winkelabweichung eines Signals vom
reinen A-Allel-Signal. Ein SNP, der homozygot fir das A-Allel ist zeigte ein

Theta von 0, bei einem homozygoten B-Allel war Theta gleich 1.

2 Y,
T Zzeta = (;) * arctan( norm)

Xnorm

R ist die Summe der normalisierten Intensitdtswerte und gibt die

Intensitatsstarke an.
R = Xnorm + Ynorm

Bei der Auftragung im polaren Koordinatensystem kann man fir jeden SNP die
Allelverteilung und die Intensitatsstarke ablesen.

Die BAF fur einen SNP ist der Wert Theta dieses SNP, korrigiert fur die
Position der Probe innerhalb des Genotyp-Clusters. Proben mit gleichem
Genotyp, also entweder AA, AB oder BB, werden in Gruppen, den Clustern
aufgetragen. Die BAF gab also die allelische Zusammensetzung an, sie ist ein
kontinuierlicher Wert zwischen 0 und 1. Dabei hat der Genotyp AA eine BAF
von 0, der Genotyp AB eine BAF von 0,5 und BB einen Wert von 1. Die
experimentell ermittelten Werte konnten leicht von diesen theoretischen Werten

abweichen. Im Gegensatz zu Theta zeigte die BAF weniger Variation.

Log R Ratio

Das LRR ergibt sich aus dem Verhéltnis der gemessenen Intensitat fir einen
bei der untersuchten Person (Rsupject) ZU einer Referenz (Ryeference, Peiffer et al.,
2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die llluminareferenz verwendet, welche

von lllumina fir alle Chips zur Verfligung gestellt wird.

R .
LRR = lng< subject >

Rre ference

Wenn die Intensitét einer Probe der der Referenz entspricht, so ist das LRR 0,

zeigt die Probe eine erhohte Intensitat, so ist das LRR groRer als O, ist die
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Intensitat der Probe im Vergleich zur Referenz kleiner ergibt sich ein negatives
LRR. Auch hier fihrten experimentell Schwankungen zu leichten

Abweichungen von diesen theoretischen Werten.

3.3.2 Detektion von CNVs in GenomeStudio

Wenn keine Veranderung der Kopienzahl (d.h. zwei Kopien) vorliegt, streut das
LRR aller SNPs einer Person um 0, die BAF streut in drei Clustern um 0, 0,5
und 1. Liegt jedoch ein CNV vor, zeigen sich charakteristische Veranderungen
in LRR und BAF. Diese lassen sich mit GenomeStudio graphisch darstellen.

Bei einer Deletion (Kopienzahl O oder 1) ist die Zahl der Allele in der
betroffenen chromosomalen Region bei der untersuchten Person reduziert.
Dadurch verringert sich auch die gemessene Intensitat der analysierten SNPs
und das LRR ist kleiner als O (siehe Kap. 3.3.1). Die BAF ist bei heterozygoten
Deletionen (Kopienzahl 1) entweder O oder 1 (siehe Abb. 3.4). Bei
homozygoten Deletionen (Kopienzahl 0) durfte es theoretisch kein Signal fur
die BAF geben. Da jedoch die SNP-spezifischen beads (siehe Kap. 3.2.3)
immer noch vorhanden sind und ein Signal erzeugen, entstehen Artefakte.
Homozygote Deletionen haben ein stark negatives LRR. Die BAF der SNPs
verteilt sich zufallig zwischen 0 und 1, ohne erkennbare Cluster zu bilden
(siehe Abb. 3.4).

Bei Amplifikationen (Kopienzahl 3 und grof3er) ist die Zahl der Allele erhdht. Die
gemessene Intensitat der betroffenen SNPs steigt somit an und das LRR wird
groRRer als 1 (siehe Kap. 3.3.1). Die Verteilung der BAF hangt von der Art der
Amplifikation ab. Bei einer Duplikation, bei der nur eines der beiden Allele
dupliziert wurde (Kopienzahl 3), erwartet man theoretisch vier Genotypen: AAA,
AAB, ABB oder BBB. In diesem Fall erwartet man fur die betroffenen SNPs
eine BAF von 0 (AAA), 4 (AAB), % (ABB) oder 1 (BBB; siehe Abb. 3.5). Bei
komplexeren Amplifikationen steigt die Zahl der mdglichen Genotypen und
damit die zu erwartenden BAFs. Dabei ist die theoretische Zahl der BAF-

Cluster um eins grof3er als die tatsachliche Kopienzahl.
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Abb. 3.4: Beispiel fur eine Deletion in GenomeStudio. Jeder blaue und rote Punkt
reprasentiert einen SNP. Das Log R Ratio (A) und die B Allele Frequency (B) aller SNPs auf
Chromosom 7 einer Person sind auf der Ordinate aufgetragen. Auf der Abszisse ist die
chromosomale Position der Marker aufgetragen. Man erkennt deutlich ein LRR kleiner als 0
und zwei BAF-Cluster bei 0 und 1 fir die roten SNPs bei circa 145 Mb. An dieser Stelle liegt
eine heterozygote Deletion vor.
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Abb. 3.5: Beispiel fur eine Duplikation in GenomeStudio. Jeder blaue und rote Punkt
reprasentiert einen SNP. Das Log R Ratio (A) und die B Allele Frequency (B) aller SNPs auf
Chromosom 2 einer Person sind auf der Ordinate aufgetragen. Auf der Abszisse ist die
chromosomale Position der Marker aufgetragen. Man erkennt deutlich ein LRR grof3er als 0
und vier BAF-Cluster bei circa 0, 0,33, 0,66 und 1 fur die roten SNPs bei circa 125 Mb. An
dieser Stelle liegt eine Duplikation vor.

3.3.3 Genomweite in silico Detektion von CNVs

Die visuelle Inspektion und Beurteilung von CNVs anhand der LRR und BAF
(siehe Kap. 3.3.2) funktioniert problemlos fiir einzelne CNVs. Da in der
vorliegenden Arbeit jedoch grol3e Kollektive (mehr als 1.500 Personen mit etwa
0,8 CNVs pro Person) untersucht wurden, ware eine manuelle Uberprifung
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jedes einzelnen CNVs auf diese Weise zeitlich nicht effizient durchfihrbar
gewesen. Wesentlich effektiver fur die Analyse genomweiter CNV-Datensatze
ist dagegen die Verwendung von automatisierten Computerprogrammen. Diese
kénnen, mit Hilfe verschiedener Algorithmen, CNVs in silico detektieren.
Derzeit sind zahlreiche, unterschiedliche Programme verflgbar. Vergleichende
Studien haben gezeigt, dass die verfligbaren Programme in identischen
Datensatzen teilweise abweichende CNVs identifizieren (Winchester et al.,
2009; Dellinger et al,, 2010). Die  Programme  QuantiSNP
(http://www.well.ox.ac.uk/QuantiSNP/, Colella et al., 2007) und PennCNV
(http://www.openbioinformatics.org/penncnv/,Wang et al., 2007) gehoérten zu
den Programmen, die in diesen Studien am besten abschnitten (Winchester et
al., 2009; Dellinger et al.,, 2010). Zur Reduzierung falsch positiver CNVs
wurden in der vorliegenden Arbeit diese beiden Programme verwendet. Beide
Programme detektierten CNVs aus SNP-Genotypisierungsdaten mit Hilfe eines
Hidden Markov Models (HMM). Die Implementierung des HMMs unterschied

sich in beiden Programmen.

Hidden Markov Model

Beim HMM handelt es sich um ein stochastisches Model mit dessen Hilfe man
die unbekannten Zustande eines Systems bestimmen kann (Rabiner, 1989).
Grundlage fur das HMM sind Markovketten, welche aus verschiedenen
Zustdanden (X1 und X2 in Abb. 3.6) und den dazu korrespondieren
Wabhrscheinlichkeiten der Ubergange zwischen den Zustanden (A12 und A21 in
Abb. 3.6) bestehen. Beim HMM sind die einzelnen Zustande der Markovkette
von auf3en nicht zu erkennen (die sogenannten hidden states), sondern es
koénnen nur die Ausgaben (Y1 und Y2 in Abb. 3.6) erkannt werden. Diese
Ausgaben entstehen nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit mit der ein
Zustand ein bestimmtes Signal emittiert (die Emissionswahrscheinlichkeit, B1
und B2 in Abb. 3.6) abgebildet. Anstelle der einzelnen Zustdnde werden beim
HMM also die Ereignisse, die durch den Zustand mit einer bestimmten
Emissionswahrscheinlichkeit entstehen, beobachtet (siehe Abb. 3.6). Diese
Beobachtung lasst dann wiederum Schlisse auf die eigentlichen Zustéande des
HMMs zu.
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Abb. 3.6: Schematische Darstellung einer einfachen Markovkette. Die verborgenen
Zusténde des Markov Models (X1, X2) kdnnen nicht direkt erkannt werden, man beobachtet
anstatt dessen die Ausgabe (Y1, Y2), die mit einer Emissionswahrscheinlichkeit (B1, B2)
entsteht. Jeder Zustand X hat eine Ubergangswahrscheinlichkeit (A12, A21) in einen anderen
Zustand zu wechseln. Modifiziert nach Rabiner, 1989.

Sowohl bei QuantiSNP als auch bei PennCNV entsprachen die in silico

detektierten Kopienzahlen den verborgenen Zustanden.

Tab. 3.2: Die verborgenen Zustande der Markovketten von QuantiSNP und PennCNV und die
entsprechende Kopienzahl (nach Colella et al., 2007).

Verborgener Zustand Beschreibung Kopienzahl

Homozygote Deletion

Heterozygote Deletion

Kein CNV (homozygot)
Kein CNV (heterozygot)

W NNk | O

Einfache Duplikation
Komplexere Amplifikation =>4

OO |~ WIN|PF

Bei den beiden verborgenen Zustanden 3 und 4 ist die Kopienzahl jeweils zwei.
Bei Zustand 3 findet sich auf jedem der beiden homologen Chromosomen eine
Kopie des DNA-Segments. Im Gegensatz dazu befinden sich bei Zustand 4
beide Kopien nur einem Chromosom. Eine solche Situation ist beispielsweise
denkbar, wenn auf dem einen Chromosom eine Deletion vorliegt, wahrend die

gleiche Region auf dem anderen Chromosom dupliziert wurde.

3.3.4 Qualitatskontrolle der untersuchten Personen und SNPs

Grundlage fur die Identifikation von CNVs waren die genomweiten
Genotypisierungsdaten. Wenn diese Daten bereits fehlerhaft sind, hat dies
Auswirkungen auf die Ergebnisse. Insbesondere falsch-positive CNVs stellen

ein Problem dar. Hierbei handelte es sich um CNVs, die von QuantiSNP und
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PennCNV identifiziert wurden, allerdings nicht in vivo nachweisbar waren.
Daher ist eine grundliche Qualitdtskontrolle der Daten mit stringenten
Filterkriterien absolut notwendig. Diese Filterkriterien konnen auf drei
unterschiedlichen Ebenen greifen: (i) Personen, (ii) SNPs und (iii) CNVs (siehe
hierzu Kap. 3.3.6).

SNP spezifische Filterkriterien
In der vorliegenden Arbeit wurden nur solche SNPs fur die CNV Detektion
verwendet, die in mindestens 98 % der untersuchten Personen einen Genotyp

zugeordnet bekamen.

Personen spezifische Filterkriterien
Die Genotypisierungsdaten einzelner Personen wurden aus dem Datensatz

entfernt, wenn eines der folgenden Kriterien erfullt war:

1) Das phéanotypische Geschlecht stimmte nicht mit dem genotypischen
Uberein.

2) Bei der Person handelte es sich um eine Doublette mit einer anderen
Person der Studie, in diesem Fall wurde die Person mit weniger
zugeordneten Genotypen ausgeschlossen.

3) Zwei Personen waren nicht naher miteinander verwandt (nicht naher als
Onkel und Neffe). Die Person mit weniger zugeordneten Genotypen
wurde ausgeschlossen.

4) Weniger als 97 % der untersuchten SNPs wurde ein Genotyp
zugeordnet.

5) Die Genotypzusammenstellung der Person wich zu stark von dem der
Mitteleuropger im HapMap Phase 2 Datensatz ab. Diese
Populationsausrei3er wurden mit multidimensionaler Skalierung
detektiert.

6) Bezogen auf die Standardabweichung der LRR iber alle SNPs war die

Person ein extremer Ausreif3er.

Extreme Ausreil3er sind Personen, deren Werte, bezogen auf den jeweiligen

Parameter grofer als ein Schwellenwert war:

Sc/welle = 75 % Quantil + 3 = Interquartilabstand
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3.3.5 Durchfihrung und Ausgabe von QuantiSNP/PennCNV

QuantiSNP (Colella et al., 2007) und PennCNV (Wang et al., 2007) bendtigten
fur die Identifikation von CNVs das LRR, die BAF der SNPs und deren
chromosomale Position. Diese Werte wurden durch GenomeStudio berechnet
(siehe Kap 3.3.1). Es wurde eine Ausgabedatei erstellt, der die flr die spateren

Analysen wichtigen Parameter jedes SNPs von jeder Person enthielt:

SamplelD: Identifikationsnummer der Person

Sex: Genotypisches Geschlecht der Person

Name: rsID des SNPs

Chromosome: Chromosom auf dem sich der SNP befindet

Position: exakte genomische Position des SNPs auf dem Chromosom
Log R ratio: siehe 3.3.1

B allele frequency: siehe 3.3.1

In einem final report waren die Daten mehrerer Personen enthalten. Beide
Programme analysierten die Daten jeder Person jedoch einzeln. Daher musste
die erzeugte Textdatei in einzelne, individuenspezifische Textdateien unterteilt
werden. FUr QuantiSNP wurde hierzu in unserem Institut ein Skript (siehe
Anhang) in der Programmiersprache Perl geschrieben; bei PennCNV war solch

ein Skript Bestandteil des Softwarepakets.

Parallel zur Extraktion der personenspezifischen Daten erstellte das Skript fur
QuantiSNP eine Stapelverarbeitungsdatei, in der fir jede zu untersuchende
Person ein Eintrag mit der kompletten Kommandozeile fir QuantiSNP notiert
war. Mit dieser Stapelverarbeitungsdatei kann die Analyse von QuantiSNP
automatisiert werden und so nacheinander alle zu untersuchenden Personen
mit QuantiSNP analysiert werden. Bei PennCNV war nur eine Kommandozeile
notig, die dann fir eine Liste von Dateien nacheinander ausgefiihrt wurde.

Beispiele fur die verwendeten Kommandozeilen finden sich im Anhang.

Die Berechnungszeit von QuantiSNP betrug durchschnittlich zehn Minuten pro
Person beim HH550-Chip. PennCNV bendtigte nur circa zwei Minuten pro
Person. Die Ausgabe beider Programme erfolgte Gber Textdateien. Jede Zeile
der Ausgabedatei beinhaltete einen in silico identifizierten CNV. Neben
allgemeinen Parametern der CNVs (Chromosom, Start-/Endposition, Start-
/End-SNP, Lange, Kopienzahl) und der Zahl der vom CNV betroffenen SNPs
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lieferte QuantiSNP den log Bayes Factor (IBF, siehe Kap. 3.3.6). Bei PennCNV
hiel3 dieser Parameter confidence value (CV, siehe Kap. 3.3.6).

3.3.6 Qualitatskontrolle der detektierten CNVs

Pro Person identifizierten QuantiSNP und PennCNV eine grof3e Anzahl an
CNVs. Bei einem Grof3teil dieser CNVs handelte es sich jedoch um technische
Artefakte. Damit diese Artefakte fur die Assoziationsanalyse ausgeschlossen
werden konnten, mussten auf die in silico detektierten CNVs Filterkriterien
angewendet werden. Diese Kriterien mussten so gewahlt sein, dass nach
Maoglichkeit alle technischen Artefakte verworfen wurden ohne zu viele echte

CNVs zu Ubersehen.

Prinzipiell waren unterschiedliche Arten von Filterkriterien denkbar. So kdnnte
die Lange eines CNVs ein Kriterium sein (The International Schizophrenia
Consortium, 2008; Grozeva et al., 2010). Ein weiteres Kriterium konnte die
Lage des CNVs sein, hier ware es zum Beispiel denkbar nur CNVs zu nehmen,
die ein Gen betreffen oder solche, die in Regionen liegen, in denen bislang
noch kein CNV berichtet wurde (siehe hierzu Kap. 3.3.9 Abschnitt Database of

Genomic Variants).

Etablierung der Filterkriterien

Zu Beginn dieser Arbeit waren in unserem Institut keine Filterkriterien validiert
worden. Daher war zunéchst eine Etablierung solcher Kriterien noétig. Einzelne
Personen wurden als Duplikate auf den verwendeten Chiptypen genotypisiert.
Mit QuantiSNP und PennCNV wurden dann CNVs detektiert. Anschliel3end
wurde analysiert, welche Filterkriterien angewendet werden mussen, damit in
den Duplikaten identische CNVs identifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Anzahl der betroffenen SNPs und die Qualitdtsparameter log Bayes

Factor bzw. confidence value verwendet.

Anzahl der betroffenen SNPs

Die Anzahl der konsekutiven SNPs, die von einem CNV betroffen sind, ist ein
Kriterium fur die Verlasslichkeit des detektierten CNV. Beide Programme
detektieren CNVs ausgehende von der Intensitat und der allelischen
Auspragung der SNPs (siehe Kap. 3.3.1). Je mehr SNPs in einem CNV liegen

desto mehr Datenpunkte stehen den Programmen fir die Berechnung des
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CNVs zur Verfugung. Sowohl QuantiSNP als auch PennCNV geben fur jeden
berechneten CNV die Anzahl der konsekutiven Markern an, die von dem

jeweiligen CNV betroffen sind.

