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Zusammenfassung

Die menschliche Intelligenz ist ein komplexes Merkmal, das zu einem erheblichen Anteil ge-
netisch bedingt ist. Zu diesem genetischen Anteil scheinen sehr viele verschiedene Gene

und Genfamilien beizutragen.

Das DKK3-Gen ist ein Mitglied der DKK- (Dickkopf-) Familie, das den Wnt-Signalweg zu ei-
nem erheblichen Anteil beeinflusst. Es wirkt auf das embryonale Hirnwachstum wie auch auf
die Organbildung und die Entwicklung verschiedener Gewebe ein. Erste Hinweise auf einen

Einfluss von DKK3 auf Alzheimer-Demenz liegen vor.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, zwei Single Nucleotide-Polymorphismen (SNP) des DKK3-Gens
(rs3206824 und rs7480000) auf ihren Zusammenhang mit kognitiven Leistungen an einer
nicht-klinischen, deutschen Stichprobe zu untersuchen. Dazu wurde eine genetische Unter-
suchung an 2452 Probanden mit Bestimmung der Allel- und Genotypenfrequenzen sowie

des Intelligenzniveaus mithilfe des HAWIE-R durchgeflhrt.

Mittels Varianzanalysen wurde ein statistischer Einfluss der Allel- und Genotypvarianten auf
die Gesamttestleistung des HAWIE-R (Gesamt-IQ) sowie die Ergebnisse der elf Untertests
gepruft. Zudem wurde ein potentieller Geschlechts-, Bildungs- und Alterseffekt als Modera-

torvariable berlcksichtigt.

Im Ergebnis fanden sich bei den meisten Berechnungen keine signifikanten Assoziationen
oder Trends der Allele oder Genotypen mit den Intelligenztestleistungen, mit spezifischen
Ausnahmen. Der Polymorphismus rs3206824 zeigte einen Trend zur Assoziation zum Unter-
test ,Allgemeines Verstandnis“. Der Polymorphismus rs7480000 zeigte sowohl bezogen auf
die Allelformen als auch die Genotypen hochsignifikante Assoziationen zum Untertest ,Zah-
len nachsprechen®. Ob diese Unterschiede auf die Expression des DKK3 oder den Einfluss

des Polymorphismus auf benachbarte Gene zuriickzufiihren sind, bleibt unklar.

Demnach konnte in dieser Studie eine Assoziation zur Allgemeinen Intelligenz nicht festge-
stellt werden, es liegen aber Hinweise darauf vor, dass DKKS3 uber Leistungsvorfeld- und
Exekutivfunktionen wie Arbeitsgedéachtnis und Aufmerksamkeit auf spezifische Intelligenz-

leistungen Einfluss nehmen kdnnte.

Diese Befunde sind fur weitere Untersuchungen zum Einfluss des DKK3 im Bereich der de-

mentiellen Erkrankungen von Bedeutung.



1 Einleitung

1.1 Definition der ,Intelligenz*

Im Jahr 53 v. Chr. machte sich der romische Gelehrte Marcus Tullius Cicero Gedanken Uber
die Intelligenz. Er definierte sie als Vermogen, welches den Geist befahigt, die Wirklichkeit zu
verstehen. Er verwendete das Wort intellegentia und intellectus als die Fahigkeit, zu erken-
nen, als das Erkennen selbst und als gewonnene Erkenntnis (Muller, 2009) Intellegere um-
fasst mehrere Bedeutungen: erstens wahrnehmen und empfinden, zweitens einsehen, ver-
stehen und begreifen, drittens sich auf etwas verstehen und viertens sich etwas denken,
etwas beurteilen. Bereits in diesem Bedeutungsumfang ist der Interpretationsspielraum

sichtbar, in welchem der Begriff der Intelligenz definiert und interpretiert werden kann.

Intelligenz ist auch ein Sammelbegriff fir die sogenannten kognitiven Fahigkeiten. Der Be-
griff Kognition (lat. cognitio, Erkenntnis) ist ein Ubergeordneter Begriff fur alle mit dem Erken-
nen zusammenhangenden Prozesse wie Wahrnehmung, Gedachtnis, Intelligenz, Lernen und
Sprache, sowie alle Prozesse der Informationsverarbeitung (Pschyrembel, 2017). Zu den
kognitiven Fahigkeiten werden beispielsweise Sprache und Sprachverstandnis, Aufmerk-
samkeit, Gedachtnis, Denken und Problemlésung, rdumliches und bildliches Vorstellungs-

vermdgen sowie Wahrnehmung und Mustererkennung gezahlt (Zimbardo und Gerrig, 2008).

1.1.1 Intelligenzmodelle

Versuche, ,Intelligenz® zu definieren, gibt es seit dem 19. Jahrhundert. Nach Spearmans
(1904) Zweifaktorenmodell sind kognitive Leistungen auf einen gemeinsamen Intelligenzfak-
tor zurickzuflhren, der als Generalfaktor ,g“ bezeichnet wird. Daraus entwickelte Cattell
(1963) ein Strukturmodell der Intelligenz, wobei er von zwei unabhangigen Komponenten
ausging, der fluiden (gf) und der kristallinen (gc) Intelligenz. Die fluide Intelligenz stellt hierbei
eine weitgehend angeborene bzw. vererbte Fahigkeit dar, welche die Anpassungsfahigkeit
an neue Situationen beschreibt. Im Gegensatz dazu steht die kristalline Intelligenz, unter der
alle durch bisherige Lernprozesse erworbenen Fahigkeiten verstanden werden. Sie ist mit
Spearmans g-Faktor gleichzustellen und beinhaltet kultur-, wissens- und schulgebundenes

Wissen sowie Denken (Stemmler et al., 2016).

Ein ahnliches Strukturmodell auf der Basis der Vorstellung eines allgemeinen Intelligenzfak-
tors wurde von Wechsler (1964) entwickelt. Sein Modell geht von einer allgemeinen Intelli-
genz g aus, die sich aus mehreren untergeordneten Fahigkeiten oder Faktoren zusammen-

setzt und in verbalorientiert sowie handlungsorientiert unterschieden wird. Dieses Modell ist



Grundlage des Hamburg-Wechsler-Intelligenztests fur Erwachsene (HAWIE) bzw. fir Kinder
(HAWIK).