Die Verteilung der SNPs auf den BeadArrays ist nicht gleichmafdig. Es gibt
Regionen in denen viele und Regionen in denen wenige oder keine SNPs
vorhanden sind. Die Zahl der konsekutiven SNPs héngt also nicht nur von der
Lange eines CNVs, sondern auch von der SNP-Dichte in der jeweiligen Region
ab.

Log Bayes Factor/confidence value

QuantiSNP und PennCNV errechnen fur jeden CNV den log Bayes Factor (IBF,
bei QuantiSNP) beziehungsweise den confidence value (CV, bei PennCNV). In
beiden Fallen geben diese statistischen Werte die Wahrscheinlichkeit an, dass
eine Region eine bestimmte Kopienzahl hat im Vergleich dazu, dass sie diese
Kopienzahl nicht hat. Je hoher der Wert von IBF/CV, desto eher handelt es sich
um einen biologisch echten CNV. Beide Werte werden auf ahnliche Weise
berechnet (Colella et al., 2007; Wang et al., 2007). Da QuantiSNP und
PennCNV ahnliche Algorithmen fir die Detektion von CNVs verwenden haben

der IBF und der CV ahnliche GréRenordnungen.

3.3.7 Zusammenfugen der Datensatze

Fir die statistische Untersuchung der genomweiten Last (siehe Kap. 3.3.8)
wurden in dieser Arbeit nur solche CNVs verwendet werden, die sowohl die
oben genannten Filterkriterien erfillten als auch von beiden verwendeten
Programmen worden waren. Die beiden separat generierten Datensatze
mussten also miteinander fusioniert werden. Fir die Fusionierung der
Datensatze wurden zunachst die zuvor (siehe Kap. 3.3.6) beschrieben
Filterkriterien angewendet. Die CNVs konnten in unterschiedlicher Weise
Uberlappen, dabei wurde jeweils unterschiedlich vorgegangen um die finale
Liste zu bilden (siehe hierzu Abb. 3.7):

1) CNV hat die gleichen Bruchpunkte in beiden Programmen: Die Grenzen

des CNVs werden so Ubernommen.
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2) CNV unterscheidet sich in einem Bruchpunkt in beiden Programmen:
Der gemeinsame Bruchpunkt wird Ubernommen, auRerdem der dazu naher

liegende.

3) Eines der Programme detektiert einen CNV, der den CNV des anderen
Programmes komplett Uberspannt: Die Bruchpunkte des Kleineren,

Uberspannten CNVs werden Gbernommen.

4) Die beiden CNVs uberlappen, teilen aber keinen Bruchpunkt: Die
Bruchpunkte werden durch die kleinste geteilte Uberlappung definiert.

5) Eines der Programme detektiert einen CNV, das andere Programm
detektiert zwei oder mehr CNVs innerhalb dieses groRBeren CNVs:
Zunachst muss in GenomeStudio Uberprift werden welches Szenario
wahrscheinlich vorliegt (siehe Kap. 3.3.2), demensprechend werden dann die
Bruchpunkte gewabhit.

Die Uberlappende Region wird nur verwendet, wenn sie das Filterkriterium far
die Anzahl konsekutiver SNPs erfullt. Wird fur die gleiche Person von einem
Programm ein CNV detektiert, der die jeweiligen Filterkriterien erfillt, beim
anderen jedoch nicht, oder von diesem Uberhaupt kein CNV detektiert wird, so
wird der CNV verworfen. Ebenso werden CNVs verworfen, die nicht
gleichsinnig sind, das heil3t eine Deletion im einen Programm und eine

Duplikation im anderen Programm.

1) 2)

CNV detektiert von Programm 1

5 CNV detektiert von Programm 2

| | Uberlappender CNV fiir weitere
Analyse

Abhangig von GenomeStudio
Abb. 3.7: Schematische Abbildung der méglichen Uberlappung von CNVs.
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3.3.8 Statistische Analysen

Fur die genomweiten Untersuchungen fir die Beteiligung von CNVs bei den
untersuchten Erkrankungen wurden die CNVs in Patienten mit denen in
Kontrollen verglichen. Bei der Bipolaren Stérungen wurden zudem die
Patienten entsprechend ihres Erkrankungsalters in Subgruppen unterteilt
(siehe Kap. 3.4.1). Die beiden Subgruppen wurden separat mit Kontrollen
verglichen. Es wurden zwei Arten von statistischen Tests durchgefuhrt: (i)
Tests fur genomweite Last von CNVs und (i) Tests fur spezifische
Assoziationen. In beiden Fallen wurde eine Signifikanzschwelle von 5 %

gewabhilt.

Tests fur genomweiten burden
Bei einem Test auf genomweite Last wird Uberprift, ob CNVs bei Patienten

sich in Lange oder Anzahl signifikant von denen in Kontrollen unterscheiden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Software PLINK (v1.07,
http://[pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/,  Purcell et al., 2007) zur
Berechnung der genomweiten Last verwendet. PLINK fuhrt vier

unterschiedlichen Tests auf genomweite Last durch:

1) RATE: Gesamtzahl der CNVs aller Personen

2) PROP: Anteil der Personen mit mindestens einem CNV
3) TOTKB: Durchschnittliche Lange der CNVs

4) AVGKB: Durchschnittliche Lange der CNVs pro Person

Die beiden ersten Tests (RATE und PROP) vergleichen die Frequenz der
CNVs, wahrend die beiden anderen Tests (TOTKB und AVGKB) die Lange der
CNVs untersuchen. Fiur alle vier Tests wurden von PLINK zweiseitige
empirische (siehe Abschnitt P-Werte, odds ratio, multiples Testen) P-Werte

berechnet.

Tests flr spezifische Assoziationen

Spezifische Assoziationstests untersuchen, ob CNVs in einer bestimmten
chromosomalen Region signifikant haufiger in einer Gruppe von Personen (z.B.
Patienten) auftreten als in einer Vergleichsgruppe (z.B. Kontrollen). Auch
hierfur wurde zunéchst die Software PLINK verwendet. PLINK erstellt anhand

der Liste aller zu untersuchenden CNVs eine Liste mit allen Start- und
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Endpunkten von CNVs, die in dem Datensatz auftreten. Fir diese Punkte wird
dann ausgezahlt, ob sie signifikant haufiger von CNVs in einer Gruppe
betroffen sind. Regionen, die einen signifikanten empirischen P-Wert in der
PLINK-Analyse zeigten, wurden weiter untersucht. Fir diese Regionen wurde
ein exakter Test nach Fisher verwendet, um den P-Wert und das odds ratio zu

berechnen (siehe Abschnitt P-Werte, odds ratio, multiples Testen).

Neben diesen Tests von Regionen, die bislang keine Assoziation mit der
untersuchten Erkrankung zeigten wurden auch Regionen untersucht, fur die
bereits zuvor eine Assoziation mit einer neuropsychiatrischen Erkrankung
bekannt war. In diesen Regionen wurde gepriift ob die Patienten mit einer der
drei untersuchten Erkrankungen signifikant haufiger einen CNV hatten als die

Kontrollen.

P-Werte, odds ratio, multiples Testen

In der vorliegenden Arbeit wurden statistische Tests durchgefiihrt, die die
Unterschiedlichkeit in zwei Gruppen einer Stichprobe tberpriften. Sowohl beim
Test fuir genomweite Last, als auch beim Test auf spezifische Assoziation
wurden P-Werte berechnet. Der P-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass
die Nullhypothese eines statistischen Tests, in einer gegebenen Stichprobe,
richtig ist. P-Werte kleiner als 0,05, also 5 % Wahrscheinlichkeit, dass die
Nullhypothese richtig ist, werden als ausreichend signifikant betrachtet, um die
Nullhypothese zu verwerfen und die Alternativhypothese anzunehmen. Fir die
spezifischen Assoziationstest lautete die Nullhypothese ,Patienten und
Kontrollen unterscheiden sich NICHT in der Frequenz von CNVs in dieser
Region®. Im Gegensatz zu diesen einseitigen Tests wurden bei den Tests auf
genomweite Last zweiseitige Tests durchgefthrt. Die Nullhypothese kann dann
zum Beispiel lauten: ,Die Frequenz der CNVs ist in Patienten im Vergleich zu

Kontrollen hoher ODER niedriger®.

Fur spezifische Assoziationstests wurde der exakte Test nach Fisher (Fisher’s
exact test, Fisher, 1922) angewendet. Dieser Test basierte auf einer
Vierfeldertafel, in der die Anzahl von Patienten und Kontrollen mit und ohne

CNV in der untersuchten Region aufgetragen sind:



3 Material und Methoden 49

Mit CNV | Ohne CNV

Patienten a b

Kontrollen C d

Daraus ergibt sich dann der P-Wert (mit n = Stichprobengroé(3e):

_(a+tb)x(c+d)*(a+c)*(b+d)
B a!* bl xcl+d!*n!

p

AulRerdem gibt das Kreuzprodukt dieser Vierfeldertafel das odds ratio an:

(axd)
(b *c)

odds ratio =

Das odds ratio (OR) gibt die Erhéhung des Risikos einer Person die
untersuchte Erkrankung zu erleiden, im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung.
Wahrend also der P-Wert angibt ob ein CNV mit einer Erkrankung assoziiert
ist, ist das OR ein Malf3 fur die Effektstarke.

Bei genomweiten Untersuchungen werden in einer Stichprobe mehrere
unabhangige Tests durchgefihrt. Um einer Inflation der Fehler erster Art (bei
denen die Nullhypothese verworfen wird obwohl sie richtig ist) zu vermeiden,
muss jeder berechnete P-Wert korrigiert werden. Die einfachste, aber auch
konservativste Methode der Korrektur ist die Bonferroni-Korrektur (Dunn,
1961). Bei dieser Korrektur wird der individuelle P-Wert mit der Anzahl der

durchgefuhrten unabhangigen Tests multipliziert.

Die P-Werte, die PLINK berechnet, sind empirische P-Werte und werden durch
Permutation des Datensatzes bestimmt. Bei jeder Permutation wird die der
Status eines Patienten oder einer Kontrolle, nicht aber CNV-Trager oder nicht
CNV-Trager, zuféllig vergeben. Wenn alle Permutationen erfolgt sind ergibt
sich der P-Wert der tatsachlich beobachteten Verteilung aus dem Verhéaltnis
aller beobachteten Permutationen, die die gleiche oder erhohte Verteilung

zeigten zur Gesamtzahl der durchgefiihrten Permutationen.

n (gleic/ie oder er /16 /ite Verteilungen)

Pemp -

n (alle Permutationen)

In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils eine Million Permutationen

durchgefuhrt.
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3.3.9 Einschéatzung der biologischen Relevanz von CNVs

Um die biologische Relevanz der assoziierten CNVs besser einschéatzen zu
kénnen, wurde auf unterschiedliche, Ooffentlich zugangliche Datenbanken
zuruckgegriffen: i) die Datenbank der University of California Santa Cruz
(UCSC), die Datenbank des Sullivan Lab Evidence Project (SLEP), iii) die
Database of Genomic Variants (DGV, siehe Kap. 1.3.3), iv) die Datenbank des
Children’s Hospital of Philadelphia (CHOP) und v) die Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources
(DECIPHER).

Datenbank der University of California Santa Cruz

Die UCSC bietet eine Metadatenbank von insgesamt 58 Spezies
(http://genome.ucsc.edu/). Das Spektrum der Spezies reicht von der
Backerhefe Uber Invertebraten und Vertebraten bis hin zum Menschen. Fur
jede Spezies ist die aktuellste Referenzsequenz verfiigbar, dariiber hinaus
werden auch altere Referenzsequenzen angeboten. Fur den Menschen sind
vier Referenzsequenzen verfiugbar (NCBI build 34, 35 und 36 und GRCh build
37). Die Metadatenbank ist mit verschiedenen anderen Datenbanken
verbunden, so kann eine DNA-Region beispielsweise auf bereits bekannte
Genexpressionsmuster, regulatorische Elemente oder Assoziation mit
verschiedenen Phénotypen abgefragt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
der NCBI build 36 verwendet, dies entsprach der von den
Genotypisierungschips verwendeten Referenz. Die UCSC Datenbank wurde
vor allem fir die Uberpriifung der Uberlappung von spezifischnen CNVs mit
RefSeq Genen und die Abdeckung auf unterschiedlichen
Genotypisierungschips verwendet. Aul3erdem wurde die Mdglichkeit eigenen
Daten in der grafischen Oberflache darzustellen verwendet um die

Ubersichtsabbildungen der assoziierten Regionen im Ergebnisteil zu erstellen.

Sullivan Lab Evidence Project

Im SLEP (http://gbrowse.csbio.unc.edu/cgi-bin/gb2/gbrowse/slep/; Konneker et
al., 2008) sind die Ergebnisse genetischer Studien zu verschiedenen
neuropsychiatrischen Erkrankungen, unter anderem auch Schizophrenie,
Bipolare Stérung und Depression, archiviert. Bei den Studien handelt es sich

um  Kopplungsuntersuchungen, genomweite  Assoziationsstudien und
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Microarraystudien. Au3erdem sind in der SLEP differentiell exprimierte Gene,
CNVs und Inversionen annotiert. Diese Datenbank ist ein Katalog aller bislang
publizierten Assoziationsstudien zu den unterschiedlichen Erkrankungen und
bietet die Mdglichkeit der graphischen Darstellung dieser Ergebnisse. Die
SLEP Datenbank wurde verwendet, um zu Uberprifen genetische Varianten in
spezifischen CNVs bereits mit neuropsychiatrischen Erkrankungen assoziiert

gefunden worden waren.

Database of Genomic Variants

Die DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home/; lafrate et al., 2004; Zhang, et al.,
2006) wurde bereits in Kapitel 1.3.3 genauer beschrieben. In der Datenbank
sind Informationen von populationsbasierten Kontrollen aus 55 Studien
enthalten. Mit Hilfe der DGV kann die Frequenz eine bestimmten CNVSs in

zusatzlichen Kontrollkollektiven Uberprift werden.

Datenbank des Children’s Hospital of Philadelphia

Das CHOP bietet eine Datenbank, in der genomweite CNV Daten von 2.026
gesunden Kindern zuganglich sind (http://cnv.chop.edu/; Shaikh et al., 2009).
Alle Kinder wurden auf lllumina HumanHap550v3 SNP-Chip genotypisiert.
Ahnlich wie in der DGV kann in der CHOP Datenbank die Frequenz eines
CNVs in einem Kollektiv von gesunden Personen uberpruft werden. Zu
bedenken ist allerdings, dass in der CHOP Datenbank nur Daten von Kindern
verfligbar sind, diese sind bei spat manifestierenden Erkrankungen nur bedingt

aussagekraftig.

Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using
Ensembl Resources

In der DECIPHER (http://decipher.sanger.ac.uk/; Firth et al., 2009) werden
CNV Daten von Patienten mit Intelligenzminderung gespeichert. Neben den
Informationen zu CNVs werden auch umfangreiche phénotypische
Beschreibungen der Patienten angeboten. DECIPHER bietet, ahnlich wie die
DGV und CHOP Datenbank, den Zugriff auf CNV-Informationen von
zusatzlichen Personen. Anders als bei den beiden anderen Datenbanken

haben diese Personen jedoch alle eine Intelligenzminderung.
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3.4 Verwendete Kollektive

Bei Patienten Kollektiven mit den drei neuropsychiatrischen Erkrankungen
Bipolare  Stérung, Majore Depression und Schizophrenie wurden
Untersuchungen zur Beteiligung von CNVs bei der Krankheitsentstehung
durchgefuhrt. Die untersuchten Patienten und Kontrollen wurden zum Teil auf
unterschiedlichen SNP-Chips analysiert, da zunéchst die Produktion des
HumanHap550v3 SNP-Chips und spater auch des Human610-Quadvl SNP-

Chips vom Hersteller eingestellt wurde.

3.4.1 Bipolare Stérung

Es wurden 957 Patienten und 880 populationsbasierte Kontrollen fur die CNV
Analysen bei Bipolarer Stérung verwendet. Alle untersuchten Personen waren
deutscher Herkunft. Die Patienten wurden auf dem HumanHap550v3 (HH550)
oder Human610-Quadvl (H610Q) SNP-Chip (siehe Kap 3.2.3) genotypisiert.
Alle Kontrollen wurden auf dem HH550 genotypisiert. Fur eine detaillierte

Aufstellung der verwendeten Kollektive siehe Tab. 3.3.

Die Patienten wurden in zwei klinischen Zentren rekrutiert: i) dem Zentralinstitut
fur Seelische Gesundheit in Mannheim und ii) der Klinik und Poliklinik ftr
Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatsklinikums Bonn. Alle Patienten
erfillten die Diagnosekriterien fir Bipolare | Storung oder Bipolare Il Stérung
des DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders fourth
edition; American Psychiatric Association, 2007).

Die Kontrollen waren Teil zweier populationsbasierter epidemiologischer
Studien: i) der Heinz Nixdorf Recall (HNR) Studie (Schmermund et al., 2002)
und ii) der PopGen (Population-Based Recruitment of Patients and Controls for
the Analysis of Complex Genotype-Phenotype Relationships) Studie (Krawczak
et al., 2006). In der HNR Studie wurden Personen zur Untersuchung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen prospektiv rekrutiert. Die Teilnehmer der HNR Studie
stammten aus Stadten im Ruhrgebiet: Essen, Bochum und Muhlheim an der
Ruhr. Auch die PopGen Studie ist eine prospektive Studie, neben Herz-
Kreislauf-Erkrankungen werden in dieser Studie zudem weitere Erkrankungen
wie Asthma, chronische Darmerkrankungen und Krebs untersucht. Die

Teilnehmer der PopGen Studie wurden in Schleswig-Holstein rekrutiert. Aus
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der HNR Studie wurden 383 Personen verwendet, aus der PopGen Studie 497

Personen.