Thurstones (1938) Modell beruht dagegen auf der Auffassung, dass sich die Intelligenz aus
mehreren gleichrangigen Faktoren zusammensetzt, die miteinander korrelieren kénnen, aber
unabhangig voneinander sind. Guilford (1967) verdffentlichte ein umfassendes Intelligenz-
strukturmodell, das nicht von einem Generalfaktor oder mehreren untergeordneten Pri-
marfaktoren, sondern explizit von einer Vielzahl unabhangiger und gleichwertiger Einzelfak-
toren ausgeht. Er unterscheidet Denkinhalte, Denkvorgange und Denkprodukte, die er in
weitere Unterkategorien einteilt. Insgesamt ergeben sich aus diesem Intelligenzstrukturmo-
dell 120 Kombinationsmoglichkeiten der unabhangigen Faktoren, welche die geistigen Fa-

higkeiten eines Individuums reprasentieren sollen.

Insbesondere im deutschsprachigen Raum wurde das Berliner Intelligenzstrukturmodell von
Jager (1982) bekannt, in welchem die Elemente von Spearman, Thurstone und Guilford ver-
bunden werden. Der g-Faktor, welcher die allgemeine Intelligenz beschreibt, steht in seinem
Modell an der Spitze. Ihm sind drei operative Fahigkeiten, figural-bildhaftes, numerisches
und sprachliches Denken, sowie die vier inhaltsgebundene Fahigkeiten Informationsverarbei-
tungsgeschwindigkeit, Merkfahigkeit, Einfallsreichtum und Verarbeitungskapazitat unterge-

ordnet.
Eine Definition von Intelligenz lieferte Gottfredson (1997):

“[Intelligence] ... involves the ability to reason, plan, solve problems, think abstractly,
comprehend complex ideas, learn quickly and learn from experience. It is not merely
book learning, a narrow academic sKill, or test-taking smarts. Rather it reflects a
broader and deeper capability for comprehending our surroundings — ‘catching on’,

‘making sense’ of things or ‘figuring out’ what to do. (S. 13)”

Diese Definition der Intelligenz ist auch derzeit noch die Arbeitsdefinition in vielen Publikatio-
nen zur Intelligenzforschung (z. B. Nisbett et al., 2012; Stern und Neubauer, 2016), wird aber
aufgrund ihrer Beschrankung auf das Lernen und das Lésen von Problemen kritisiert (z. B.
Prinsloo und Barrett, 2013). Auch diese Definition, die vor allem durch die Beschreibung der
Punkte gekennzeichnet ist, die nicht unter dem Begriff der Intelligenz verstanden werden
sollen, zeigt, welche Schwierigkeiten die Psychologie bis heute hat, das Phanomen der Intel-

ligenz umfassend und unmissverstandlich zu erklaren.



1.1.2 Messung der Intelligenz

Intelligenz wird als eine latente Variable aufgefasst, die nicht direkt messbar ist, sondern fur
die geeignete, manifeste, messbare Variablen (Indikatoren) gefunden werden mussen. Eine
der ersten Intelligenzmessung wurde von Binet und Simon (1905) zur Einstufung der Leis-
tungsfahigkeit von Schulkindern veroffentlicht. Dieser Test umfasste 30 nach Schweregrad
gestaffelte Aufgaben. Bei der Berechnung des Testergebnisses wurde das Konzept des Intel-
ligenzalters verwendet. Die Intelligenz berechnete sich zunachst aus dem Intelligenzgrundal-
ter (Altersklasse, in der alle Aufgaben geldst wurden) plus 1/5 Jahr je Aufgabe, die von den
Aufgaben hdherer Altersklassen gelést wurden. Die Teststaffel verbreitete sich nach Revision
und Standardisierung durch die Universitat Stanford (,Stanford-Binet-Test") rasch und wird

bis heute angewendet (z.B. Davies und Piovesana, 2015).

In der deutschen Schule der Entwicklungspsychologie um Stern und Buahler wurden durch
die systematische Beobachtung von kindlichem Verhalten verschiedene Hypothesen zur
Entwicklung der Intelligenz aufgestellt. Von Stern (1912) stammt der noch heute verwendete
Begriff des Intelligenzquotienten (IQ), welcher die Berechnung des Intelligenzgrundalters
verdrangte. Er wurde definiert als Intelligenzalter geteilt durch Lebensalter multipliziert mit
100. Der Mittelwert des Intelligenzquotienten liegt bei 100. Durch die Definition des Intelli-
genzquotienten wurde es erstmals maoglich, verschiedene Personengruppen zu vergleichen.
Da das Intelligenzalter jedoch im Vergleich zum Lebensalter nicht stetig zunimmt, konnte mit
diesem Messverfahren bei zunehmendem Alter keine Konstanz der Intelligenzleistung er-

reicht werden (Stemmler et al., 2016).

Diese Schwache wurde durch die Einfuhrung des Abweichungs-Intelligenzquotienten durch
Wechsler (1958) geldst. Hierbei werden die individuellen Leistungen jeweils mit dem Leis-
tungsmittelwert der entsprechenden Altersgruppe verglichen. Er legte ebenso wie Stern den
Wert der durchschnittlichen, altersgerechten Intelligenz mit 100 fest, wobei er von einer
Normalverteilung des Merkmals Intelligenz in der Population ausging. Die Durchschnittswer-
te der Intelligenz (68 % der Bevdlkerung) liegen damit zwischen 85 und 115. Diese Intelli-
genzwerte haben sich allgemein verbreitet und werden bis heute in den weitaus meisten der
aktuellen Intelligenztests berechnet, auch wenn diese von anderen Intelligenzmodellen aus-

gehen.

Die nationalen Versionen des Wechsler-Tests werden in ihren revidierten und aktualisierten
Fassungen bis heute angewendet. Sie folgen dem hierarchischen Intelligenzmodell von
Wechsler (1964), nach dem mehrere Standardwerte fur die spezifischen Aufgaben in einem

Intelligenzprofil erstellt und Intelligenzquotienten flr handlungsbezogene und verbale Intelli-



genz sowie ein Gesamt-1Q errechnet werden kénnen (Zimbardo und Gerrig, 2008). Seit 2012

liegt WAIS-IV, die aktuellste Version des Wechsler-Tests, vor (Petermann, 2012).