Patienten mit besonders frihem Erkrankungsalter

Klinische Studien haben gezeigt, dass Patienten, die friih an einer Bipolaren
Storung erkranken im Vergleich zu Patienten, die spat erkranken einen eine
andere familiare Belastung haben (Grigoroiu-Serbanescu et al., 2001).
Patienten bilden wahrscheinlich eine genetische Subgruppe innerhalb der
Patienten mit Bipolaren Storung, bei denen seltene genetische Varianten eine
grolRere Rolle spielen (Malhotra und Sebat, 2012). Sie sind also sowohl klinisch
als auch genetisch eine Untergruppe. Daher wurden Patienten mit besonders
frithem Erkrankungsalter und Patienten mit spaterem Erkrankungsalter
getrennt untersucht. Patienten, die ein Erkrankungsalter 21 Jahre oder jinger
waren, wurden in die Gruppe der Friherkrankten sortiert. Die Gbrigen Patienten
bildeten die Gruppe der Spaterkrankten. Das Erkrankungsalter der Patienten
wurde definiert als das Alter in dem die erste manische oder depressive Phase
auftrat.

3.4.2 Majore Depression

Ein Kollektiv von 604 Patienten und 1.643 Kontrollen wurde fir die CNV
Analysen bei Majorer Depression analysiert. Alle untersuchten Personen waren
deutscher Herkunft. Die Patienten wurden auf dem H610Q, die Kontrollen
wurden auf dem HH550, dem H610Q oder dem Human660W-Quadvl
(H660W) genotypisiert (siehe Tab. 3.3)

Die Patienten wurden in der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie und
Psychotherapie des Universitatsklinikums Bonn rekrutiert. Alle Patienten
erflllten die DSM-IV Diagnosekriterien fir Majore Depression (American

Psychiatric Association, 2007).

Die Kontrollen setzten sich zusammen aus populationsbasierten 1.357
Kontrollen und 286 Personen, die im Rahmen einer Bildgebungsstudie (MooDS
Imaging study; Rietschel et al, 2012) rekrutiert wurden. Die
populationsbasierten Kontrollen stammten aus drei Studien: i) der HNR Studie
(siehe Kap 3.4.1; Schmermund et al., 2002), ii) der PopGen Studie (siehe Kap.

3.4.1; Krawczak et al., 2006) und iii) der Kooperative Gesundheitsforschung in
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der Region Augsburg (KORA; Wichmann et al., 2005). Die KORA Studie ist
ebenfalls eine prospektive, populationsbasierte Studie. Die Teilnehmer
stammten aus der schwébischen Region um Augsburg. Aus der KORA Studie
wurden 481 Personen verwendet. Die Teilnehmer der Bildgebungsstudien
wurden in drei Zentren rekrutiert: i) dem Zentralinstitut fur Seelische
Gesundheit in Mannheim, ii) der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und
Psychotherapie des Universitatsklinikums Bonn und iii) der Klinik for
Psychiatrie und Psychotherapie der Charité Universitdtsmedizin Berlin. Alle
Individuen der Bildgebungsstudie wurden von einem Psychiater untersucht.
Anamnestisch erflillte keiner der Probanden die DSM-IV Kriterien fur eine

neuropsychiatrische Erkrankung.

3.3.3 Schizophrenie

Insgesamt wurden 1.831 Patienten und 1.643 Kontrollen fir die CNV Analysen
bei der Schizophrenie verwendet. Patienten und Kontrollen waren deutscher
Abstammung. Sowohl Patienten als auch Kontrollen wurden auf dem HH550,
H610Q oder H660W genotypisiert (siehe Tab. 3.3).

Die Patienten wurden in vier klinischen Zentren rekrutiert: i) dem Zentralinstitut
fur Seelische Gesundheit in Mannheim, ii) der Klinik und Poliklinik far
Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitadt Minchen,
iii) der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des Universitatsklinikums Jena
und iv) der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des
Universitatsklinikums Bonn. Nach DSM-IV erfillten alle Patienten die

Diagnosekriterien fir eine Schizophrenie.

Alle in dieser Studie verwendeten Kontrollen wurden auch bei der
Untersuchung von CNVs bei der Majoren Depression verwendet (siehe Kap.
3.4.2). Die Kontrollen der HNR- und PopGen-Studien wurden bei allen drei
neuropsychiatrischen Erkrankungen verwendet. Auf Grund Personen-
spezifischer Filterkriterien unterschieden sich Individuenzahl nach Anwendung

der Filterkriterien
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Tab. 3.3: Ubersicht tber die untersuchten Kollektive. Die angegebene Anzahl der Personen
ist vor Anwendung von Filterkriterien. Abkirzungen: HH550 - HumanHap550v3, H610Q -
Human610-Quadvl, H660W - Human660W-Quadvl.

Gruppe Anzahl Personen Chiptyp
Bipolare Stérung 957 HH550 + H610Q

725 HH550

232 H610Q

Majore Depression 604 H610Q

Schizophrenie 1.831 HH550+ H610Q + H660W

493 HH550

643 H610Q

695 H660W

Pop. Kontrollen 1.357 HH550

HNR 383 HH550

PopGen 497 HH550

KORA 481 HH550
Bildgebungskontrollen 286 H610Q + H660W

122 H610Q

164 H660W

3.5 Durchgefuhrte Analysen

3.5.1 Etablierung der Filterkriterien

Bei der in silico Identifikation von CNVs durch SNP-Chips kann es zu falsch
positiv identifzierten CNVs kommen, da quanititative Daten ausgewertet
werden. Einen nachgewisenen Einflul auf die CNV Detektion haben unter
anderem die Herkunft der DNA, die Genotypisierung an verschiedenen Zentren
oder die Verwendung unterschiedlicher Chemiechargen (The Wellcome Trust

Case Control Consortium, 2010). Zum Ausschluss solcher falsch positiver
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CNVs ist die Anwendung stringenter Filterkriterien auf den jeweiligen Datensatz
notwendig. Zu Beginn dieser Arbeit waren keine einheitlichen Filterkriterien fur
die Analyse von CNVs, die mit Hilfe von SNP-Arrays identifziert wurden,
etabliert. Daher mussten zunachst Schwellenwerte fir eine stringente

Qualitatskontrolle ermittelt werden.

Als Filterkriterien fir die einzelnen identifizierten CNVs wurde die Anzahl der
betroffenen SNPs und die Qualitatsparameter log Bayes Factor (IBF)
beziehungsweise confidence value (CV) gewaéhlt. Fur die Bestimmung der
Schwellenwerte fur diese Filterkriterien wurden insgesamt 27 Personen doppelt
genotypisiert. Die erhobenen Daten jedes Duplikats wurden dann fir die
Identifikation potentieller CNVs verwendet. Die Ubereinstimmung der
detektierten CNVs aus beiden Duplikaten wurde als Mal3 fur die Verlasslichkeit
der gewahlten Filterkombination gewahlt. Als Standardqualitdtsparameter
wurde eine hausinterne Kontrolle mitgefuhrt. Diese anonymisierte DNA-Probe
wurde bereits zu unterschiedlichen Zeitpunkten, mit unterschiedlichen
Chemiechargen und auf unterschiedlichen Chiptypen prozessiert.

Drei Kombinationen der Filterkriterien wurden untersucht: i) mindestens 10
betroffene SNPs und ein IBF/CV von mindestens 10, ii) mindestens 20
betroffene SNPs und ein IBF/CV von mindestens 20, iii) mindestens 30
betroffene SNPs und ein IBF/CV von mindestens 30.

3.5.2 Beteiligung von CNVs an der Erkrankungsentstehung
In jedem der in Kapitel 3.4 beschriebenen Kollektive wurden drei
unterschiedliche Analysen durchgefuhrt, um die Beteiligung von CNVs an der

Entstehung der jeweiligen Erkrankung zu untersuchen:

1) Unterschiede im genomweiten burden
2) Genomweite Assoziationsanalyse spezifischer CNVs

3) Frequenz von CNVs in bekannten Kandidatenregionen

Unterschiede im genomweiten burden
Die Tests auf Unterschiede im genomweiten burden (siehe Kap. 3.3.8) wurden
in sechs CNV Klassen (siehe Abb. 3.8) in Patienten mit denen in Kontrollen

verglichen:
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1) Alle CNVs (d.h. Deletionen und Duplikationen)

2) Deletionen

3) Duplikationen

4) CNVs, die nur ein einziges Mal im gesamten Datensatz vorhanden sind
(singleton CNVs)

5) Singleton Deletionen

6) Singleton Duplikationen

Alle CNVs
I I
Deletionen Duplikationen Singleton CNV's
I
I I
Singleton Singleton
Deletionen Duplikationen

Abb. 3.8: Klassen der CNVs, in denen die Analysen durchgefuhrt wurden.

Spezifisch assoziierte CNV Regionen

Auch bei der genomweiten Suche nach mit der Erkrankung spezifisch
assoziierten Regionen (siehe Kap. 3.3.8) wurden alle CNVs zusammen und
getrennt nach Deletionen und Duplikationen analysiert. Dieser Ansatz war
hypothesenfrei.

CNVs in bekannte Kandidatenregionen

Zahlreiche Studien konnten bereits eine Assoziation von CNVs in
verschiedenen Regionen mit neuropsychiatrischen Erkrankungen feststellen.
Die Beteiligung dieser Kandidatenregionen bei den untersuchten Kollektiven
sollte ebenfalls geprtft werden. Die Kandidatenregionen fiur die dritte Analyse
mussten zwei Kriterien erfillen: i) Assoziation von CNVs in der Region mit
Bipolarer Storung, Majorer Depression oder Schizophrenie in einer
genomweiten CNV Studie und ii) mindestens eine weitere Studie, die eine
Beteiligung von CNVs in der Region an der Entstehung von Autismus,
Bipolarer Storung, Majorer Depression oder Schizophrenie zeigte. Diese
Kriterien wurden von elf Regionen erflllt (Details zu den Regionen in Tab. 3.4):
1921.1, 2p16.3, 3929, 7936.3, 15911.2, 15913.3, 16p13.11, 16p1l1.2, 17pl2,
17912 und 22q11.21. In jeder dieser Regionen wurde die Frequenz von CNVSs,
die zumindest 80 % mit den vorbeschrieben Regionen Uberlappten in Patienten
und Kontrollen verglichen. Mit zwei Ausnahmen: i) CNVs in 2p16.3 mussten
das Gen Neurexin-1 (NRXN1) betreffen und ii)) CNVs in 16p13.11 mussten
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mindestens 80 % mit dem Intervall Il aus der Studie von Ingason et al.
Uberlappen (Ingason et al., 2009). Nur CNVs, die dieses Intervall Il betrafen,

zeigten in der letztgenannten Studie eine Assoziation mit Schizophrenie.
Tab. 3.4: Ubersicht bekannter Kandidatenregionen. Position in Mb nach NCBI build 36

Region Position Referenzen

1q2 1 . 1 144 94'146 29 The International Schizophrenia Consortium (2008),

Stefansson et al. (2008), Levinson et al. (2011)

2p163 49 90_51 50 Kirov et al. (2009a), Rujescu et al. (2009),

Levinson et al. (2011)

3q29 197 2_198 83 Mulle et al. (2010), Levinson et al. (2011),

Vacic et al. (2011)

7q363 158,51—158,63 Levinson et al. (2011), Vacic et al. (2011)

15q 1 1 . 2 20 31_20 78 Stefansson et al. (2008), Kirov et al. (2009b),

Magri et al. (2010)

The International Schizophrenia Consortium (2008),

15q 133 28,72'30,30 Stefansson et al. (2008), Magri et al. (2010),
Levinson et al. (2011), Vacic et al. (2011)
16p13 11 15 38'16 19 Ingason et al. (2009), Kirov et al. (2009b),
- ) )

Magri et al. (2010)

16p1 1 . 2 29 50_30 30 McCarthy et al. (2009), Levinson et al. (2011),

Vacic et al. (2011)

17p12 14,0—15,4 Kirov et al. (2009b), Magri et al. (2010)

17q 12 31,89'33,28 Magri et al. (2010), Moreno-De-Luca et al. (2010)

Karayiorgou et al. (1995),
22q1121 17,00'19,80 The International Schizophrenia Consortium (2008),

Levinson et al. (2011), Vacic et al. (2011)
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung von Filterkriterien

Zu Beginn dieser Arbeit gab es keine publizierten Referenzarbeiten zur CNV-
Qualitatskontrolle. Zur Reduktion falsch positiver CNVs mussten daher

zunéchst Schwellenwerte fir Filterkriterien etabliert werden.

Fur die Etablierung der Schwellenwerte fur die Filterkriterien Anzahl betroffener
SNPs und log Bayes Factor (IBF) beziehungsweise confidence value (CV)
wurden 27 Patienten doppelt genotypisiert. Die aus diesen Daten detektierten
potentiellen CNVs wurden bei Anwendung verschiedener Kombinationen der

Filterkriterien verglichen.

Bei den 27 untersuchten Doubletten wurden insgesamt 108 CNVs detektiert,
die mindestens 10 SNPs betrafen und ein IBF/CV von mindestens 10 hatten.
Von diesen wurden 73 (~68 %) bei beiden Replikaten detektiert. 43 CNVs
betrafen mindestens 20 SNPs und hatten einen IBF/CV von mindestens 20,
davon wurden 32 (~74 %) bei beiden Replikaten gefunden. Insgesamt 21
CNVs Uberstanden die stringenteste Filterkombination; sie betrafen mindestens
30 SNPs und hatten einen IBF/CV von mindestens 30, diese CNVs konnten

alle bei beiden Doubletten detektiert werden.

Auf Grund der hundertprozentigen Ubereinstimmung der Duplikate bei der
Filterkombination mindestens 30 betroffenen SNPs und IBF/CV von

mindestens 30 wurde diese Kombination fur die weiteren Analysen verwendet.

Tab. 4.1: Ubersicht detektierter CNVs und Anteil der CNVs, die in beiden Replikaten detektiert
wurden, bei unterschiedlichen Filterkombinationen. IBF — log Bayes Factor, CV — confidence
value

Filterkriterien Detektierte CNVs | CNVs bei beiden Replikaten
(IBF/CV - SNPs)

10 - 10 108 73 (~68 %)

20 - 20 43 32 (<74 %)

30 - 30 21 21 (100 %)
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4.2 Beteiligung von CNVs bei der Bipolaren Storung

4.2.1 Qualitatskontrollierter Datensatz

Die in den Kapiteln 3.3.4 sowie 3.3.6 geschilderten und in Kapitel 4.1
etablierten Filterkriterien wurden fur die genomweiten CNV-Analysen bei der
Bipolaren Stérung angewendet. Zuséatzlich wurden zwei weitere Filterkriterien
auf den Datensatz angewendet: Personen wurden ausgeschlossen, wenn sie
extreme AusreiBer (siehe Kapitel 3.3.4) i) in Bezug auf die
Standardabweichung (SA) ihrer B allele frequency (SA > 0,12) oder ii)
bezlglich der Anzahl von CNV (mehr als sieben CNVs) waren. Beide
Parameter sind Hinweise auf schlechte DNA-Qualitat.

Von den initialen 957 Patienten verblieben nach Anwendung aller Filterkriterien
882 Patienten im analysierten Datensatz. Das durchschnittliche Alter dieser
Patienten war 44,0 Jahre (SA = 13,4) bei Rekrutierung, das durchschnittliche
Erkrankungsalter betrug 27,9 Jahre (SA = 11,3). Bei der Diagnosestellung

waren 291 Patienten hochstens 21 Jahre alt.

Im Kontrolldatensatz blieben nach Anwendung aller Filterkriterien 872
Personen ubrig, mit einem Durchschnittsalter von 48,0 Jahren (SA = 11,4) bei
Rekrutierung.

In den 1.754 Personen wurden insgesamt 1.044 CNVs detektiert, das

entspricht etwa 0,6 CNVs pro Person.

4.2.2 Genomweite burden Tests

Insgesamt wurden 72 genomweite burden Tests durchgefuhrt. Hierbei wurde
getestet ob sich die Ladnge oder Anzahl von CNVs bei Patienten und Kontrollen
signifikant unterschieden. Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse

genauer betrachtet werden. Tabelle 4.2 zeigt alle Ergebnisse.

Vergleich zwischen allen Patienten und Kontrollen

Singleton Deletionen, die nur ein einziges Mal im gesamten Datensatz von
Patienten und Kontrollen auftraten, waren bei Patienten signifikant langer im
Vergleich mit allen Kontrollen (472,6 kb in Patienten, 249,3 kb in Kontrollen; P-
Wert: 0,0141). Alle lbrigen genomweite burden Tests waren nicht signifikant
(siehe Tab. 4.2).



4 Ergebnisse 61

Vergleich zwischen Patienten mit besonders frihem Erkrankungsalter
und Kontrollen

Beim Vergleich der Subgruppe von Patienten mit besonders frihem
Erkrankungsalter (siehe Kap 3.4.1) mit allen Kontrollen war die Lange der
singleton Deletionen ebenfalls signifikant grof3er bei Patienten (679,6 kb in
Patienten, 249,3 kb in Kontrollen; P-Wert: 0,0084). AulRerdem war die
Frequenz von Personen mit mindestens einem CNV bei Patienten mit frihem
Erkrankungsalter signifikant grofer als im Kontrollkollektiv (52,76 % in
Patienten, 42,32 % in Kontrollen, P-Wert: 0,0009). Die Signifikanz des
Frequenzunterschieds war noch starker, wenn Duplikationen allein betrachtet
wurden (44,48 % in Patienten, 33,14 % in Kontrollen, P-Wert: 0,0004). Die
letztgenannte Assoziation war auch nach Korrektur fur multiples Testen mit der
Bonferroni-Methode (siehe Kap. 3.3.8) signifikant mit Bipolarer Stdrung
assoziiert (Korrektur fur 72 durchgefihrte Tests; korrigierter P-Wert: 0,0288).