Neben den Wechsler-basierten Tests ist der Matrizentest nach Raven (1971) verbreitet, der
Aussagen zum Intelligenzniveau und zum figural-raumlichen Denken erlaubt. Cattells (1963)
Modell der fluiden und kristallinen Intelligenz ist aktuell in keinem spezifischen Test fortge-
fuhrt worden. Die fluide Intelligenz lasst sich anhand von Matrizenaufgaben wie dem Raven-
Test oder anderen Aufgaben zum raumlich-figuralen Denken schatzen (z. B. mit ,Mosaik-
Test“ oder ,Zahlen-Symbol-Test"), wahrend die kristalline Intelligenz durch Wortschatz- und
Allgemeinwissenstests sowie Rechenaufgaben gemessen werden kann (Wechsler, 1958;
z. B. durch die Untertests ,Allgemeines Wissen®, ,Wortschatz-Test, ,Rechnerisches Den-

ken).

Auf der Grundlage des Faktorenmodells von Thurstone (1938) wurden Intelligenztests entwi-
ckelt, welche die sieben Faktoren in einzelnen Subtests so erfassen, dass die Korrelationen
untereinander méglichst gering ausfallen. Diese sieben Faktoren sind (Stemmler et al.,
2016):

v: verbal comprehension — Kenntnis von Waortern und ihrer Bedeutung sowie deren

angemessene Verwendung im Gesprach.

e w: word fluency — rasches Produzieren von Woértern, die bestimmten strukturellen o-
der symbolischen Erfordernissen entsprechen.

¢ n: number — Geschwindigkeit und Prazision bei einfachen arithmetischen Aufgaben.

e s: space — Bewaltigung von Aufgaben, die raumliches Vorstellen und Orientieren so-
wie das Erkennen von Objekten unter einem anderen Bezugswinkel erfordern (der
Faktor untergliedert sich entsprechend dieser Beschreibung haufig in zwei oder drei
speziellere s-Faktoren).

e m: memory (associative) — Behalten paarweise gelernter Assoziationen.

o p: perceptual speed — Geschwindigkeit beim Vergleich oder bei der Identifikation vi-
sueller Konfigurationen.

e i induction oder r: reasoning, general — schlussfolgerndes Denken im Sinne des Auf-

findens einer allgemeinen Regel in einer vorgegebenen Abfolge von Zahlen oder

Symbolen und Anwendung derselben bei der Vorhersage des nachstfolgenden Ele-

mentes. Verschiedenen Untersuchungen zufolge liegt bei r der Akzent auf arithmeti-

schen Problemen.

Typische Beispiele fur Intelligenztests nach dem Modell von Thurstone sind der Intelligenz-
strukturtest 2000R (IST-2000R; Liepmann et al., 2007) sowie das Leistungsprufsystem (LPS-

2) nach Horn (Kreuzpointer et al., 2013). Mit ihnen ist die Erfassung eines differenzierten



Intelligenzprofils sehr gut mdglich und sie sind beispielsweise die Vorbilder fir Schullauf-
bahn- und Berufseignungstests. Ein Gesamtwert des intellektuellen Leistungsvermdgens war
hier zunachst nicht vorgesehen und wird in diesen Tests als ein Durchschnittswert aller Sub-
tests berechnet (Stemmler et al., 2016). Die Frage, welches Modell bzw. welcher Test ange-
wendet wird, ergibt sich aus der Aufgabenstellung oder nach den Anwendungstraditionen der

jeweiligen Forschungsrichtung.

1.1.3 Kritik am Intelligenzbegriff und an der Intelligenzmessung

Die bisherige Intelligenzforschung war von Beginn an vorrangig auf die Interessen ange-
wandter Fragestellungen z. B. die leistungsbezogene Auslese von Schilern oder Soldaten
ausgerichtet, sodass eine theoretische Fundierung zunachst ausblieb (Stemmler et al.,
2016). Auch heute bestehen die Ideen eines Generalfaktors der Intelligenz nach Spearman
und die ldee eines zusammengesetzten Konstruktes Intelligenz mit unabhangigen Faktoren
nach Thurstone nebeneinander. Faktoranalysen konnten beide Modelle bestatigen, aller-
dings ist dies auch auf den Einfluss unterschiedlicher Methoden, Stichproben und Prufver-
fahren zurlGckzuflhren, die in den jeweiligen Studien angewandt wurden. So nutzten Thurs-
tone und Thurstone (1941) leistungsstarke und -homogene studentische Stichproben zur
Prufung ihrer Hypothesen. Im Gegensatz zu leistungsmalfig breiter gefacherten Stichproben
kann auf diese Weise die Varianz eingeschrankt werden, was dazu fihrt, dass die Korrelati-

onen zwischen den Messwertreihen geringer ausfallen (Stemmler et al., 2016).

Die neueren, hierarchischen Intelligenzmodelle bieten zwar eine gute theoretische Grundla-
ge zur ganzheitlichen Betrachtung und Erklarung von kognitiven Fahigkeiten, allerdings sind
diese Modelle weitaus schwieriger zu operationalisieren, da die Vielzahl der aufgeflhrten
Faktoren kaum in praktikable Intelligenztests einzubeziehen sind. Zudem stellte sich das
Modell von Thurstone in nachfolgenden Untersuchungen als robuster heraus als spater for-
mulierte Modelle (Stemmler et al., 2016), sodass diese sieben Faktoren auch aktuell zur Be-

schreibung intelligenten Verhaltens herangezogen werden.

Eine generelle Kritik wurde hinsichtlich der Kulturabhangigkeit der Intelligenztests gedulert.
Diskussionen, nach denen Afroamerikaner oder Angehdrige nicht westlicher Kulturen einen
geringeren |Q aufweisen, wurden bereits im 19. Jahrhundert gefihrt, sind aber auch in den
letzten Jahrzehnten wieder vermehrt publiziert worden (z. B. Herrnstein und Murray, 1994).
Dies liegt vor allem daran, dass die 1Q-Tests fur die Bevdlkerung in den westlichen Industrie-
nationen entwickelt wurden. So wird in diesem Kulturkreis beispielsweise das Sprachver-
standnis priorisiert und in Wortschatztests Synonyme abgefragt. Die Bewertung der sprachli-
chen Intelligenz beruht damit auf der verwendeten Sprache selbst. Bietet diese nur wenige

synonym verwendbare Begriffe in einem Wortfeld, attestiert ein entsprechend nicht ange-