Vergleich zwischen Patienten mit spaterem Erkrankungsalter und
Kontrollen
Keiner der genomweiten burden Tests erreichte die Signifikanzschwelle beim

Vergleich zwischen Patienten jenseits des 21ten Lebensjahrs und Kontrollen.

Tab. 4.2: Ubersicht der burden Tests bei Bipolarer Stérung. Es werden nur die P-Werte
kleiner als 0,1 dargestellt, die Gesamtergebnisse befinden sich im Anhang. Die fett markierten
P-Werte werden im Text genauer beschrieben. * Dieser P-Wert blieb nach Korrektur far
multiples Testen signifikant (korrigierter P-Wert: 0,0288). Modifiziert nach Priebe et al., 2012.

Test

CNV Frequenz CNV Lange
Vergleichsgruppe RATE-Test PROP-Test TOTKB-Test AVGKB-Test
Alle Patienten (882) gegen alle Kontrollen (872)
Alle CNVs - - - -
Nur Duplikationen -- - -- -
Nur Deletionen - - - -
Alle singleton CNVs - - - -
Nur singleton Duplikationen 0,0633 0,0534 - --
Nur singleton Deletionen - -- 0,0141 0,0139
Patienten mit frihem Erkrankungsalter (291) gegen alle Kontrollen (872)
Alle CNVs 0,0875 0,0009 - 0,0919
Nur Duplikationen 0,0238 0,0004 * - -
Nur Deletionen - - - -
Alle singleton CNVs 0,0453 0,0874 0,0812 0,0939
Nur singleton Duplikationen 0,0102 0,0166

Nur singlefon Deletionen - - 0,0084 0,0056
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4.2.3 Spezifische Assoziationen

Bei der genomweiten Untersuchung des Datensatzes auf spezifische CNVs
wurden zwei chromosomale Regionen identifiziert, die bei Patienten mit
Bipolarer Stdrung signifikant h&ufiger von CNVs betroffen waren als bei

Kontrollen.

Assoziation von Duplikationen in 6q27

Duplikationen in der chromosomalen Bande 6927 waren mit Bipolarer Stérung
mit frihem Erkrankungsalter assoziiert. Von 291 Patienten mit einem frihen
Erkrankungsalter hatten 17 (5,84 %) eine Duplikation in dieser Region. Im
Vergleich dazu hatten 22 von 872 Kontrollen (2,52 %) eine Duplikation (P-Wert:
0,0039; OR: 2,40; 95-KI: 1,18-4,80). Die potentiellen Bruchpunkte der
Duplikationen unterschieden sich zum Teil um einige SNPs. Die bei allen
Personen assoziierte CNV-Region umfasste 110 SNPs und war etwa 248 kb
grol3 (168.086.687-168.334.983; siehe Abb. 4.1). Drei Gene waren in dieser
Region lokalisiert: kinesin family member 25 (KIF25) und FERM domain
containing 1 (FRMD1) komplett, und von mixed-lineage leukemia translocated
4 (MLLT4) nur ein Teil des 3’-Terminus. Alle Duplikationen konnten mit gRT-

PCR verifiziert werden.

Maketab 200 918
et 168,000,000 | 1658050 000 | 168.100,000 | 158 150,000 | 168 200,000 | 188250000 | 168,300 000 | 188350000 | 188 400,000 | 168,450,000 |
27

e
MLLT { e ML ML UL 17T KIF25 L)) T2
WLLTA ras ez i BACT2 Hiel

FRMDT -]
FRMDT -

Abb. 4.1: CNVs in der chromosomalen Bande 6q27. Bei 872 untersuchten Kontrollen
(dunkel grine Balken) wurden 22 Duplikationen mit sechs unterschiedlichen Bruchpunkten
detektiert. In 291 Patienten mit fruihem Erkrankungsalter (hell griine Balken) wurden 17
Duplikationen detektiert. Die assoziierte Region (schwarzer Balken) tGberspannte etwa 248 kb.
Fur die Verifikation der CNVs wurden drei TagMan-Sonden (blaue vertikale Striche) verwendet.
Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend auf dem NCBI build 36
erstellt. Modifiziert nach Priebe et al., 2012.
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Assoziation von Duplikationen in 10q11.22

In der chromosomalen Subbande 10g11.22 waren Duplikationen mit Bipolarer
Storung assoziiert. Duplikationen wurden in 53 von 882 Patienten (6,01 %) und
in 32 von 872 Kontrollen (3,67 %) beobachtet (P-Wert: 0,0354; OR: 1,53 95-KI:
1,05-2,72). In der Gruppe der Patienten mit frihem Erkrankungsalter hatten 28
von 291 Patienten (9,62 %) die Duplikation (P-Wert: 0,0005; OR: 2,79; 95-KI:
1,59-4,89). Die identifizierten Duplikationen zeigten die gleichen in silico
berechneten genomischen Bruchpunkte, sie Uberspannten 30 SNPs und etwa
160 kb (47.013.328-47.173.619; siehe Abb. 4.2).

Die Duplikationen umfassten das gesamte Gen anthrax toxin receptor-like
(ANTXRL). Dieses Gen wird seit der Identifizierung einer Assoziation von
CNVs in dieser Region mit der Bipolaren Stérung (Priebe et al., 2012) nicht
mehr in der RefSeq Datenbank gefuhrt. Nach neuestem Datenstand
(Dezember 2012) befindet sich somit kein RefSeq Gen in der assoziierten
Region. Alle Duplikationen konnten mit gRT-PCR mit Tagman-Sonden

verifiziert werden.

Marstat 00tk ]
: 45900000 | 4n950000 | 42000000 | 4050000 | ar100.000 | azisoom | 47200000 | ar250000 | 4730000 |

Abb. 4.2: CNVs in der chromosomalen Bande 10g11.22. Bei 872 untersuchten Kontrollen
(dunkel grine Balken) wurden 32 Duplikationen detektiert. In 882 Patienten wurden 53
Duplikationen detektiert, davon 28 in Patienten mit fruhem Erkrankungsalter (hell grine
Balken). Alle detektierten Duplikationen hatten die gleichen Bruchpunkte. Die assoziierte
Region (schwarzer Balken) Uberspannte etwa 160 kb. Fur die Verifikation der CNVs wurden
drei TagMan-Sonden (blaue vertikale Striche) verwendet. Die Abbildung wurde mit dem UCSC
Genome Browser basierend auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert nach Priebe et al., 2012.

4.2.4 Frequenz von CNVs in vorbeschriebenen Regionen

Keine der elf mit neuropsychiatrischen Erkrankungen vorbeschriebenen
Regionen (siehe Kap. 3.5.2) war im vorliegenden Datensatz mit Bipolarer
Stérung assoziiert (siehe Tab. 4.3). Nur in einer der elf Regionen (15911.2)
konnten CNVs in Patienten detektiert werden, die zu mindestens 80 Prozent

mit den vorbeschriebenen CNVs Uberlappten.
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Tab. 4.3: CNVs in Regionen mit Vorbefunden bei neuropsychiatrischen Erkrankungen
bei der Bipolaren Stdérung. CNVs im untersuchten Kollektiv fir Bipolare Stdérung die mit
vorbeschriebenen Regionen Uberlappten. P — P-Wert; OR — odds ratio, OR-KI — 95%-
Konfidenzinterval des ORs; dup — Duplikationen; del — Deletionen; * Positionsangaben
entsprechend NCBI build 36; ** Wegen fehlendem Ereignis in Patienten kann weder das OR
noch das Konfidenzinterval geschétzt werden. Modifiziert nach Priebe et al., 2012.
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4.3 Beteiligung von CNVs bei der Majoren Depression

4.3.1 Qualitatskontrollierter Datensatz

Nach Anwendung aller Filterkriterien (siehe Kap. 3.3.4 und 4.1) verblieben 575
Patienten mit Majorer Depression und 1.618 Kontrollen fir die weiteren
Analysen. Das durchschnittliche Alter der Patienten bei Rekrutierung war 47,6
Jahre (SA = 13,9), das durchschnittliche Erkrankungsalter 36,6 Jahre (SA =
13,3). Das durchschnittliche Alter der Kontrollen bei Rekrutierung lag bei 47,1
Jahren (SA =12,7).

Nach Anwendung der in Kapitel 4.1 etablierten Filterkriterien, waren
genomweite Daten von 2.193 Personen verfugbar. In diesen wurden 1.311
CNVs von beiden Programmen QuantiSNP und PennCNV detektiert. Dies

entspricht einer Frequenz von etwa 0,6 CNVs pro Person.

4.3.2 Genomweite burden Tests
Keiner der genomweiten burden Tests zeigte eine signifikante Assoziation mit

der Majoren Depression (siehe Anhang).

4.3.3 Spezifische Assoziationen

Zur Identifikation von Regionen, in denen bis dato keine CNVs mit der Majoren
Depression assoziiert gefunden worden waren, wurden die genomweiten Daten
von Patienten und Kontrollen statistisch analysiert. In vier spezifischen

chromosomalen Regionen waren CNVs mit Majorer Depression assoziiert:

Assoziation von Deletionen in 7p21.3

Funf Patienten (0,87 %) und drei Kontrollen (0,19 %) hatten eine Deletion in der
chromosomalen Subbande 7p21.3 (P-Wert: 0,0331; OR: 4,72; 95-Kl. 0,91 -
30,48). Die Deletionen in allen Patienten und in zwei Kontrollen hatten die
gleichen potentiellen Bruchpunkte und Uberspannten 33 SNPs und etwa 95 kb
(9.094.766-9.189.993, siehe Abb. 4.3). Die dritte Deletion in einer Kontrolle
zeigte andere Bruchpunkte und Uberlappte nur teilweise mit den anderen
Deletionen (8.923.566-9.160.323). Innerhalb der assoziierten Region war kein
Gen lokalisiert. Alle potentiellen CNV-Tréager konnten mit qRT-PCR bestatigt
werden. Der abweichende 3’-Bruchpunkt in einer Kontrolle konnte ebenfalls

bestétigt werden.
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Abb. 4.3: CNVs in der chromosomalen Bande 7p21.3. Drei von 1.618 untersuchten
Kontrollen (dunkel rote Balken) hatten eine Deletion in der Region. Bei funf von 575 Patienten
wurde eine Deletion detektiert (hell rote Balken). Die assoziierte Region (schwarzer Balken)
Uberspannte etwa 95 kb. Fir die Verifikation der CNVs wurden drei SYBR-Green Primer (blaue
vertikale Striche) verwendet. Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend
auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et al., 2012.

Assoziation von Duplikationen in 15g926.3

In der chromosomalen Subbande 15g26.3 wurden Duplikationen in funf
Patienten (0,87 %) und drei Kontrollen detektiert (0,19 %; P-Wert: 0,0331; OR:
4,72; 95-KI: 0,91 - 30,48). Alle Duplikationen unterschieden sich in ihren
potentiellen Bruchpunkten, Uberlappten jedoch in der assoziierten Region von
etwa 13 kb Lange (99.918.818-99.931.589, siehe Abb. 4.4). Von der geteilten
Region war kein Gen direkt Uberspannt, allerdings waren die Gene TM2
domain containing und threonyl-tRNA synthetase-like 2 (TM2D3) und Threonyl-
TRNA Synthetase-Like 2 (TARSL2) von Duplikationen in zwei Patienten und
zwei Kontrollen betroffen. Die CNVs in allen acht Personen konnten erfolgreich

mit gRT-PCR verifiziert werden.
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Abb. 4.4: CNVs in der chromosomalen Bande 15026.3. Drei von 1.618 untersuchten
Kontrollen (dunkel griine Balken) hatten eine Duplikation in der Region. Bei finf von 575
Patienten wurde eine Duplikation detektiert (hell gruine Balken). Alle Duplikationen hatten
unterschiedliche Bruchpunkte. Die assoziierte Region (schwarzer Balken) Giberspannte etwa 13
kb. Fur die Verifikation der CNVs wurden drei SYBR-Green Primer (blaue vertikale Striche)
verwendet. Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend auf dem NCBI
build 36 erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et al., 2012.

Assoziation von Deletionen und Duplikationen in 16p11.2

Zwei Patienten hatten eine Duplikation (0,35 %) und ein Patient eine Deletion
(0,17 %) in der chromosomalen Subbande 16pl11.2 (P-Wert: < 0,0179; OR: 2
8,48 (wegen des fehlenden Ereignisses in Kontrollen kann kein 95-KI
angegeben werden)). In dieser Region konnten bei den untersuchten
Kontrollen ein CNV mit mehr als 30 SNPs nachgewiesen werden. Die
assoziierte Region war etwa 530 kb lang (29.554.843-30.085.308, siehe Abb.
4.5) und betraf mehr als 20 Gene. Die in einem Patienten identifizierte Deletion
war mit etwa 1,6 Mb (28.447.349-30.085.308) grol3er als die assoziierte Region
hatte aber den gleichen 3’-Bruchpunkt. Alle CNVs konnten mit MLPA bestétigt

werden.
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Abb. 4.5: CNVs in der chromosomalen Bande 16p11.2. In keiner der 1.618 untersuchten
Kontrollen wurde ein CNV in der Region detektiert. Bei zwei von 575 Patienten wurde eine
Duplikation detektiert (griine Balken) und bei einem Patienten eine Deletion (roter Balken). Alle
Duplikationen hatten die gleichen Bruchpunkte, die Deletion hatte einen abweichenden 3’
Bruchpunkt. Die assoziierte Region (schwarzer Balken) Uberspannte etwa 530 kb. Fur die
Verifikation der CNVs wurden das MLPA Kit P297verwendet, dieses hat finf Sonden in der
assoziierten Region (blaue vertikale Striche). Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome
Browser basierend auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et
al., 2012.

Assoziation von Deletionen in 18p11.32

Neun Patienten und neun Kontrollen hatten eine Deletion in der
chromosomalen Subbande 18p11.32 (P-Wert: 0,0298; OR: 2,84; 95-KI. 0.99-
8.12). Die Deletionen in Kontrollen zeigten alle die gleichen potentiellen
Bruchpunkte, in Patienten waren vier Deletionen etwas kleiner. Die assoziierte
Region Uberspannte 33 SNPs und etwa 118 kb (1.721.154-1.829.387, siehe
Abb. 4.6). In der assoziierten Region war kein Gen lokalisiert. Alle CNVs
konnten mit gRT-PCT bestatigt werden.



4 Ergebnisse 69

Malistab 100 kb
chr1g:  1.690.000] 1.710.000| 1.730.000| 1.750.000| 1.770.000| 1.790.000| 1.810.000|
18p11.32

Deletionen in neun Kontrollen (9/1.618; 0,56%)

2
=4

o
&
1=

1.850.000| 1.870.000|

(=

Duplikation in einer Kontrolle (1/1.61

| O
&

Deletionen in neun Patienten (9/575; 1,57%)

Assoziierte Region

i

Position der SYBR-Green Primer fir die Verifikation
]

Abb. 4.6: CNVs in der chromosomalen Bande 18p11.32. Bei neun der 1.618 untersuchten
Kontrollen (dunkelrote Balken) und bei neun von 575 Patienten wurde eine Deletion detektiert
(hellrote Balken). Die Deletionen bei Patienten zeigten teilweise unterschiedliche Bruchpunkte.
Die assoziierte Region (schwarzer Balken) tUberspannte etwa 121 kb. Fir die Verifikation der
CNVs wurden drei SYBR-Green Primer verwendet (blaue vertikale Striche). Die Abbildung
wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert
nach Degenhardt und Priebe et al., 2012.

4.3.4 Phanotypische Charakterisierung der 16p11.2-CNV-Trager

Die Assoziation von CNVs in 16pl11.2 mit Majorer Depression war aus zwei
Grunden besonders interessant: 1) war eine Assoziation dieser Region bereits
mit unterschiedlichen Erkrankungen, darunter auch neuropsychiatrische,
berichtet worden: Bipolare Stérung (McCarthy et al., 2009; Grozeva et al.,
2010), Schizophrenie (McCarthy et al., 2009; Levinson et al., 2011; Vacic et al.,
2011), Autismus (Kumar et al., 2008; Weiss et al., 2008), Intelligenzminderung
(Bijlsma et al., 2009) und 2) war dies die einzige Region, die zahlreiche Gene

Uberspannte.

Zur weiteren phéanotypischen Beschreibung der CNV-Trager wurden deren
Krankenakten auf Informationen bezuglich der Eigen- und Familienanamnese

eingesehen.

Patientin A, die Deletionstragerin, hatte ihre erste depressive Episode mit 26
Jahren. Die Patientin besuchte die Hauptschule, sie erreichte dort einen
Abschluss, hatte jedoch keine abgeschlossene Berufsausbildung. Der body
mass index (BMI) der Patientin lag bei 43,71, gleichbedeutend mit der hdchsten
Stufe einer Adipositas (morbide Adipositas, Grad Ill). Die Familienanamnese

der Patientin war positiv fir neuropsychiatrische Erkrankungen; beide
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Elternteile hatten eine gesicherte Majore Depression und Angststorung. Fir
eine Tante vaterlicherseits war die Verdachtsdiagnose einer Angststorung

vermerkt.

Patientin B trug eine Duplikation, sie hatte ihre erste depressive Episode mit 37
Jahren. Die Patientin besuchte eine Sonderschule, blieb jedoch ohne
Schulabschluss und Berufsausbildung. Die Schwester der Patientin hatte eine
Bipolare Stérung und ihre Grol3mutter mutterlicherseits die Verdachtsdiagnose
fur eine nicht ndher bezeichnete neuropsychiatrische Stérung. Der BMI dieser

Patientin lag im Normbereich.

Patient C trug ebenfalls eine Duplikation, er hatte seine erste depressive
Episode mit 43 Jahren. Der Patient hatte einen Sonderschulabschluss und eine
abgeschlossene  Ausbildung  zum Kraftfahrzeugmechaniker. Seine
Familienanamnese war leer flir neuropsychiatrische Stérungen. Der BMI dieses

Patienten war unauffallig.

Alle Patienten hatten zum Zeitpunkt der Rekrutierung bereits mehrere
depressive Episoden erlebt. Weiterhin erfillte keiner der Patienten die DSM-IV

Kriterien flr eine Intelligenzminderung.

4.3.5 Frequenz von CNVs in vorbeschriebenen Regionen

Aul3er in der chromosomalen Subbande 16p11.2 (siehe Kap. 4.3.3) konnte in
keiner der elf mit neuropsychiatrischen Erkrankungen vorbeschriebenen
Regionen (siehe Kap. 3.5.2) eine Assoziation mit Majorer Depression im
vorliegenden Datensatz gefunden werden. Nur in drei der elf Regionen wurden
tberhaupt CNVs in Patienten mit Majorer Depression gefunden (siehe Tab.
4.4).



4 Ergebnisse 71

™ Ny o
— I~ M~ ©
© > — 5
© fc.cl p o —x o ¥ [ c?
TSI EE L LM i
O N tS] o
o P =
© o
o = © ~
et gl
o} — o A —
o < ~ 8 ©
T =< | IPFLO_O"IHH M~
o o Shve o
< @
=% ~ @
El © . ~
Ao L BT I S N B
&) e =
S S
a
S = ~
9 «@ .g* Qo g)
PP IR g 2
o | A
[= R [{=] M~
S |N by o ©
D g! V1Y~ 1 gt 1 <.
o (w e v i
I~
o ™ o ©
6 Dh—-_ © A
? &« ©, , , <
x (\.J(_él |(,")-x.x§ LI —
O |4 N M~
=) S =}
o
©
N - < r~
O [RLt ¥t gt ™~
o — Al ~—
©
© < - ~T ©
T R B = I B
S o [=) o e (=)
vi
= ©
]
5 —~ S N
52w ™ S -
E©oPT I I g©°o© 1 | | | -
Scl-w S~ ™ =3
¥ © S
@ <
c o] o] o)
oy © © o°
= ] - - w
gt gt gttt g
i A S =] =]
o © o ©
o~ ™~ w
[«2] o 9
NoxwxCowooo  ®©o
e g N @
S f -Pcocvown®
SRS TV R T RS,
Z [Todccdadodao !
O R VMMM Z 0O
O ¥Fohododwo I =~
TTEZHONN—N S0
- -
c NN ~N
DT | @
L [ M wee NN - £
D -0 MO~ — — —
O nmANmoooocooo £
¥ |l coag o oo~~~ >
T ANOMNT T~ N w
Tab. 4.4: CNVs in Regionen mit Vorbefunden bei neuropsychiatrischen Erkrankungen

bei der Majoren Depression. CNVs im Datensatz fir Majore Depression die mit
vorbeschriebenen Regionen uberlappten. Die Ergebnisse in der Region 16pl11.2 (P-Wert fett)
sind im Text genauer beschrieben. P — P-Wert; OR — odds ratio, OR-KI — 95%-
Konfidenzinterval des OR; dup — Duplikationen; del — Deletionen; * Positionsangaben
entsprechend NCBI build 36; ** Wegen fehlendem Ereignis in Patienten kann weder das OR
noch das OR-KI geschatzt werden; *** Wegen fehlendem Ereignis in Kontrollen, kann das OR-
Kl nicht geschétzt werden. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et al., 2012.
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4.4 Beteiligung von CNVs der Schizophrenie

4.4.1 Qualitatskontrollierter Datensatz

Insgesamt 1.637 Patienten und 1.627 Kontrollen verblieben nach Anwendung
aller Filterkriterien. Die Patienten hatten ein durchschnittliches Alter bei
Rekrutierung von 34,1 Jahren (SA = 11,0) und ein durchschnittliches
Erkrankungsalter von 21,9 Jahren (SA = 6,5). Das durchschnittliche Alter der
Kontrollen bei Rekrutierung lag bei 47,53 Jahren (SA = 12,2).

In diesem Kollektiv wurden drei Analysen durchgefiihrt, um die Beteiligung von
CNVs bei der Entstehung der Schizophrenie zu untersuchen: i) genomweite
burden Tests (Kap. 4.4.2), ii) Tests auf die Assoziation bis dato unbekannter
spezifischer CNVs (Kap. 4.4.3) und iii) Uberprufung der Frequenz von CNV in
Regionen, die zuvor als mit neuropsychiatrischen Erkrankungen assoziiert

berichtet worden waren (siehe Kap. 4.4.4).

4.4.2 Genomweite burden Tests

Bei den genomweiten burden Tests zeigte sich eine keine signifikante
Assoziation von CNVs mit der Schizophrenie. Die starkste Assoziation wurde
fur die Frequenz von Deletionen gefunden, diese erreichte jedoch nicht das
Signifikanzniveau von 0,05 (P-Wert: 0,07; siehe Anhang).

4.4.3 Spezifische Assoziationen

Die individuellen CNV-Daten von Patienten und Kontrollen wurden genomweit
verglichen, um spezifische Regionen zu detektieren, in denen CNVs signifikant
haufiger in Patienten mit einer Schizophrenie auftraten als in Kontrollen. Bei
dieser Suche nach neuen spezifischen Regionen, die mit der Schizophrenie

assoziiert sein kdnnten, zeigte sich kein nominell signifikantes Ergebnis.

4.4.4 Frequenz von CNVs in vorbeschriebenen Regionen

In elf Regionen war eine Assoziation von CNVs mit neuropsychiatrischen
Erkrankungen bereits berichtet worden (siehe Kap. 3.5.2): 1¢g21.1, 2pl6.3,
3929, 7936.3, 15¢g11.2, 15913.3, 16p13.11, 16pll.2, 17p12, 17912 und
22011.21. Die Frequenz von CNVs, die zu mindestens 80 Prozent (vgl. Kap.
3.5.2) Uberlappten, wurde im vorliegenden Datensatz tUberpruft. In keiner der elf

Regionen zeigte sich eine signifikante Assoziation von CNVs mit der
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Schizophrenie (siehe Tab. 4.5). Bei 1.637 Patienten wurden 20 Deletionen und
elf Duplikationen gefunden, die mit einer der elf Regionen tberlappte. Bei 1.627
Kontrollen wurden zwdlf Deletionen und finf Duplikationen gefunden. Diese
Uberreprasentation von CNVs war gerade nicht signifikant (P-Wert: 0,06; OR:
1,83). In den Regionen auf Chromosom 1g21.1 und 22ql11.21, sowie in
2p16.3/NRXN1 wurden haufiger CNVs in Patienten im Vergleich zu Kontrollen
gefunden, auch dieser Unterschied war nicht signifikant (siehe Tab. 4.5;
1921.1: P-Wert: 0,62; OR: 2,98, 22ql11.2: P-Wert: 0,5; OR: > 1,99;
2p16.3/NRXN1: P-Wert: 0,21, OR: 2,19). Im Gegensatz dazu war die Frequenz
von CNVs in der Region auf Chromosom 15q11.2 gréf3er in Kontrollen als in
Patienten (P-Wert: 0,37; OR: 0,33).
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Tab. 4.5: CNVs in Regionen mit Vorbefunden bei neuropsychiatrischen Erkrankungen

bei der Schizophrenie. CNVs im Datensatz fur Schizophrenie die mit vorbeschriebenen

Regionen uberlappten. P — P-Wert; OR — odds ratio, OR-KI — 95%-Konfidenzinterval des ORs;
dup — Duplikationen; del — Deletionen; * Positionsangaben in Mb entsprechend NCBI build 36;

** \Wegen fehlendem Ereignis in Kontrollen, konnte das OR-KI nicht geschéatzt werden.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Bedeutung von
Kopienzahlvarianten (CNVs, copy number variants) bei der Entstehung der
neuropsychiatrischen Erkrankungen Bipolare Stérung, Majore Depression und
Schizophrenie. In einem ersten Schritt musste zunachst eine standardisierte
Auswertestrategie zur genomweiten in silico Detektion von CNVs aus bereits

vorhandenen Genotypisierungsdaten etabliert werden.

5.1 Etablierung der Auswertestrategie

Die Identifizierung von CNVs aus genomweiten Genotypisierungsdaten ist
technisch anspruchsvoll und war zu Beginn der Arbeit in der Fachliteratur nicht
standardisiert. Wie weiter unten detaillierter beschrieben, hatten die Strategien
unterschiedliche CNV-Detektionsraten und nahmen entweder eine erhohte
Rate falsch-positiver oder falsch-negativer Ergebnisse in Kauf. Die Anwendung
einer stringenten Auswertestrategie war daher notwendig, um die Anzahl von in
silico detektierten, falsch-positiven CNVs auf ein Minimum zu verringern und
gleichzeitig die Detektionsrate tatsachlich vorhandener CNVs nicht zu sehr
abzuschwachen. In der vorliegenden Arbeit erflllte die Kombination aus
mindestens 30 vom CNV Uberspannten SNPs und einem log Bayes Factor
(IBF) beziehungsweise confidence value (CV) von mindestens 30 die hohen

Anspriche an die geforderte Stringenz.

Seit Beginn der Arbeit wurden zahlreiche genomweite CNV Studien publiziert,
deren Auswabhlstrategien sich von denen der vorliegenden Arbeit unterschieden
(u.a. Zhang et al., 2009; Grozeva et al., 2010; Rucker et al., 2011). Ein
wesentliches Unterscheidungsmerkmal zur vorliegenden Arbeit war die
Verwendung eines Langenfilters anstelle eines SNP-Filters. So schlossen
beispielsweise Grozeva et al. und Rucker et al. alle CNVs mit einer Lange von
weniger als 100 kb - unabhéngig von der Anzahl der vom CNV Uberspannten
SNPs - aus ihren Studien aus (Grozeva et al., 2010; Rucker et al., 2011).

Die SNPs auf den verwendeten Chips waren nicht gleichmallig Uber das

gesamte Genom verteilt. Die in silico Detektion von CNVs mit QuantiSNP und
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PennCNV basiert jedoch auf den Daten jedes einzelnen genotypisierten SNPs.
Je mehr SNPs eine bestimmte Region abdecken, desto mehr Datenpunkte
stehen den Programmen fur ihre Berechnungen zur Verfugung. Daher kann ein
CNV in einer besonders dicht abgedeckten Region verlasslicher identifiziert
werden. Als Beispiel: ein CNV mit einer Lange von 150 kb, der nur 17 SNPs
betrifft, wlrde bei dem Filterkriterium ,Mindestlange von 100 kb"
eingeschlossen werden, wahrend ein CNV mit 75 kb Lange und 34
Uberspannten SNPs ausgeschlossen wirde. Wegen der hoheren SNP-Dichte
des zuletzt genannten CNVs handelt es sich bei diesem jedoch mit héherer

Wahrscheinlichkeit um einen biologisch validen CNV.

Da nicht von allen untersuchten Personen gentigend genomische DNA fir eine
technische Verifikation der identifizierten CNVs vorhanden war, wurde die
Anwendung eines SNP-Filters gegeniuber einem Langenfilter favorisiert. Alle
CNVs, die die Kombination aus SNP-Filter und IBF/CV-Filter erfullten, konnten
mit einer unabhéngigen, quantitativen Methode verifiziert werden. Allerdings
werden durch diese stringente Kombination vermutlich auch viele kleinere,
biologisch valide CNVs verworfen. Es ist davon auszugehen, dass die
Weiterentwicklung der CNV-ldentifizierungsmethoden, insbesondere durch
neue Sequenzierverfahren, zukinftig eine valide Detektion dieser kleineren

CNVs erma@glichen wird.

5.2 Bipolare Stoérung

Nach Anwendung aller Filterkriterien verblieben 882 Patienten mit Bipolarer
Stérung und 872 populationsbasierte Kontrollen im Datensatz. In dieser

Stichprobe wurden die folgenden drei Analysen durchgefiihrt:

i) Genomweiter burden der Lange und Frequenz von CNVs
i) Assoziation spezifischer Regionen

iii) Frequenz von CNVs in vorbeschriebenen Regionen
Die Ergebnisse wurden bereits verotffentlicht (Priebe et al., 2012).
5.2.1 Genomweiter burden

Die burden Analyse erzielte drei signifikante Hauptergebnisse: (i) singleton

Deletionen waren bei den Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden
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signifikant langer, (ii)) in der Subgruppe der Patienten mit frihem
Erkrankungsalter war der zuvor genannte Unterschied noch starker ausgepragt
und (iii) die Frequenz von Duplikationen war bei den Patienten mit frihem

Erkrankungsalter signifikant hoher im Vergleich zur Kontrollstichprobe.

Die verdffentlichten Ergebnisse zum genomweiten burden von CNVs bei der
Bipolaren Stdrung ergeben bisher kein einheitliches Bild. Wahrend zwei
Studien keinen statistischen Zusammenhang zwischen der Krankheit und
CNVs nachweisen konnten (Grozeva et al., 2010; McQuillin et al., 2011),
zeigten drei weitere Studien eine signifikant hohere Frequenz von CNVs bei
Patienten im Vergleich zur jeweiligen Kontrollstichprobe (Zhang et al., 2009;
Malhotra et al., 2011; Bergen et al., 2012).

Die im vorliegenden Datensatz identifizierte Assoziation der singleton
Deletionen steht im Einklang mit anderen publizierten Studien (Zhang et al.,
2009; Bergen et al. 2012).

Ebenfalls berichteten Zhang et al., dass in ihrem Kollektiv, bestehend aus
1.001 Patienten mit Bipolarer Stérung und 1.034 Kontrollen, der beobachtete
Frequenzunterschied fur singleton Deletionen — analog zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit — noch starker in der Gruppe der Patienten mit frihem
Erkrankungsalter war (Zhang et al., 2009). Diese Ergebnisse deuten auf eine
Beteiligung von seltenen CNVs insbesondere bei der Entstehung der
frihmanifesten Bipolaren Stdérung hin. Diese mégliche Schlussfolgerung wird
unterstitzt durch die Studie von Malhotra et al. (Malhotra et al., 2011). Im
Gegensatz zu den zuvor genannten Studien verfolgte diese Arbeit einen Trio-
Ansatz und fokussierte sich auf die Identifizierung von de novo CNVs.
Insgesamt wurden 185 Eltern-Kind-Trios mit einer neuropsychiatrischen
Diagnose (Indexpersonen an einer Bipolare Stérung erkrankt) und 426
gesunde Eltern-Kind-Trios untersucht (Malhotra et al., 2011). Im
Patientenkollektiv war die Frequenz von de novo CNVs (4,3 %) signifikant
hoher im Vergleich zu den Kontroll-Trios (0,9 %; Malhotra et al., 2011). Bei den
Patienten mit frihem Erkrankungsalter war die Frequenz von de novo CNVs
sogar noch héher als in der Ubrigen Patientenstichprobe (5,6 %; Malhotra et al.,
2011).
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Die in der vorliegenden Arbeit detektierte Assoziation zwischen Duplikationen
und fruhem Erkrankungsalter wurde in den Studien von Zhang et al.
beziehungsweise Malhotra et al. nicht nachgewiesen. Grund hierfr war, dass
diese Arbeiten nur singleton CNVs beziehungsweise de novo CNVs
untersuchten (Zhang et al., 2009; Malhotra et al.,, 2011). Die genomweite
Analyse aller Duplikationen, unabhangig von deren Frequenz, wurde nicht
durchgefuihrt. Bergen et al. fuhrten keine Subgruppenanalyse durch (Bergen et
al. 2012).

In zwei weiteren Studien konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem
genomweiten burden und der Bipolaren Stérung identifiziert werden (Grozeva
et al., 2010; McQuillin et al., 2011). Potentielle Griunde fir die von der
vorliegenden Arbeit abweichenden Ergebnisse sind: (i) eine geringere
Auflésung der verwendeten Detektionsmethoden, (ii) abweichende
Filterkriterien, (iii) eine zu kleine Anzahl an untersuchten Patienten mit einem
frihem Erkrankungsalter (iv) unerkannte biologische Unterschiede zwischen
unseren untersuchten Patienten und den Patienten in den anderen Studien und
(v) ein falsch-positiver Befund in unserer Studie. Grozeva et al. und McQuillin
et al. verwendeten jeweils das GeneChip Human Mapping 500K Array Set der
Firma Affymetrix (Santa Clara, Kalifornien, USA), welches eine geringere
Aufldsung, im Vergleich zu den in dieser Arbeit verwendeten Chips, hatte
(Grozeva et al., 2010; McQuillin et al., 2011). Es ist moéglich, dass dadurch
CNVs ubersehen wurden, die in der vorliegenden Arbeit detektiert werden
konnten. Die Frequenz von CNVs war kein Filterkriterium dieser Arbeit.
Grozeva et al. hingegen untersuchten alle CNVs deren Frequenz nicht groR3er

als 1 % in dem untersuchten Kollektiv war (Grozeva et al. 2010).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern weitere Evidenz fur die
Beteiligung von seltenen CNVs an der Entstehung der Bipolaren Storung. Es
zeigte sich, dass diese CNVs insbesondere bei Patienten mit frihem
Erkrankungsalter eine Rolle zu spielen scheinen. Dies wurde auch bereits in
weiteren Studien gezeigt (Zhang et al.,, 2009; Malhotra et al., 2011). Der
Befund einer starkeren Beteiligung von CNVs bei der Bipolaren Stérung mit

frithem Erkrankungsalter konnte darauf hinweisen, dass diese klinische
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Untergruppe auch einen anderen genetischen Hintergrund hat als Patienten mit

spaterem Erkrankungsalter.

5.2.2 Assoziation spezifischer Regionen
Spezifische Duplikationen in 6927 (OR: 2,40) und in 10911.22 (OR: 1,53)

waren mit der Bipolaren Stérung signifikant assoziiert.