passter und lediglich Ubersetzter IQ-Test eine nur geringe sprachliche Intelligenz. Auf der
anderen Seite ware beispielsweise eine Deutsch sprechende Person mit einem IQ-Test Uber-
fordert, der die unterschiedlichen Bezeichnungen fir ,Schnee* aus dem Finnischen abfragt.
Im Gegensatz zum Deutschen kennt das Finnische viele Bezeichnungen, die zusatzlich vom
Wind, der Temperatur und der Hohe der Schneedecke abhangen. Somit sind diese schein-
baren Unterschiede in der Intelligenz teilweise auf die Umgebung zuriickzufihren, in denen
sich Mitglieder der einzelnen Kulturen bewegen (Nisbett et al., 2012). Das liegt damit vor
allem daran, dass die IQ-Tests flr einen bestimmten Kulturkreis entwickelt wurden und damit
die spezifischen Fahigkeiten mit unterschiedlichen Prioritdten beurteilen. Dennoch gibt es
Hinweise darauf, dass in verschiedenen Ethnien Unterschiede vorhanden sind, die auf gene-
tische Variationen zuritickgefluihrt werden kénnten. So kdonnten Mutationen im Klotho-Gen,
das in seiner normalen Form vor einer vorzeitigen Alterung des Gehirns schitzt, zu einer
milden geistigen Behinderung durch einen verfrihten Alterungsprozess fluhren, wenn diese in

einer Ethnie gehauft vorkommen (Abulizi et al., 2017).

Mit der Konstruktion eines Culture Fair Intelligence Test versuchte Cattell dem Umstand zu
begegnen, dass insbesondere verbal oder mathematisch orientierte Intelligenztests Kultur-
produkte und -techniken transportieren (Cattell und Cattell, 1963). Dieser sprachfreie
Grundintelligenztest ist noch heute verbreitet (z. B. CFT 20-R; Weil3, 2006) und misst &hnlich
wie der Matrizentest von Raven zuverlassig schlussfolgerndes Denken im raumlich-figuralen
Bereich. Doch auch bei diesen Tests wurden kultur- und schichtabhangige Unterschiede in
den Ergebnissen festgestellt (Ardila, 2018). Der kulturelle Hintergrund, die Dauer der Schul-
bildung oder das Land, in dem die Schulausbildung der Versuchspersonen stattgefunden
hat, muss daher bei der Interpretation der Ergebnisse von Intelligenztestungen immer be-
rucksichtigt werden (Krch et al., 2015).

1.2 Einflussfaktoren auf die Intelligenz

Inwieweit menschliche Eigenschaften durch die biologischen Anlagen oder durch den Ein-
fluss aulRerer Gegebenheiten beeinflusst werden, wird seit Beginn des 20. Jahrhunderts in-
tensiv diskutiert. Durch die technischen und wissenschaftlichen Fortschritte, die genetische
Studien ermoglicht haben, rickten die Erforschung des Genoms und die differenzierte Be-
trachtung seines Einflusses auf verschiedenste menschliche Eigenschaften, auch auf die
Intelligenz, wieder starker in den Fokus. Sowohl anlage- als auch umweltbedingte Einflisse,
aber auch die Selbststeuerung des Individuums wirken gemeinsam auf die Ausbildung der
Intelligenz ein (Stemmler et al., 2016). Empirische Studien versuchen, die Wirkungskreise
der verschiedenen Faktoren zu differenzieren und die Hohe der Zusammenhange, mogliche

Wechselwirkungen und die Frage potenzieller Einflussfaktoren auf diese Wirkungen zu ermit-



teln, beispielsweise anhand von Vergleichen sozialer Schichten oder an Adoptivkindern (Nis-
bett et al., 2012).

1.2.1 Anlage-Umwelt-Diskussion

Die Differenzierung von anlage- und umweltbedingten Einflissen auf die Intelligenz kann
u. a. durch Zwillingsstudien erfolgen. Ein erheblicher Teil der beobachtbaren Ahnlichkeiten
von Eigenschaften innerhalb einer Familie kdnnen zwar auf die gemeinsamen Anlagen zu-
rickgeflinrt werden, da Familien aber auch gemeinsame Umwelten teilen, kdnnten diese
Ahnlichkeiten auch auf gleiche Anregungsbedingungen oder Milieuspezifika zuriickgehen. Im
Vergleich von Zwillingen sollten die dort starker als bei ,normalen“ Geschwistern ausgeprag-
ten Ahnlichkeiten durch die genetischen Anlagen verursacht sein. Allerdings teilen Zwillinge
auch haufiger als andere Geschwister gemeinsame Umwelten, sie werden z. B. gleichbe-
handelt, besitzen gleiche AuRerlichkeiten, gehen in die gleiche Klasse usw. Insofern bieten
sich Vergleiche zwischen eineiigen und zweieiigen Zwillingspaaren an, da auf diese Weise
die Umwelteinfliisse noch geringer ins Gewicht fallen. In der Untersuchung von Newman und
seinen Mitarbeitern (Newman et al., 1998) lagen die Ubereinstimmungen der Gesamt-IQs bei

eineiigen Zwillingen bei 75 %, bei zweieiigen Zwillingen nur bei 47 %.

Auch Adoptionsstudien wurden bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts durchgefuhrt. Sie
fuhrten zur folgenden Bewertung der Einflisse von genetischer Ausstattung und Umwelt: Es
gibt einen mittelhohen bis hohen Erbanteil bei der Ausformung der allgemeinen Intelligenz,
daruber hinaus aber auch einen deutlichen Einfluss der von den Kindern geteilten oder nicht
geteilten Umwelt. Dieser Umwelteinfluss reduziert sich allerdings im Erwachsenenalter wie-
der zugunsten der erblichen Komponente (Stemmler et al., 2016). Bereits die Arbeitsgruppe
um Deary (Deary et al., 2010) schatzt die Heritabilitdt von Intelligenz in der frihen Kindheit
auf nur etwa 30 %, diese nimmt im Verlaufe des Erwachsenenalters auf 70-80 % zu. Insge-
samt wird die Abhangigkeit der Intelligenz von genetischen Faktoren auf zwischen 50 % und
80 % geschatzt (Kirkpatrick et al., 2014).