Die Duplikationen auf Chromosom 6 waren mit einem besonders friihen
Erkrankungsalter assoziiert und hatten unterschiedliche in silico identifizierte
Bruchpunkte. Allen CNVs teilen jedoch eine gemeinsame Kernregion (ca. 248
kb). In dieser Kernregion lagen drei Gene: kinesin family member 25 (KIF25),
FERM domain containing 1 (FRMD1) wurden komplett Uberspannt, von
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia translocated to 4 (MLLT4) war nur
das 3-Ende betroffen. Fur keines der drei Gene wurde bisher ein
Zusammenhang zu neuropsychiatrischen Phanotypen beschrieben, sie sind
sowohl im embyonalen wie auch im adulten Gehirn nur schwach exprimiert. Ein
direkter Zusammenhang zwischen den Duplikationen und der Entwicklung

einer Bipolaren Storung ist daher derzeit nicht ersichtlich.

Interessanterweise war eine Haufung von Duplikationen in 6g27 bei Patienten
mit Bipolarer Storung bereits in einer anderen Studie beobachtet worden. Yang
et al. untersuchten eine Grol3familie der Amischen, bestehend aus drei
Generationen mit 46 Familienmitgliedern. Insgesamt 16 Familienmitglieder
waren an einer Bipolarer Stérung und drei an einer Majoren Depression
erkrankt (Yang et al., 2009). In dieser Familie untersuchten Yang et al. die
Kosegregation von CNVs mit neuropsychiatrischen Erkrankungen (Yang et al.,
2009). Bei elf Personen, davon acht mit einer psychiatrischen Stérung, fanden
sich Duplikationen in 6927 mit &hnlichen Bruchpunkten, wie die in dieser Arbeit
beschriebenen. Diese Studie gibt gemeinsam mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit einen guten Hinweis darauf, dass Duplikationen in 6q27
eine Rolle bei der Entstehung der Bipolaren Stoérung spielen, auch wenn der
zugrunde liegende Mechanismus bisher nicht identifiziert werden konnte.
Theoretisch kdonnten die Duplikationen einen regulatorischen Effekt auf Gene
haben, die auRerhalb der durch den CNV abgedeckten Region liegen. So liegt
das Gen dapper, antagonist of beta-catenin homolog 2 (DACT2) etwa 115 kb
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distal von der assoziierten Region auf Chromosom 6q27 entfernt. DACT2 ist
Teil des Wnt-Signalwegs, welcher unter anderem die Neurogenese und
Neuroprotektion reguliert. Somit ware DACT2 — sofern beispielsweise seine
Expression durch den naheliegenden CNV beeinflusst wird — ein interessantes

Kandidatengen bei zentralnervésen Erkrankungen wie der Bipolaren Stérung.

Auch haufige Duplikationen in 10g11.22 waren signifikant mit der Bipolaren
Storung assoziiert. Diese Assoziation war noch signifikanter in der Subgruppe
der Patienten mit jungem Erkrankungsalter (OR: 2,79).

Das einzige Gen in dieser Region war anthrax toxin receptor-like (ANTXRL).
Bei diesem Gen handelt es sich um ein Pseudogen, Uber das nur wenig
bekannt ist. Bisher wurde keine Assoziation dieses Genes mit einer
neuropsychiatrischen oder somatischen Erkrankung beschrieben.

Auch diese Region wurde in der oben beschriebenen Familienstudie von Yang
et al. detektiert (Yang et al., 2009). Insgesamt 18 Personen, davon neun mit
einer Bipolaren Stérung oder Majoren Depression, hatten eine Duplikation in
10911.22 mit den gleichen potentiellen Bruchpunkten wie die in dieser Arbeit
detektierten (Yang et al., 2009).

Die signifikante Assoziation von Duplikationen in 6927 und 10g11.22 mit der
Bipolaren Storung gehoren zu den ersten spezifischen Assoziationen von
CNVs bei der Bipolaren Stérung. In beiden Fallen war die Assoziation in der
Subgruppe von Patienten mit frihem Erkrankungsalter am starksten.
Zusammen mit dem Ergebnis der genomweiten burden Untersuchung kénnte
dies auf Unterschiede bei den genetischen Faktoren hinweisen, die bei
Patienten mit frthem und spatem Erkrankungsalter eine Rolle spielen.
Interessanterweise konnten auch Kklinische Studien bereits zeigen, dass
Patienten mit einem frihem Erkrankungsalter eine andere familidre Belastung
haben als Patienten, die spat erkranken (Grigoroiu-Serbanescu et al., 2001).
Funktionelle Studien werden notig sein, um die Wirkmechanismen der CNVs zu

verstehen.
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5.3 Majore Depression

Nach Anwendung aller Filterkriterien verblieben 575 Patienten mit Majorer
Depression und 1.618 Kontrollen im Datensatz. In diesem Kollektiv wurden die
drei in Kap. 5.2 genannten Analysen durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden

bereits veroffentlicht (Degenhardt und Priebe et al., 2012).

5.3.1 Genomweiter burden
Keiner der genomweiten burden Tests war signifikant mit der Erkrankung

assoziiert.

Bislang gibt es nur eine weitere Studie, welche den genomweiten burden von
CNVs bei Patienten mit Majorer Depression untersucht hat (Rucker et al.,
2011). Die Analyse von knapp 2.700 Patienten und 4.800 Kontrollen zeigte
eine signifikant hohere Frequenz von Deletionen bei den Patienten im
Vergleich zu den Kontrollen (OR: 1,25; Rucker et al., 2011).

Fur die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien gibt es wahrscheinlich
zweli Hauptgrinde: (i) Anwendung voneinander abweichender
Auswertestrategien und (ii) Analyse ungleicher Kollektivgrof3en. In der Studie
von Rucker et al. wurden im Vergleich zur vorliegenden Arbeit weniger
stringente Filterkriterien angewendet (CNVs mussten mindestens 10 SNPs
betreffen und 100 kb lang sein, eine Filterung nach IBF/CV fand nicht statt;
Rucker et al.,, 2011). Diese weicheren Auswabhlkriterien fUhrten dazu, dass
CNVs bei der burden Analyse bericksichtigt wurden, welche in der
vorliegenden Arbeit ausgeschlossen worden waren. Weiterhin hatte die von
Rucker et al. beobachtete Assoziation eine geringe Effektstarke (OR: 1,25).
Wahrscheinlich hatte das in dieser Arbeit verwendete Kollektiv aufgrund seiner
begrenzten Grol3e zu wenig statistische Aussagekraft, um ahnliche Effekte zu

identifizieren.

Weitere Untersuchungen in grof3eren, unabhangigen Kollektiven sind
notwendig, um die genomweite Beteiligung von CNVs bei der Entstehung der

Majoren Depression néher einschatzen zu kénnen.
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5.3.2 Assoziation spezifischer Regionen

Spezifische Deletionen in 7p21.3 (OR: 4,72), Duplikationen in 15926.3 (OR:
4,72), CNVs in 16p11.2 (OR: = 8,48) und Deletionen in 18p11.32 (OR: 2,84)
waren mit der Erkrankung Majore Depression signifikant assoziiert.

Die CNVs in den assoziierten Regionen 7p21.3, 15026.3 und 18p11.32
Uberspannten  jeweils keine  Gene. Weiterhin  erbrachte eine
Datenbankrecherche keine Hinweise darauf, dass haufige genetische
Varianten (SNPs) in diesen Regionen mit neuropsychiatrischen Phanotypen
assoziiert waren. Somit bleibt der potentielle Wirkmechanismus dieser CNVs
derzeit unklar. Denkbar ware, dass die Deletionen und Duplikationen einen
regulatorischen Effekt auf Gene auf3erhalb der CNVs haben. Weitere Studien
sind no6tig, um die Assoziation von CNVs in diesen drei genomischen Regionen

genauer einordnen zu kénnen.

Einer Interpretation besser zuganglich sind hingegen die
Deletion/Duplikationen in 16p11.2, da sie (i) > 25 Gene uberspannen und (ii)
CNVs in dieser spezifischen Region mit den neuropsychiatrischen Phanotypen
Autismus (Kumar et al., 2008; Weiss et al.,, 2008), Intelligenzminderung
(McCarthy et al., 2009; Bijlsma et al., 2009), Schizophrenie (McCarthy et al.,
2009; Levinson et al., 2011; Vacic et al., 2011) und Bipolare Storung (McCarthy
et al., 2009; Grozeva et al., 2010) assoziiert waren. Ebenfalls ist bekannt, dass
Deletionen in 16p11.2 mit einer Makrocephalie und Adipositas (Bochukova et
al., 2010; Jacquemont et al., 2011; Shinawi et al., 2010; Walters et al. 2010)
wahrend Duplikationen derselben Region mit einer Mikrocephalie und
Untergewicht (Jacquemont et al., 2011; Shinawi et al., 2010) assoziiert sind.

Im Einklang mit der bisher publizierten Literatur hat die in unserer Stichprobe
identifizierte Deletionstragerin in 16pl11.2 einen massiv erhdhten body mass
index. Ebenfalls zeigen alle CNV-Trager dieser Arbeit ein gewisses Mald an
pre-morbiden kognitiven Defiziten. Angaben zum Kopfumfang lagen uns nicht

vor, so dass bezuglich dieses Merkmals keine Aussagen maoglich sind.

Welches bzw. welche der mehr als 20 Gene in der Region 16p11.2 ursachlich
fur die beobachteten Phanotypen sind, ist bisher nicht vollstandig aufgeklart. In

einer ersten funktionellen Studie zu CNVs in 16p11.2, konnten Golzio et al. in
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Zebrafischen zeigen, dass die Uberexpression des Gens potassium channel
tetramerisation domain containing 13 (KCTD13) den Kopfumfang der Tiere
signifikant verringerte wahrend eine Inhibition desselben Gens zu einer
signifikanten Zunahme des Kopfumfanges fiihrte (Golzio et al., 2012). Da der
Kopfumfang einen Rickschluss auf das Hirnvolumen ermdglicht, legt diese
Studie nahe, dass KCTD13 an der Entwicklung der assoziierten

neuropsychiatrischen Phéanotypen beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine signifikante Assoziation
von CNVs in der chromosomalen Subregion 16p11.2 mit Majorer Depression
berichtet. Dieses Ergebnis erweitert das Spektrum der Erkrankungen, bei

denen CNVs in der Region 16p11.2 ein genetischer Risikofaktor sind.

Bislang waren nur zwei Studien publiziert, welche das genomweite Auftreten
von spezifischen CNVs bei Patienten mit Majorer Depression untersuchten
(Glessner et al., 2010; Rucker et al., 2011). In keiner dieser Studien wurde eine
signifikante Assoziation von CNVs in 7p21.3, 15926.3, 16p11.2 oder 18p11.32
berichtet. Moglicherweise wurde aber eine Assoziation der Regionen in diesen
Studien Ubersehen, was unter anderem in den spezifischen Analysestrategien

begrindet liegen kdnnte:

Die Studie von Glessner et al. beschrankte sich auf die Analyse von CNVs, die
ausschliel3lich im Patientenkollektiv identifiziert wurden (Glessner et al., 2010).
In drei der vier (7p21.3, 15926.3 und 18p11.32) in dieser Arbeit assoziierten
Regionen trugen auch Kontrollen einen CNV und wéaren somit in der Studie von
Glessner et al. ausgeschlossen worden. Im Kontrollkollektiv der vorliegenden
Arbeit erflllte kein CNV in der Region 16pl11.2 die Filterkriterien. Allerdings
wurde ein kleiner CNV mit 14 SNPs detektiert. Dieser CNV héatte die von
Glessner et al. angewendeten Filterkriterien (mindestens 10 SNPs und eine
Lange von mindestens 100 kb) erfillt und die Region ware wiederum

ausgeschlossen worden.

In der Studie von Rucker et al. wurde nur die Frequenz von CNVs in sieben mit
Schizophrenie assoziierten Regionen analysiert (Rucker et al., 2011). Ein
Vergleich der Frequenz von CNVs in den Regionen auf 7p21.3, 15¢926.3 und

18p11.32 war also nicht moglich. In 16pl11.2 identifizierten Rucker et al. zwei
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Deletionen und drei Duplikationen bei 2.723 Patienten (0,18 %) sowie drei
Deletionen und eine Duplikation bei 4.828 populationsbasierten Kontrollen
(0,08 %). Diese CNVs hatten &hnliche Bruchpunkte wie die CNVs der
vorliegenden Arbeit. Die Uberreprasentation von CNVs in 16pl1.2 bei
Patienten mit Majorer Depression unterschritt zwar nicht die Signifikanzgrenze,
was vermutlich in der begrenzten statistischen Aussagekraft der Stichprobe
begrindet liegt; in Zusammenschau mit den Vorbefunden in dieser
chromosomalen Region liefern unsere Ergebnisse aber weitere Evidenz fir
eine Beteiligung von CNVs in 16p11.2 bei der Pathogenese der Majoren

Depression.

5.4 Schizophrenie

Nach Anwendung aller Filterkriterien verblieben 1.637 Patienten und 1.627
Kontrollen im Datensatz. In diesem Kollektiv wurden die drei in Kap. 5.2
genannten Analysen durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden bereits vertffentlicht

(Priebe et al., 2013). Keine dieser statistischen Tests war signifikant.

Allerdings war die Frequenz von CNVs in sieben der elf mittlerweile bekannten
risikoassoziierten Regionen — analog zur publizierten Literatur — bei den
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen erhoht: 1g21.1, 2p15.3/NRXN1,
7036.3, 16p13.11, 16pll.2, 17912 und 229l11.21. Wenn eine statistische
Signifikanz auch nicht erreicht wird, so liefert die Uberreprasentation dieser
CNVs in unseren Patienten gegenuber Kontrollen dennoch unterstitzende
Hinweise auf einen Einfluss auf die Schizophrenie. Dass keine der
vorbeschriebenen Regionen im vorliegenden Datensatz signifikant assoziiert
war, ist wahrscheinlich in der zu geringen Teststarke der vorliegenden Arbeit
begrindet. Eine Abschétzung der statistischen Aussagekraft einer Stichprobe
ware allerdings a priori schwierig und mit grof3en Unsicherheiten behaftet
gewesen, da die Frequenzschatzungen aus den urspriinglichen Publikationen
wegen ihrer begrenzten Stichprobengrof3en ungenau (moglicherweise
unterschatzt) sind. Zudem ist nicht auszuschlielen, dass es
Populationsunterschiede in den CNV-Frequenzen gibt und dass auch
Unterschiede in der Erhebung bzw. Diagnosestellung einen Einfluss auf die

beobachteten CNV-Frequenzen haben konnten. Letztlich sind Daten aus
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maoglichst vielen Patienten- und Kontrollstichproben nétig, um zu genaueren
Frequenzschatzungen zu bekommen. Sullivan et al. zeigte in einem neueren
Ubersichtsartikel Uber die aktuelle Literatur, dass die bisher bekannten
Schizophrenie-assoziierten CNVs zusammen genommen bei Patienten mit
einer Frequenz von maximal 0,3% auftreten (Sullivan et al., 2012), wahrend sie

in Kontrollen lediglich mit 0,04% beobachtet wurden.

Es ist wichtig, dass die Datenbasis noch grofl3er wird. Daher wurden die Daten
der vorliegenden Arbeit bereits publiziert und somit anderen Arbeitsgruppen zur
Verfigung gestellt (Priebe et al., 2013). Aul3erdem sind die Daten Teil der
weltweit grofiten CNV Untersuchungen innerhalb des Psychiatric Genomics
Consortium (PGC; Sullivan, 2010). Das PGC st die bislang grof3te
internationale Kollaboration im Feld der neuropsychiatrischen Genetik.

5.5 Schlussfolgerungen

In der bislang verdffentlichten Literatur wurde von mehreren unabhéngigen
Arbeitsgruppen zum einen eine genomweite Haufung von CNVs (besonders
Mikrodeletionen) sowie auch eine hochsignifikante Assoziation mehrerer
spezifischer CNVs mit der Schizophrenie berichtet (Sullivan et al., 2012;
Rucker und McGuffin, 2012). Auch die Befunde in unserer Stichprobe sind
unterstitzend, obwohl die implizierten Regionen aufgrund der begrenzten
Stichprobengrdéf3e nicht signifikant wurden. Die Konsistenz der Befunde Uber
insgesamt viele tausend Patienten und Kontrollen in verschiedenen Studien

lassen sie als gesichert erscheinen.

Uber die Beteiligung von CNVs bei der Bipolaren Stérung (Sullivan et al., 2012;
Rucker und McGuffin, 2012) und Majoren Depression (Rucker und McGuffin,
2012) ist man sich hingegen bisher nicht exakt im Klaren. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit ergeben allerdings Hinweise auf eine Beteiligung von
CNVs bei der Entstehung sowohl der Bipolaren Stdrung als auch der Majoren

Depression.

In den untersuchten Stichproben zeigte sich bei der Bipolaren Stdrung eine
signifikante Beteiligung sowohl von spezifischen CNVs, wie auch im
genomweiten burden (siehe Kap. 5.2). Die Befunde sind aber im Vergleich mit

anderen Studien nicht einheitlich. So gibt es Studien, die keine Beteiligung
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feststellten (Grozeva et al., 2010; McQuillin et al., 2011), wie auch solche, in
denen es Hinweise auf eine Beteiligung gab (Zhang et al., 2009; Malhotra et
al., 2011, Bergen et al., 2012). Tatsachlich muss also die Rolle von CNVs bei
der Bipolaren Stoérung in grof3en, unabh&ngigen Kollektiven geklart werde.
Nicht zuletzt vor dem Hintergrund der Ergebnisse dieser Arbeit sollte bei
solchen Studien Information Uber das Ersterkrankungsalter einbezogen
werden, da Patienten mit frihem und spéatem Erkrankungsalter mdglicherweise

unterschiedliche Atiologien haben.

Fur die Majore Depresion gab es bislang nur eine Studie, die CNVs auf
genomweiter Ebene untersucht habn (Rucker et al., 2011). Sowohl die
Ergebniss der vorliegenden Arbeit (siehe Kap. 5.3), wie auch die von Rucker et
al. deuten auf eine Beteiligung von CNVs bei der Entstehung der Erkrankung
hin. Allerdings sind auch hier weitere Untersuchungen in grol3en,
unabhéangigen Stichproben nétig um die Rolle von CNVs bei der Majoren

Depression zu klaren.

Die zuvor erwahnten groReren, unabhéngigen Stichproben kénnen
wahrscheinlich nur durch internationale Kollaborationen zusammengetragen
werden. Zu schwierig ist es fur einen einzelnen klinischen Standort, grof3e
Zahlen von Patienten und Kontrollpersonen in einem tberschaubaren Zeitraum
fur Studien zu rekrutieren. Aus diesem Grund gibt es mittlerweile das
Psychiatric Genomics Consortium (PGC; Sullivan, 2010). In diesem
Zusammenschluss internationaler Forschungsgruppen werden mehrere
zehntausend Patienten mit neuropsychiatrischen Erkrankungen analysiert.
Unter anderem sind auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Stichproben Teil des PGCs. Eine weitere Einschrdnkung der bislang
veroffentlichten Studien war auch die Verwendung einer Chip-basierten
Detektion von CNVs. Dadurch kénnen sehr kleine CNVs nicht mit
ausreichender Verlasslichkeit detektiert werden. Aussagen zur genomweiten
Beteiligung solcher kleiner CNVs bei der Entstehung der Erkrankungen
konnten daher bislang nicht gemacht werden. Durch die Weiterentwicklung der
Sequenziermethoden der zweiten Generation wird die Analyse dieser CNVs

jedoch bald ebenfalls méglich sein.
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6 Zusammenfassung

Die neuropsychiatrischen Erkrankungen Bipolare Stérung, Majore Depression
und Schizophrenie gehéren zu den genetisch komplexen Erkrankungen. Zu
Beginn dieser Arbeit gab es Uberraschende Befunde, dass spezifische, seltene
Kopienzahlvarianten (CNVs) hoherpenetrante  Risikofaktoren fur die
Schizophrenie sind (u.a. Karayiorgou et al., 1995; Stefansson et al., 2008). Die
Relevanz von CNVs fir die Entstehung der Bipolaren Stérung und Majoren
Depression war hingegen noch kaum bzw. gar nicht untersucht (Zhang et al.,
2009).

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Beteiligung von CNVs bei der Entwicklung
der Bipolaren Stérung und Majoren Depression erstmalig zu untersuchen und
auch weitere genetische Evidenz fur die Relevanz von CNVs bei der

Schizophrenie zu identifizieren.

Die Identifizierung von CNVs aus SNP-Array-Daten ist technisch anspruchsvoll
und war zu Beginn der Arbeit noch kaum standardisiert. In einem ersten Schritt
wurde daher eine valide und replizierbare Auswertestrategie zur genomweiten
in silico Detektion von CNVs etabliert. In einem zweiten Schritt wurde diese auf
drei Kollektive angewendet: (i) 882 Patienten mit Bipolarer Stérung und 872
Kontrollen, (i) 575 Patienten mit einer Majoren Depression und 1.618
Kontrollen und (iii) 1.637 Patienten mit einer Schizophrenie und 1.627
Kontrollen.

Die Analyse der Kohorte mit Bipolarer Stérung wies darauf hin, dass CNVs -
insbesondere in der Subgruppe der Patienten mit frihem Erkrankungsalter -
zur genetischen Architektur der Erkrankung beitragen: unter anderem waren
spezifische Duplikationen in 6927 (P-Wert: 0,004) und die Frequenz aller
genomweit identifizierten Duplikationen (P-Wert: 0,008) ausschlief3lich in dieser
Subgruppe mit der Erkrankung assoziiert. Weiterhin waren spezifische
Duplikationen in 10gl11.22 (P-Wert: 0,035) signifikant haufiger im
Patientenkollektiv nachweisbar.

Bei den Patienten mit Majorer Depression waren CNVs in vier spezifischen
Regionen mit der Erkrankung assoziiert: (i) Deletionen in 7p21.3 (P-Wert:
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0,033), (ii) Duplikationen in 15026.3 (P-Wert: 0,033), (iii) Deletionen und
Duplikationen in 16p11.2 (P-Wert: < 0,018) und (iv) Deletionen in 18p11.32 (P-
Wert: 0,03).

Im Schizophrenie-Kollektiv wurde eine H&ufung von Duplikationen und
Deletionen in den mittlerweile elf bekannten Risiko-assoziierten
chromosomalen Regionen identifiziert. Keine dieser Regionen war in diesem
Datensatz statistisch signifikant assoziiert, wahrscheinlich aufgrund einer fir
die geringe Frequenz dieser CNVs zu geringen Teststarke des Kollektives. Der
vorliegende Datensatz liefert jedoch weitere, unabhéngige Evidenz fir die

Relevanz der elf Risiko-assoziierten Regionen.

In den drei in dieser Arbeit untersuchten Kollektiven zeigten sich Hinweise fir
eine Beteiligung von CNVs bei der Entstehung der jeweiligen
neuropsychiatrischen Erkrankung. Die Frequenz dieser CNVs war zum Tell
sehr gering und die statistische Aussagekraft der untersuchten Stichproben
daher begrenzt. Diese missen in deutlich gréeren Kollektiven uberprift
werden. Zudem waren die hier untersuchten CNVs, technisch bedingt relativ
grof3, durch nun verfligbare Methoden ist auch die Untersuchung deutlich
kleinerer CNVs mdglich, welche ebenfalls eine Rolle in der

Krankheitsentstehung haben kdnnten.
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7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung von CNVs bei der Bipolaren
Stérung, der Majoren Depression und der Schizophrenie untersucht. Unter
anderem wurden spezifische Regionen identifiziert, in denen CNVs mit der
Bipolaren Stérung beziehungsweise der Majoren Depression assoziiert waren.
Bei der Schizophrenie zeigte sich eine Uberreprasentation von CNVs in
Regionen, die bereits mit neuropsychiatrischen Erkrankungen assoziiert

gefunden worden waren.

Um diese Ergebnisse zu bestéatigen, ist eine Replikation in unabh&ngigen
Kollektiven notig. Diese Replikation kénnte beispielsweise im Kollektiv des
Psychiatric Genomics Consortium (PGC; Sullivan, 2010) erfolgen. Beim PGC
handelt es sich um eine internationale Kollaboration, bei der genetische Daten
von mehreren zehntausend Patienten mit neuropsychiatrischen Erkrankungen
zusammengefasst werden. Ein Teil der vom PGC durchgefihrten
Untersuchungen ist die genomweite Identifikation von CNVs. Die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Kollektive sind Teil des PGCs, eine
Replikation in den Ubrigen Kollektiven wére jedoch mdglich. Damit wirde die
Replikation in den derzeit gré3ten verflUgbaren Datensatzen flr

neuropsychiatrische Erkrankungen erfolgen.

Bislang wurden fur die Identifizierung von CNVs meist Chip-basierte Methoden
verwendet. Allerdings sind mit diesen Methoden sehr kleine CNVs nur schwer
detektierbar. Daher konnten in bisherigen Studien keinerlei Aussagen zur
genomweiten Beteiligung solcher kleinen CNVs bei der Entstehung der
Erkrankungen gemacht werden. Ein weiteres Manko der genomweiten CNV
Untersuchungen mit Hilfe von Chip-basierten Methoden war die
Bruchpunktbestimmung der CNVs. Momentan ist die exakte Bestimmung der
Bruchpunkte noch schwierig. Allerdings wird diese durch die Weiterentwicklung
der Sequenziermethoden der zweiten Generation und durch neue Methoden
bald moglich sein.

AuBerdem muss die Wirkungsweise eines CNVs bei einer Erkrankung geklart

werden. Durch Expressionsuntersuchungen kann geklart werden ob und in
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welchem Malfie ein CNV die Expression eines oder mehrerer Gene verandert.
Diese Gene waren dann mogliche Kandidatengene fur weitere Kklinische

Untersuchungen.

Neben Expressionsuntersuchungen bieten Studien an Tiermodellen eine
weitere Mdglichkeit den Effekt einzelner CNVs auf den Phanotypen zu
untersuchen. Dieser Ansatz wurde bereits erfolgreich angewendet um die Rolle
von CNVs in der chromosomalen Region 16pll.2 genauer zu verstehen
(Golzio et al., 2012).

Die Identifikation von Regionen, in denen CNVs spezifisch mit einer
Erkrankung assoziiert sind und die Aufklarung der zugrunde liegenden
Mechanismen bietet auch Potential fur eine Anwendung in der Klinik und damit
auch einen Nutzen fir die Patienten. Durch die Identifikation der CNVs
beziehungsweise der Gene, die der Assoziation zu Grunde liegen, kénnten
neue Therapiemdglichkeiten gefunden werden. So konnten zum Beispiel
bereits die Wutausbriiche eines Patient mit einer Deletion in der
chromosomalen Region 15g13.3 erfolgreich durch die Gabe des Medikaments
Galantamin, dass die Reduzierung eines Neurotransmitters durch die Deletion
kompensierte, behandelt werden (Cubells et al., 2011). Weitere potentielle
Ziele von Medikamenten fiur die Behandlung von neuropsychiatrischen
Erkrankungen konnten durch CNV Studien identifiziert werden. Zum Beispiel
kodiert das Gen VIPR2 fir einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, dessen
Uberexpression einen direkten Einfluss auf die Pathophysiologie der

Schizophrenie haben kdnnte.

Ein weiterer Aspekt, der weiterer Studien bedarf ist die Assoziation spezifischer
CNVs mit unterschiedlichen Erkrankungen. So sind zum Beispiel CNVs in der
chromosomalen Region 16pl11.2 unter anderem mit Autismus (u.a. Weiss et
al., 2008), Bipolarer Stérung (u.a. McCarthy et. al., 2009), Majorer Depression
(Degenhardt und Priebe et al., 2012), Intelligenzminderung (Bijlsma et al.,
2009) oder Schizophrenie (u.a. McCarthy et. al., 2009) assoziiert gefunden
worden. Zu klaren ware jetzt ob diese Erkrankungen einen zugrunde liegenden
intermediaren Phanotypen teilen oder ob vielleicht pleiotrope Effekte im
Zusammenspiel mit anderen krankheitspezifischen Faktoren zur Ausbildung

der jeweiligen Erkrankung fuhren. Eine weitere Erklarung ware, dass die
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diagnostische Abgrenzung der neuropsychiatrischen Erkrankungen nicht immer
klar ist. Dies wurde auch in der aktuellen Auflage des Diagnostic and Statistical

Manual of Mental Disorders vom Mai 2013 berticksichtigt.

Das genaue Verstandnis der Wirkmechanismen von CNVs in den einzelnen
Erkrankungen kénnte schlie3lich dazu fuhren, dass CNVs Teil der Diagnostik
von neuropsychiatrischen Erkrankung werden. Sobald genigend haufige und
seltene Risikofaktoren identifiziert wurden, die zusammen einen substantiellen
Teil der Heritabilitat erklaren, kénnen diese analysiert werden, um eine
Diagnose zu beschleunigen. Fur die Patienten wirde diese schnellere

Diagnose auch einen friihzeitigen Beginn einer moglichen Therapie bedeuten.
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8.1 Abbildungen

Abb.1.1: Schematische Darstellung von CNVs. In der Referenzsequenz liegt
ein  DNA-Segment (grine Kasten) in zwei Kopien vor (1). Bei einer
homozygoten Deletion (2) fehlen beide, bei einer heterozygoten Deletion (3)
fehlt eine Kopie des betroffenen DNA-Segments (In diesen Beispielen Segment
B). Bei Amplifikationen in die Kopienzahl des DNA-Segments erhoht, z.B.
liegen drei Kopien vor (4). 3

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der nonallelic homologous
recombination. Zwischen DNA-Segmenten mit hoher Homologie, den
segmentalen Duplikationen (SD) kann es zu einer Rekombination kommen.
Sind diese segmentalen Duplikationen in die gleiche Richtung ausgerichtet,
entsteht eine Deletion und eine Duplikation. Die DNA-Abschnitte sind mit A, B
und C bezeichnet. Hier ist der Abschnitt B von NAHR betroffen. Die homologen
Chromosome sind grin bzw. rot markiert. (modifiziert nach Malhotra und
Sebat, 2012). 7

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des nonhomologous DNA end
joinings. Bei der Reparatur von Doppelstrangbrichen durch NHEJ kann es zu
Fehlern mit verschiedenen Resultaten kommen: A: korrekte Reparatur; B:
Deletion durch Rekombination zwischen Mikrohomologien (MH). Farbige
vertikale Striche reprasentieren Basenpaare (modifiziert nach Malhotra und
Sebat, 2012). 8

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Fork Stalling and Template
Switching. StoRt die Replikationsgabel auf einen Einzelstrangbruch (blauer
Stern) dann kommt es zu einem Stopp der Replikation. Die aktive
Replikationsgabel kann durch Anlagern an Mikrohomologien (MH) an anderer
Stelle die Replikation fortsetzen. Die DNA-Abschnitte zwischen den
Mikrohomologien sind mit A, B, C und D gekennzeichnet. Je nach Lokalisation
der Mikrohomologien entsteht eine Duplikation oder Deletion (modifiziert nach
Malhotra und Sebat, 2012). 9

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Funktion eines
Retrotransposons. Ein aktives Retrotransposon wird zun&chst translatiert und
transkribiert. An einer geeigneten Zielsequenz wird die, durch reverse
Transkription entstandene Retrotransposon-DNA eingefiigt. Die daflr nétigen
Enzyme (eine reverse Transkriptase und eine Endonuklease) sind auf dem
Retrotransposon selbst kodiert. Das urspriingliche Retrotransposon verbleibt
unverandert in der DNA, durch die Retrotransposition wird seine Kopienzabhl
erhoht (modifiziert nach Malhotra und Sebat, 2012). 10
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Abb. 1.6: Mogliche Auswirkungen von CNVs auf die Genexpression 1) Ist
ein komplettes Gen (Oranges/braunes Rechteck) von einem CNV (grine,
gestrichelte Linie) Gberspannt, ist die Zahl der funktionellen Genkopien erhoht
(bei einer Duplikation) oder verringert (bei einer Deletion). 2) Ist ein Gen nur
teilweise betroffen, verringert sich die Zahl der aktiven Genkopien. 3) Liegen
die Bruchpunkte eines CNVs in zwei Genen kann ein Fusionsgen entstehen. 4)
Wenn ein regulatorisches Element (braun-weil3es Rechteck) von einem CNV
Uberspannt wird, kann dies einen Einfluss auf die Expression eines oder
mehrerer Gene haben. 5) Eine Deletion kann dazu fihren, dass eine rezessive
Mutation oder ein funktioneller Polymorphismus demaskiert wird, wenn das
kompensierende Allel deletiert wird. Abbildung modifiziert nach: Lupski und
Stankiewicz, 2005. 12

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Infinium Assays. a: Die
amplifizierte und fragmentierte DNA bindet an mit spezifischen Sonden
gekoppelte beads (hier dargestellt durch rote, grine und orangene
Halbkugeln). AnschlieRend erfolgt eine immunhistochemische
Sandwichfarbung. b: Beim Infinium | Design werden SNPs mit zwei
verschiedenen Sonden detektiert. Jede der Sonden bindet spezifisch an eines
der beiden Allele des SNPs. Nur bei perfektem Ubereinstimmen der Sonde mit
der Zielsequenz wird eine Fluoreszenz gemessen. c: Fur einen Grol3teil der
untersuchten SNPs ist nur ein Sondentyp notig. Bei diesem Infinium Il Design
kénnen zwei unterschiedliche Farbstoffe durch eine Einzebasenverlangerung
an die Sonde binden (Abbildung entnommen aus: Steemers und Gunderson,
2007). 25

Abb. 3.2: Schematischer Ablauf der MLPA. Die MLPA erfolgte in funf
Schritten: 1) Die DNA wurde zunachst denaturiert; 2) an die einzelstrangige
DNA der Zielregion (rote Balken) hybridisierten die beiden Teile der Sonde mit
gleichbleibenden (hellblaue Balken), sequenzspezifischen (grine Balken) und
sondenspezifischen (dunkelblaue Balken) Abschnitten; 3) die beiden Teile der
Sonde wurden durch ein Ligase verbunden; 4) alle verwendeten Sonden
wurden durch eine PCR amplifiziert; 5) die PCR-Produkte wurden durch
Kapillarelektophorese aufgetrennt (nicht dargestellt, Abbildung modifiziert nach

Schouten et al., 2002). 29
Abb. 3.3: Schematischer Ablauf der gRT-PCR mit TagMan-Sonde. FRET —
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer, R — Reporter, Q — Quencher
(modifiziert nach http://www.appliedbiosystems.com) 31

Abb. 3.4: Beispiel fur eine Deletion in GenomeStudio. Jeder blaue und rote
Punkt reprasentiert einen SNP. Das Log R Ratio (A) und die B Allele
Frequency (B) aller SNPs auf Chromosom 7 einer Person sind auf der Ordinate
aufgetragen. Auf der Abszisse ist die chromosomale Position der Marker
aufgetragen. Man erkennt deutlich ein LRR kleiner als 0 und zwei BAF-Cluster
bei 0 und 1 fur die roten SNPs bei circa 145 Mb. An dieser Stelle liegt eine
heterozygote Deletion vor. 39
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Abb. 3.5: Beispiel fur eine Duplikation in GenomeStudio. Jeder blaue und
rote Punkt reprasentiert einen SNP. Das Log R Ratio (A) und die B Allele
Frequency (B) aller SNPs auf Chromosom 2 einer Person sind auf der Ordinate
aufgetragen. Auf der Abszisse ist die chromosomale Position der Marker
aufgetragen. Man erkennt deutlich ein LRR grof3er als O und vier BAF-Cluster
bei circa 0, 0,33, 0,66 und 1 fur die roten SNPs bei circa 125 Mb. An dieser
Stelle liegt eine Duplikation vor. 39