1.2.2 Soziale und soziokulturelle Faktoren

Ein Lern- und Foérdereffekt im Kindesalter kann sich in einer Erhéhung des IQ ausdricken,
etwa nach einer Adoption (Stemmler et al., 2016). Unterschiedliche Forderbedingungen kon-
nen in unterschiedliche intellektuelle Niveaus miinden, was Befunde der Geschwisterfor-
schung zeigen. Bei weilRen, mehrkopfigen Familien konnte ein IQ-Abfall von mehreren Punk-
ten Uber die Geschwister festgestellt werden, wobei der oder die Erstgeborene das héchste,
der oder die Letztgeborene das geringste Niveau hatte (Belmond et al., 1975). Erklart wird
dies durch die Vorbild- und Lehrerfunktion, die Erstgeborene haufig ausiben, sowie den un-

terschiedlichen Grad an Aufmerksamkeit und Férderung durch die Eltern. Einzelkinder haben



im Vergleich zu Geschwisterkindern nicht hdéhere, sondern mittlere Intelligenzwerte (Stemm-
ler et al., 2016).

1.2.3 Biologische Faktoren

Neben diesen eindeutigen Umweltfaktoren, die nach der Geburt zum Tragen kommen, konn-
te auch eine Reihe biologischer Faktoren identifiziert werden, die sich direkt oder indirekt auf
das intellektuelle Fahigkeitsniveau auswirken. Diese sind auf der kérperlichen Ebene wirk-
sam, sind jedoch, anders als genetische Faktoren, nicht als Anlage- sondern ebenfalls als
Umweltfaktoren einzuordnen. Zu diesen biologischen Faktoren zahlen Drogen- und Alkohol-
konsum wahrend der Schwangerschaft. Bei der Alkohol-Embryopathie (AE) kdénnen das
zentrale Nervensystem wie auch andere innere Organe geschadigt sein. Ein wesentliches
Merkmal der AE besteht in der Mikrozephalie oder Mikroenzephalie. Damit direkt und/oder
indirekt in Zusammenhang stehen kognitive Defizite bis hin zur geistigen Behinderung. Hau-
fig kann auch eine Verminderung von Leistungsvorfeldfunktionen beobachtet werden. Dazu
zahlen eine lange Reaktionszeit, eine geringe Aufmerksamkeitsleistung, Hyperaktivitat, Ag-
gressivitat, Teilleistungsstérungen u. A., die sich wiederum negativ auf das Intelligenzniveau
auswirken (Lebel et al., 2012).

Auch der Erndhrungsstatus in der frihen Kindheit wurde als Kriterium fur die Ausbildung der
Intelligenz herangezogen. Wahrend der pranatale Ernéhrungsstatus einen widersprichlichen
Einfluss auf die spatere Entwicklung hat (Justin Cook und Fletcher, 2015), kénnen postnatale
Erndhrungsmangel durchaus zu intellektuellen Beeintrachtigungen flihren (Waber et al.,
2014). Bei einer Behebung der Untererndhrung, z. B. durch Adoption der Kinder, kdnnen
diese Defizite teilweise korrigiert werden (Winick et al., 1975; Rutter, 1998). Weiterhin gilt
Jodmangel in der Schwangerschaft und der frihen Kindheit als einer der gravierendsten

Ausldser fur eine verminderte Intelligenz (Velasco et al., 2018).

Ein weiterer biologischer Faktor, der jahrzehntelang in seinem Einfluss auf Intelligenz disku-
tiert wurde, ist das Geschlecht. Zwar finden sich keine Unterschiede zwischen Mannern und
Frauen bei den Werten der allgemeinen Intelligenz, aber bei einigen spezifischen Tests las-
sen sich regelmaRig signifikante Unterschiede nachweisen (zuletzt Liu und Lynn, 2015). So
schneiden mannliche Probanden in Tests zum raumlichen Vorstellungsvermogen etwas bes-
ser ab, Frauen sind dagegen in verbal orientierten Tests besser. Weiterhin ist die Varianz
nach oben und unten bei Mannern gréfer, es finden sich sowohl mehr hochbegabte als auch

mehr minderbegabte Manner als Frauen (Deary et al., 2010).

Mithilfe bildgebender Verfahren (MRT) konnten auch wichtige Hirnareale in vivo identifiziert
werden (Snow, 2016). So fanden sich auch Zusammenhange zwischen Intelligenz und der

Grolke jeweils des frontalen, des parietalen und des temporalen Cortex sowie des Hippo-



campus (McDaniel, 2005). Ebenso lieen sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der intellektuellen Leistungsfahigkeit und der Gesamtmenge an grauer Substanz und ein
etwas geringerer Zusammenhang mit der wei3en Substanz nachweisen (Narr et al., 2007).
Jungste Untersuchungen zeigen, dass die Komplexitat der dendritischen Zellen fir den 1Q

mit verantwortlich ist (Geng et al., 2018).

1.2.4 Genetische Einflussfaktoren auf kognitive Funktionen

Die kognitive Funktion ,Aufmerksamkeit® ermdglicht zielfihrende Handlungen, wobei senso-
motorische und emotionale Informationen integriert werden (Knudsen, 2007). Die Aufmerk-
samkeitssteuerung wird auf neurophysiologischer Ebene vorrangig durch die cholinergen
Transmissionsbahnen dbernommen, insbesondere Uber die Leitungen in den prafrontalen
Cortex. Acetylcholine sind an der Regulation vieler kognitiver Funktionen beteiligt (Bloem et
al., 2014).

Bei der Klarung genetischer Ursachen fur die Aufmerksamkeitsstorungen bei ADHS und Au-
tismus wurden Kandidatengene nachgewiesen, die an der Entwicklung, Aufrechterhaltung
oder Modulation der Synapsen der entsprechenden Transmittersysteme beteiligt sind, wie
z. B. NRXI (Neurexin 1), CNTN4 (Contactin 4), DCLK2 (Doublecortin-like Kinase 2), CNT-
NAP2 (Contactin assoziiertes Protein like 2), TRIM32 (Tripartite Motif Containing 32), ASTN2
(Astrotactin 2) und CNTNS (Contactin 5), sowie Gene, welche die Neurotransmission direkt
beeinflussen, wie Gamma-Aminobuttersdure Typ A Rezeptor y1 Untereinheit (GABRG1) und
cholinerger Rezeptor nikotinische Untereinheit a4 (CHRNA4) (Lo-Castro und Curatolo,
2014). CHRNA4 beeinflusst das cholinerge System und hat damit sowohl Einfluss auf Auf-

merksamkeitsleistungen als auch auf die Intelligenzleistungen (Sadaghiani et al., 2017).