Abb. 3.6: Schematische Darstellung einer einfachen Markovkette. Die
verborgenen Zustdnde des Markov Models (X1, X2) kénnen nicht direkt
erkannt werden, man beobachtet anstatt dessen die Ausgabe (Y1, Y2), die mit
einer Emissionswahrscheinlichkeit (B1, B2) entsteht. Jeder Zustand X hat eine
Ubergangswahrscheinlichkeit (A12, A21) in einen anderen Zustand zu
wechseln. Modifiziert nach Rabiner, 1989. 41

Abb. 3.7: Schematische Abbildung der moglichen Uberlappung von CNVs. 46
Abb. 3.8: Klassen der CNVs, in denen die Analysen durchgefihrt wurden. 57

Abb. 4.1: CNVs in der chromosomalen Bande 6q27. Bei 872 untersuchten
Kontrollen (dunkel grine Balken) wurden 22 Duplikationen mit sechs
unterschiedlichen Bruchpunkten detektiert. In 291 Patienten mit frihem
Erkrankungsalter (hell grine Balken) wurden 17 Duplikationen detektiert. Die
assoziierte Region (schwarzer Balken) Uberspannte etwa 248 kb. Fur die
Verifikation der CNVs wurden drei TagMan-Sonden (blaue vertikale Striche)
verwendet. Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend
auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert nach Priebe et al., 2012. 62

Abb. 4.2: CNVs in der chromosomalen Bande 10ql11.22. Bei 872
untersuchten Kontrollen (dunkel grine Balken) wurden 32 Duplikationen
detektiert. In 882 Patienten wurden 53 Duplikationen detektiert, davon 28 in
Patienten mit fruihem Erkrankungsalter (hell grine Balken). Alle detektierten
Duplikationen hatten die gleichen Bruchpunkte. Die assoziierte Region
(schwarzer Balken) Uberspannte etwa 160 kb. Fir die Verifikation der CNVs
wurden drei TagMan-Sonden (blaue vertikale Striche) verwendet. Die
Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend auf dem NCBI
build 36 erstellt. Modifiziert nach Priebe et al., 2012. 63

Abb. 4.3: CNVs in der chromosomalen Bande 7p21.3. Drei von 1.618
untersuchten Kontrollen (dunkel rote Balken) hatten eine Deletion in der
Region. Bei funf von 575 Patienten wurde eine Deletion detektiert (hell rote
Balken). Die assoziierte Region (schwarzer Balken) Gberspannte etwa 95 kb.
Fir die Verifikation der CNVs wurden drei SYBR-Green Primer (blaue vertikale
Striche) verwendet. Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser
basierend auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und
Priebe et al., 2012. 66
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Abb. 4.4: CNVs in der chromosomalen Bande 15q26.3. Drei von 1.618
untersuchten Kontrollen (dunkel griine Balken) hatten eine Duplikation in der
Region. Bei funf von 575 Patienten wurde eine Duplikation detektiert (hell
grine Balken). Alle Duplikationen hatten unterschiedliche Bruchpunkte. Die
assoziierte Region (schwarzer Balken) Uberspannte etwa 13 kb. Fur die
Verifikation der CNVs wurden drei SYBR-Green Primer (blaue vertikale Striche)
verwendet. Die Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend
auf dem NCBI build 36 erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et al.,
2012. 67

Abb. 4.5: CNVs in der chromosomalen Bande 16p11.2. In keiner der 1.618
untersuchten Kontrollen wurde ein CNV in der Region detektiert. Bei zwei von
575 Patienten wurde eine Duplikation detektiert (griine Balken) und bei einem
Patienten eine Deletion (roter Balken). Alle Duplikationen hatten die gleichen
Bruchpunkte, die Deletion hatte einen abweichenden 3’ Bruchpunkt. Die
assoziierte Region (schwarzer Balken) Uberspannte etwa 530 kb. Fur die
Verifikation der CNVs wurden das MLPA Kit P297verwendet, dieses hat funf
Sonden in der assoziierten Region (blaue vertikale Striche). Die Abbildung
wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend auf dem NCBI build 36
erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et al., 2012. 68

Abb. 4.6: CNVs in der chromosomalen Bande 18p11.32. Bei neun der 1.618
untersuchten Kontrollen (dunkel rote Balken) und bei neun von 575 Patienten
wurde eine Deletion detektiert (hell rote Balken). Die Deletionen bei Patienten
zeigten teilweise unterschiedliche Bruchpunkte. Die assoziierte Region
(schwarzer Balken) Uberspannte etwa 121 kb. Fur die Verifikation der CNVs
wurden drei SYBR-Green Primer verwendet (blaue vertikale Striche). Die
Abbildung wurde mit dem UCSC Genome Browser basierend auf dem NCBI

build 36 erstellt. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et al., 2012. 69
8.2 Tabellen
Tab. 3.1: Charakeristika der verwendeten BeadArrays. 26

Tab. 3.2: Die verborgenen Zustande der Markovketten von QuantiSNP und
PennCNV und die ensprechende Kopienzahl (nach Colella et al., 2007). 41

Tab. 3.3: Ubersicht tiber die untersuchten Kollektive. Die angegebene Anzahl
der Personen ist vor Anwendung von Filterkriterien. Abkirzungen: HH550 -
HumanHap550v3, H610Q - Human610-Quadvl, H660W - Human660W-

Quadvl 55
Tab. 3.4: Ubersicht bekannter Kandidatenregionen. Position in Mb nach NCBI
build 36 58

Tab. 4.1: Ubersicht detektierter CNVs und Anteil der CNVs, die in beiden
Replikaten detektiert wurden, bei unterschiedlichen Filterkombinationen. IBF —
log Bayes Factor, CV — confidence value 59

Tab. 4.2: Ubersicht der burden Tests bei Bipolarer Stérung. Es werden nur
die P-Werte kleiner als 0,1 dargestellt, die Gesamtergebnisse befinden sich im
Anhang. Die fett markierten P-Werte werden im Text genauer beschrieben. *
Dieser P-Wert blieb nach Korrektur fur multiples Testen signifikant (korrigierter
P-Wert: 0,0288). Modifiziert nach Priebe et al., 2012. 61
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Tab. 4.3: CNVs in Regionen mit Vorbefunden bei neuropsychiatrischen
Erkrankungen bei der Bipolaren Stérung. CNVs im untersuchten Kollektiv
fur Bipolare Storung die mit vorbeschriebenen Regionen uberlappten. P — P-
Wert; OR - odds ratio, OR-KI — 95%-Konfidenzinterval des ORs; dup —
Duplikationen; del — Deletionen; * Positionsangaben entsprechend NCBI build
36; ** Wegen fehlendem Ereignis in Patienten kann weder das OR noch das
Konfidenzinterval geschétzt werden. Modifiziert nach Priebe et al., 2012. 64

Tab. 4.4: CNVs in Regionen mit Vorbefunden bei neuropsychiatrischen
Erkrankungen bei der Majoren Depression. CNVs im Datensatz fiur Majore
Depression die mit vorbeschriebenen Regionen Uberlappten. Die Ergebnisse in
der Region 16p11.2 (P-Wert fett) sind im Text genauer beschrieben. P — P-
Wert; OR — odds ratio, OR-KI — 95%-Konfidenzinterval des OR; dup —
Duplikationen; del — Deletionen; * Positionsangaben entsprechend NCBI build
36; ** Wegen fehlendem Ereignis in Patienten kann weder das OR noch das
OR-KI geschéatzt werden; *** Wegen fehlendem Ereignis in Kontrollen, kann
das OR-KI nicht geschatzt werden. Modifiziert nach Degenhardt und Priebe et
al., 2012. 71

Tab. 4.5: CNVs in Regionen mit Vorbefunden bei neuropsychiatrischen
Erkrankungen bei der Schizophrenie. CNVs im Datensatz fiir Schizophrenie
die mit vorbeschriebenen Regionen Uberlappten. P — P-Wert; OR — odds ratio,
OR-KI — 95%-Konfidenzinterval des ORs; dup - Duplikationen; del -
Deletionen; * Positionsangaben in Mb entsprechend NCBI build 36; ** Wegen
fehlendem Ereignis in Kontrollen, konnte das OR-KI nicht geschétzt werden.

74
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11.1 Perl-Skripte

11.1.1 Formatierung des Finalreports und Erstellung einer
Stapelverarbeitungsdatei

print STDERR "Skript $0 $ARGV[0]\n";

print STDERR "Stefan Herms, 2008-02-25-17130\n";

print STDERR "editiert von L.Priebe, 15.09.2010 06.09.2012\n";
print STDERR "\n";

print STDERR "\n";

$infile = $ARGVI0];

$outputpath =™";  #Pfad der Output-Dateien

$inputpath =""; #Pfad der Input-Dateien

$gcdir =" #Pfad der GC-Data

$quasnp =", #Pfad in dem QuantiSNP installiert ist.
$lsetting = 2000000;

$emiters = 25;

$id = int(rand(1)*10000);
open(REIN,"gender.dat");
$ =<REIN>;
$gendercount = 0;
while(<REIN>) {
chomp();
@we = split(/\t/);
$gender{$Swe[1]} = $we[2]; #Spalte anpassen (perl f%ongt bei 0 an zu
Z%ohlen)
$gendercount++;

}
close(REIN);
print STDERR "Es wurden $gendercount Geschlechtsinformationen
eingelesen\n";
open(REIN,$infile);
open(CMD,">quasnp".$id.".bat");
for ($t = 0; $t <10; $t++) {$_ = <REIN>;} #Auskommentieren falls SNP-Subset
chomp();
@header = split(/\t/);
# SNPID SAMPLE CHR POS logR b-allele
$outfile = ">test";
while (<REIN>) {
chomp();
@we = split(/\t/);
if ($outfile ne ">>" . $we[1]) {
$outfile = ">>" . $we[l];
close(RAUS);
print STDERR "Datei geoeffnet: $outfile \t $we[1] \n";
open(RAUS,$outfile);
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if ($filedone{$outfile} ne "done") { # OK QuantiSNP2 scheint keine
Headerzeile mehr zu ben’tigen!
#print $header[2] . "\t" . $header[3] . "\t" . $header[4] . "\t" . $header[5] .
“\n";
#print RAUS $header[2] . "\t" . $header[3] . "\t" . $header[4] . "\t" .
$header[5] . "\n";
$filedone{$outfile} = "done";
print CMD $quasnp. "quantisnp2.exe --outdir " .$outputpath. " --sampleid "
Swe[l]. " --gender " .$gender{$we[l]}. " --emiters " .$emiters. " --Isetting "
SPlsetting. " --gcdir " .$gcdir.” --input-files " . $inputpath . $we[l1] . " --config " .
$quasnp . "params.dat --levels " . $quasnp . "levels-hd.dat \n";
#print RMC "del " . $we[1] . "\n";
1
if (/NaN/) {
print RAUS $we[0] . "\t" . $we[2] . "\t" . $we[3] . "\t" . $we[4] . "\t" . $we[5] .
“\n";
1} # While REIN
close(REIN);
close(CMD);
close(RMC);

11.2 Shell-Skripte

11.2.1 Chromosomale Zusammenfassung der QuantiSNP Ergebnisse

for ((i==1; i<=22; i++))

do

awk -F\t* -v chr=$i '$2==chr {print $0} quaSNP_UCO_all.txt
>quaSNP_UCO_chr"s$i".tab

cat head.txt quaSNP_UCO_chr"$i".tab >quaSNP_UCO_chr"$i".txt

rm quaSNP_UCO_chr"$i"_emi50.tab

done

11.3 QuantiSNP Kommandozeile

guantisnp2.exe --outdir --sampleid --gender --emiters --Isetting --gcdir --input-
files --config params.dat --levels levels-hd.dat

11.4 PennCNV Kommandozeile

perl detect cnv.pl --test --pfb lib/hhall.hgl8.pfb --hmm lib/hhall.hnmm
--confi --listfile listfile --out --log

11.5 Primersequenzen fir SYBR-Green qRT-PCR

11.5.1 MDD - Primer in 7p21.3
Primerpaarl
forward primer: ACCCTGTTTTTCCTCCCATC
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reverse primer:
Primerpaar2

forward primer:
reverse primer:
Primerpaar3

forward primer:
reverse primer:

GTGCAGGTGAAGGAGTAGCC

TGCTGACCTTCCACATTCAA
TGCTGTACAACCAGGCAGTT

TTCACAAGGGATGTGCAAAC
CCACGCTACTCCTTTGAAGC

11.5.2 MDD - Primer in 15g26.3

Primerpaarl

forward primer:
reverse primer:
Primerpaar2

forward primer:
reverse primer:
Primerpaar3

forward primer:
reverseprimer:
Primerpaar4

forward primer:
reverse primer:

CAAGGACGACAGCAAAGACA
GCTTCCCTGCAAGTTGAGTC

ATAGCAGCAAAACCCCTCCT
TCTCCAGACTGGGCTTCTGT

TGGGCTCCTTAGAGAACAGC
CCAGGTGCATCATACACGAC

TAAACAGACGGCTGCATGTC
AGTATCAGCAGCCAGGGAGA

11.5.3 MDD - Primer in 18p11.32

Primerpaarl

forward primer:
reverse primer:
Primerpaar2

forward primer:
reverse primer:
Primerpaar3

forward primer:
reverse primer:

TGGCAAATGCTATGTGATCC
CAGCAAGCCACCATCAACT

CGGCTTTGGTGATGAAGTTT
TGCTGAAACCTGACAAATGG

CTTGCCATTTGCAGTGAAGA
TGGGCAAAATTTTCTCTTGG

11.5.4 Referenzprimer

BNC1

forward primer:
reverse primer:
CFTR

forward primer:
reverse primer:
RPP38

forward primer:
reverse primer:

GCAGATGTCACACTGGAAGC
TCAGTGCTTTGTCCAACAGG

GGAGATGCTCCTGTCTCCTG
GGGAGTCTTTTGCACAATGG

CTGCCATGATCACCTCACAC
GAACGCCAAGGCTAGAACAC
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11.6 Ergebnisse burden Tests

11.6.1 Bipolare Stérung

Tab. 11.1: Ubersicht der burden Tests bei Bipolarer Storung. Es werden nur die P-Werte
kleiner als 0,1 dargestellt, die Gesamtergebnisse befinden sich im Anhang. Die fett markierten
P-Werte werden im Text genauer beschrieben. * Dieser P-Wert blieb nach Korrektur fur
multiples Testen signifikant (korrigierter P-Wert: 0,0288). Modifiziert nach Priebe et al., 2012.

Test

CNV Frequenz CNV Lange
Vergleichsgruppe RATE-Test PROP-Test TOTKB-Test AVGKB-Test
Alle Patienten (882) gegen alle Kontrollen (872)
Alle CNVs 0,6298 0,3924 0,3912 0,1889
Nur Duplikationen 0,5426 0,1635 0,5441 0,2530
Nur Deletionen 0,6751 0,9488 0,1427 0,2860
Alle singleton CNVs 0,3155 0,3560 0,5458 0,5072
Nur singleton Duplikationen 0,0633 0,0534 0,6289 0,6817
Nur singleton Deletionen 0,7028 0,7101 0,0141 0,0139
Patienten mit frihem Erkrankungsalter (291) gegen alle Kontrollen (872)
Alle CNVs 0,0875 0,0009 0,4477 0,0919
Nur Duplikationen 0,0238 0,0004 0,5265 0,2245
Nur Deletionen 0,7854 0,6860 0,2170 0,1750
Alle singleton CNVs 0,0453 0,0874 0,0812 0,0939
Nur singleton Duplikationen 0,0102 0,0166 0,4281 0,5150
Nur singleton Deletionen 0,5403 0,5206 0,0084 0,0056
Patienten mit spatem Erkrankungsalter (591) gegen alle Kontrollen (872)
Alle CNVs 0,9265 0,9494 0,4083 0,4516
Nur Duplikationen 0,9519 0,8250 0,5893 0,3785
Nur Deletionen 0,5854 0,9767 0,1568 0,4503
Alle singleton CNVs 0,7641 0,7692 0,5401 0,5875
Nur singleton Duplikationen 0,3606 0,2224 0,7901 0,7865
Nur singleton Deletionen 0,8720 0,9001 0,1687 0,1827

11.6.2 Majore Depression

Tab. 11.2: Gesamtubersicht der burden Tests bei Majorer Depression. Keiner der
durchgefuhrten Tests war mit der Erkrankung assoziiert. Modifiziert nach Degenhardt und
Priebe et al., 2012.

Test
CNV Frequenz CNV Lange

Vergleichsgruppe RATE-Test PROP-Test TOTKB-Test AVGKB-Test
Patienten (575) gegen Kontrollen (1.618)

Alle CNVs 0,56 0,53 0,64 0,57
Nur Duplikationen 0,83 0,76 0,40 0,22
Nur Deletionen 0,23 0,38 0,14 0,14
Alle singleton CNVs 0,51 0,25 0,23 0,51

Nur singleton Duplikationen 0,64 0,46 0,79 0,56

Nur singleton Deletionen 0,68 0,76 0,17 0,15
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11.6.3 Schizophrenie

Tab. 11.3: Gesamtubersicht der burden Tests bei Schizophrenie. Keiner der
durchgefiihrten Tests war mit der Erkrankung assoziiert.

Test
CNV Frequenz

Vergleichsgruppe RATE-Test PROP-Test
Patienten (1.637) gegen Kontrollen (1.627)

Alle CNVs 0,77 0,53
Nur Duplikationen 0,08 0,20
Nur Deletionen 0,07 0,09
Alle singleton CNVs 0,34 0,78
Nur singleton Duplikationen 0,08 0,22

Nur singleton Deletionen 0,47 0,57
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