Die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit ist ein Indikator der Schnelligkeit der zentral-
nervosen Prozesse (Peng et al., 2012). Anhand dieser lassen sich basale kognitive Storun-
gen abbilden. So ist die Verarbeitungsgeschwindigkeit bei Demenz bereits im Frihstadium
signifikant verringert (De Jager et al., 2003). Die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit
besitzt gemeinsame genetische Faktoren mit anderen Exekutivfunktionen, wie z. B. dem Ar-
beitsgedachtnis (Ogata et al., 2014).

Auch wenn der hohe Anteil an Erblichkeit der Intelligenz gezeigt werden konnte, ergibt sich in
genetischen Untersuchungen bislang kein eindeutiges Bild. Es existieren zwar einige gene-
tisch eindeutig vererbbare Erkrankungen, die mit kognitiven Minderleistungen einhergehen,
wie Trisomie 21 oder Phenylketonurie, eine eindeutige Zuordnung der Intelligenzleistung zu
einem einzelnen Kandidatengen oder Genabschnitt lieR sich demgegeniber aber nicht
nachweisen. Es muss von einem multigen bedingten Merkmal ausgegangen werden. Wenn

eine Eigenschaft durch mehrere Gene bestimmt wird, wird von einem quantitativen Merkmal
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gesprochen (quantitative trait); das entsprechende Gen, das ein solches quantitatives Merk-

mal mitbestimmt, wird als quantitative trait locus (QTL) bezeichnet (Plomin und Deary, 2015).

Die Arbeitsgruppe um Trampush identifizierte 2017 mit Hilfe einer genomweiten Assotiations-
studie zwei Loci, die mit der Kogntion signifikant in Verbindung stehen (Trampush et al.,
2017). Weiterhin wurde im Jahr 2018 eine genomweite Metaanalyse veroffentlicht, in der
weitere Assoziationen zwischen Genen und der Intelligenz gezeigt wurden (Savage et al.,
2018). Es konnten 205 Genloci mit 1016 Einzelgenen identifiziert werden. Die meisten der
Kandidatengene werden im Gehirn exprimiert, wobei die mittelgro3en dornentragenden Pro-
jektionsneurone (medium spiny neurons), und die Pyramidenzellen CA1 und SS die eigentli-

chen Orte der Expression sind.

Dariber hinaus wurde eine Vielzahl von Genen beschrieben, die einen Einfluss auf autoso-
mal rezessive geistige Beeintrachtigungen haben kénnen (zusammengefasst in Khan et al.,
2016). Die Beeinflussung der Intelligenzleistung durch genetische Faktoren kann am Beispiel
einer Punktmutation in der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) gezeigt werden. Trager
des SNP Val158Met, der prafrontale Dopaminbahnen beeinflusst, sind pradestiniert fur Spiel-
und Alkoholsucht (Guillot et al., 2015). Weiterhin spielt COMT eine Rolle bei der sprachge-
bundenen Intelligenz (Xu et al., 2018).

Ein Forschungsstrang konzentriert sich hierbei auf die Identifizierung von Kandidatengenen
bzw. funktionalen Polymorphismen und deren Allele mit Bezug auf Neurotransmittersysteme
bzw. andere Botensysteme, die mit der Auspragung der Leistungen in Zusammenhang ste-
hen kénnten. Dahinter steht die Annahme, dass Gene Uber verschiedene Wege Einfluss
nehmen konnen, wie z. B. Uber die Veranderung von Rezeptoren, durch Veranderungen an
den Transmittern und Transmitterwegen sowie Uber neuroprotektive Vorgange (Greenwood
und Parasuraman, 2003; Abbildung 1, Seite 11).
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Gene A
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% Alleles C1, C2, etc
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Function Functions Cognitive Function
PHENOTYPE

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen einem hypo-
thetischen Gen und einer messbaren Verhaltensweise als Ausdruck kogni-
tiver Funktionen und mogliche Zwischenschritte zwischen Genotyp und
Phéanotyp (Greenwood und Parasuraman, 2003)

Weitere Hinweise auf die Natur der Gene, die fir die individuelle Auspragung der Intelligenz
verantwortlich sind, bieten genomweite Assoziationsstudien (GWAS). Eine Meta-Analyse aus
dem Jahr 2017 identifizierte 18 voneinander unabhangige Genloci mit 336 SNPs. Die funkti-
onelle Annotation der SNPs zeigte allerdings, dass ein erheblicher Teil der SNPs intronisch
lokalisiert ist und damit moglicherweise keinen direkten Einfluss auf die Sequenz des codier-
ten Genprodukts hat. Fir SNP rs12928404 in einem Intron von ATXNL2 (Ataxin like 2) konn-
te gezeigt werden, dass damit die Expression einer Vielzahl anderer Gene reguliert wird
(Sniekers et al., 2017).
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1.3 Wnt-Sighalwege und die Gene der Dickkopf-Familie

Ein wichtiger Signalweg bei der Embryonalentwicklung ist der Wnt-Signalweg (Wingless und
Integrator 1), der in eine Vielzahl von Prozessen eingebunden ist. Dazu zahlen auch neuro-
nale Verbindungen und die Ausbildung von Synapsen. Die Wnt-Proteinfamilie besteht bei
den Saugetieren aus 19 Mitgliedern und mehr als 15 Rezeptoren und Co-Rezeptoren. Wei-
terhin gibt es eine Reihe von sekretierten Antagonisten, welche die Aktivitat des Sighalweges
modifizieren. Dazu zahlen neben Cerberus auch die Proteine der Dickkopf-Familie (Oliva et
al., 2013).

Ein Einfluss der Wnt-Signalleitungen auf die Leistungen des Arbeitsgedachtnisses und die
Verarbeitungsgeschwindigkeit erfolgt Uber deren Rolle bei der Entwicklung der neuronalen
Systeme sowie bei der Neuroplastizitat des Hippocampus im Erwachsenenalter (Varela-
Nallar und Inestrosa, 2013). Einige psychiatrische und neurologische Erkrankungen werden
mit dem Einfluss der Wnt-Signalwege in Verbindung gebracht (Hoseth et al., 2018). Dazu
zahlen unter anderem bipolare Stérungen, Autismus und Schizophrenie (Oliva et al., 2013).

Neurodegenerative Prozesse werden besonders mit dem Wnt-Antagonisten, dem Dickkopf1-
Gen (DKK1), in Verbindung gebracht. Die Blockade des Signalwegs durch DKK1 fihrt zu
einer raschen Auflésung synaptischer Verkntpfungen, vor allem bei Morbus Parkinson (Di-
ckins und Salinas, 2013). Diese Erkrankung ist durch eine Verminderung verschiedenster
kognitiver Funktionen und Prozesse wie auch der Arbeitsgeschwindigkeit und Gedachtnis-

prozesse gekennzeichnet.

1.3.1 Wnt-Signalwege

Whnt-Signalwege bezeichnen spezielle zelleigene Pfade zum Austausch von molekularen
Signalen. Die Wnt-Signalwege nehmen Schlisselpositionen bei der Zellentwicklung und
Embryogenese ein (Wiese et al., 2018). Sie sind zu einem sehr frihen Zeitpunkt in die neu-
ronale Entwicklung involviert, wobei sie die neuronale Plastizitat steuern (Inestrosa und Vare-
la-Nallar, 2015).

Beim Menschen wurden bisher 19 verschiedene Wnt-Signalproteine und zehn verschiedene
Frizzled-Rezeptoren (Rezeptoren der Wnt-Signalproteine) identifiziert (Wiese et al., 2018).
Die Kombination der Wnt-Liganden und der Rezeptoren ist entscheidend dafir, welcher Sig-
nalweg aktiviert wird. Sekretierte extrazellulare Faktoren, wie z. B. Mitglieder der SFRP- und
der WIF-Familie, wirken auf alle Wnt-Signalwege ein. lhre Wirkung ist zumeist inhibierend, d.
h., sie kdnnen die Bindung von Wnt-Liganden an die Rezeptoren verhindern, die Signalwege

aber auch aktivieren, indem sie Wnt-Liganden vor der Degradation oder beim Transport
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schitzen. Proteine der Dickkopf-Familie (DKK) zahlen zu diesen Faktoren (Sharma et al.,
2015).

Entsprechend den unterschiedlichen Kombinationen von Signaltrdgern wurden bisher drei
spezifische Wnt-Signalwege identifiziert (Bengoa-Vergniory und Kypta, 2015). Neben dem
kanonischen, p-Catenin abhangigen Wnt-Signalweg existieren mindestens zwei nicht kano-
nische, d. h. von B-Catenin unabhéngige, Wnt-Signalwege, der Wnt-/PCP-Signalweg (PCP =
planar cell polarity, Zellmorphogenese) und der Wnt/Ca?*-Signalweg (Apoptose und Migrati-

on), wobei beide in die Aktin-Polymerisation des Zytoskeletts eingreifen (Song et al., 2015).

Der Wnt/PCP-Signalweg (PCP = planar cell polarity) reguliert die planare Zellpolaritat und
wird mit Zell- und Gewebedifferenzierungen in verschiedenen Organen, wie der Gastrulation,
der Entwicklung des Innenohrs sowie auch der Krebsentwicklung in Verbindung gebracht
(Wiese et al., 2018). Dieser Signalweg reguliert die Polarisation ganzer Gewebe (Humphries
und Mlodzik, 2018). Zentraler Ubertragungsfaktor dieses Signalpfads ist Dishevelled, ein
zytosolisches Phospoprotein (Abbildung 2, Seite 14). Es aktiviert nach einer Bindung an die
Zellmembran Uber einen Frizzled-Rezeptor die zwei kleinen GTP-bindenden Proteine Racl
und RhoA. Diese vermitteln dann die Entwicklungsvorgange im Zytoskelett.

Der zweite nicht kanonische Signalweg, der Wnt/Ca?*-Signalweg, bewirkt unter Beteiligung
des Proteins Dishevelled und G-bindender Proteine eine Freisetzung von Kalziumionen, wel-
che die Proteinkinase C und Proteinkinase Il (CamK Il) sowie den nuclear factor of activated
T cells NFAT aktivieren (Veeman et al., 2003, Abbildung 2, Seite 14). Uber diesen Signalweg
kann auBerdem die Aktivierung von 3-Catenin, dem zentralen Signalfaktor des kanonischen

Signalwegs, gehemmt werden (Kohn und Moon, 2005).
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Abbildung 2: Die nicht kanonischen Wnt-Signalwege

JNK: JUN N-terminale Kinase; Rac, Rho: kleine G-Proteine; DAAM1: Dishevelled-assoziierter Aktiva-
tor der Morphogenese 1; ROCK1: Rho-assoziierte Proteinkinase 1; a, B, y: heterotrimere G-Proteine
aus a-, B- and y-Untereinheit; CAMKII: Ca2+/Calmodulin-abhangige Proteinkinase; PKC: Proteinkina-
se C; NFAT: nuklearer Faktor der aktivierten T Zellen; PLC: Phospholipase C. (Angers und Moon,
2009, verandert)

Der am haufigsten beschriebene Signalweg ist der sogenannte kanonische Wnt-Signalweg
Uber die Frizzled-Rezeptoren zu B-Catenin (Abbildung 3, Seite 15). Ein Wnt-Ligand wird von
der Oberflache der Signalzelle abgestoRen. Dieser wird dann an der Zielzelle an einen
Frizzled-Rezeptor (Fz) sowie an ein Co-Rezeptor-Protein, wie z. B. das low-density lipopro-
tein receptor-related protein LRP5 oder LRP6 (bei Drosophila: Arrow), gebunden, was zu

einer SignalUbertragung und einer Stabilisierung des (3-Catenins fuhrt.

Das B-Catenin ist beim kanonischen Ubertragungsweg der zentrale Ubertragungsfaktor.
Uber die Verbindung von Zytoskelett-assoziierten Proteinen wie Vinculin und Mikrofilamen-
ten des Zytoskeletts vermittelt es die Zelladhasion. Das 3-Catenin interagiert zudem im Nu-
cleus mit Ubertragungsfaktoren wie dem lymphoid enhancer-binding factor 1/T cell-specific
transcription factor (LEF1/TCF), um die Ubertragung zu den Zielzellen anzustoRen. In man-
chen Fallen sind der Zelltyp oder multiple Zellen bis hin zu ganzen Geweben fir die Art der
Regulation der Wnt-Zielgene verantwortlich, in anderen Fallen tragt das Wnt-Signal zur Re-

gulierung bei (Wiese et al., 2018).
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Abbildung 3: Die kanonische Wnt-Signaliibertragung

TCF: T cell-specific transcription factor; APC: Adenomatous Polyposis Coli; GSK3: Glycogen Synthase
Kinase-3B; Dsh: Dishevelled; LRP5/6: low-density lipoprotein receptor-related protein. (Logan und
Nusse, 2004)

Die Zielgene der Wnt-Signaltransduktion kénnen jeweils aktiviert oder gehemmt werden und
sind in unterschiedlichen Organen bzw. Organismen zu finden. Auch bei neurodegenerativen
Erkrankungen spielt dieser Signalweg eine Rolle (Libro et al., 2016). Im kanonischen Wnt-
Signalweg sind weiterhin 14 Feedback-Kontrollschleifen eingefligt, die fir die reibungslose
Ubertragung sorgen sollen. Das bedeutet, Wnt-Signale konnen selbst auch Komponenten
des Wnt-Signalwegs aktivieren, wie zum Beispiel die Frizzled. Uber die Aktivierung oder In-
aktivierung bestimmter Zielgene sorgen die Wnts fir die Regulation ihrer Signalwege. Inzwi-
schen sind 135 Gene mit einer TCF-Bindungsstelle charakterisiert, die Uber Wnt reguliert
werden konnen, weitere sind Uber das Expressions-Profiling gefunden worden (Nusse,
2018).

1.3.2 Dickkopf-Genfamilie

Die DKK-Gene sind eine relativ kleine Genfamilie, bestehend aus vier Genen (DKK1-4) so-
wie einem mit dem DKK3 assoziierten Gen, DKKL1 (Dickkopf-like Protein 1, sloggy). DKK1
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wurde als erstes in seiner Funktion bei der embryonalen Hirnentwicklung als Wnt-Antagonist
bei Xenopus (Krallenfrosch) entdeckt und spater auch beim Menschen, anderen Wirbeltieren
und Wirbellosen identifiziert; die DKK-Gene werden zu den evolutionar altesten Genarten
gezahlt (Niehrs, 2006).

DKKs sind sekretierte Glycoproteine mit 255-350 Aminosauren und einer geschatzten Masse
zwischen 24 und 29 kDa fur DKK1, 2 und 4 sowie 38 kDa flir DKK3 (Niehrs, 2006). Die Ein-
zigartigkeit der DKK-Genfamilie beruht auf den beiden Domanen mit ihrer charakteristischen
Anordnung von Cysteinen (Abbildung 4). Die DKK-Gene sind beim Menschen wie folgt loka-
lisiert: DKK1 auf 10g11, DKK2 auf 4q25, DKK3 auf 11p15.3 und DKK4 auf 8p11. Laut Niehrs
(2006) gehéren demnach DKK1, 2 und 4 zur gleichen paralogen Chromosomengruppe
4/5/8/10. Auch bezogen auf die DNA-Sequenzen zeigen DKK1, 2 und 4 mehr Ahnlichkeiten
untereinander, wahrend DKK3 Ahnlichkeiten zu DKKL1 aufweist, das wiederum keinerlei

Ahnlichkeit mit den anderen Genen zeigt (Hamzehzadeh et al., 2018)

Auch im Hinblick auf die Funktionalitat sind Unterschiede zwischen den Proteinen DKK1, 2
und 4 einerseits und DKK3 andererseits festzustellen, die insbesondere die Regulation der
Wnt-Signalwege betreffen. Guder und seine Mitarbeiter (2006) schliefen auf eine Spaltung

der DKK-Familie zu einem evolutionar friihen Zeitpunkt.

colipase
DKK (o)
colipase
DKK2 (o)
colipase
s e

colipase
DKKL1

Abbildung 4: Die Anordnung der Proteindomanen bei den Genprodukten der DKK-
Familie

DKK: Dickkopf; DKKL: Dickkopf-like; DKK_N: N-terminale cysteinreiche Domane; sgy: sloggy. (Niehrs,
2006)
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Die erste, N-terminale cysteinreiche Doméane, DKK_N (frihere Bezeichnung: Cys1), ist in
dieser Form nur bei den DKK-Proteinen anzutreffen, wahrend die zweite, C-Terminale cys-
teinreiche Domane (friiher Cys2) aus einem Muster von zehn Cysteinen besteht, die demje-
nigen von Colipasen entspricht (Niehrs, 2006). Alle DKK-Gene bei Wirbeltieren enthalten
beide Domanen. Die sgy-Domane (sloggy) findet sich nur bei DKK3 und DKKL1.

DKK1, 2 und 4 sind Antagonisten der Wnt-Signalwege, indem sie die Wnt-Co-Rezeptoren
LRP5 und 6 hemmen (Shao et al., 2017). Neben der inhibitorischen Wirkung auf die kanoni-
sche Wnt-Signalkette fihrt DKK1 gleichzeitig zu einer Aktivierung der nicht kanonischen
Wnt/JNK-Signalkette (Killick et al., 2014). Darlber hinaus ist insbesondere beim DKK2 auch

eine aktivierende Wirkung auf die kanonischen Wnt-Signale bekannt.
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Abbildung 5: Modell der Interaktion der DKK-Gene 1 und 2 bei der Wnt/B-Catenin-
Ubertragung

a: Der Ligand Wnt bildet mit dem Frizzled-Rezeptor (Fz) und dem Co-Rezeptor LRP6 einen Dreifach-
komplex, der zur Stabilisierung des Botenstoffs 3-Catenin und damit zur Aktivierung des Signals flhrt
b: Die Bindung von DKK1 an LRP6 fihrt zur Stérung der Signaliibertragung durch die Verhinderung
von Wnt-Bindungen an die Frizzled-Rezeptoren; c: Die Signalhemmung geschieht dariber hinaus
auch durch Endozytose Uber die DKK1-Co-Rezeptoren Kremen (Krm); d: Unabhangig davon kann
DKK2 die Bildung von LRP6 férdern, was zur Aktivierung des Signalweges beitragt (Niehrs, 2006).

Die DKKs modulieren insbesondere den kanonischen Wnt-Signalweg (Abbildung 5). Der
Ligand Wnt bildet mit dem Frizzled-Rezeptor und dem Co-Rezeptor LRP6 einen Dreifach-
komplex, der zur Stabilisierung des Botenstoffs 3-Catenin und damit zur Aktivierung des Sig-
nals fuhrt (Abbildung 5a). Die Bindung von DKK1 an LRP6 fuhrt zur Stérung der Signaliber-
tragung durch die Verhinderung von Wnt-Bindungen an die Frizzled-Rezeptoren (Abbildung
5b). Die Signalhemmung geschieht dariber hinaus auch durch Endozytose Uber die DKK1-
Co-Rezeptoren Kremen (Krm, Abbildung 5c). Unabhangig davon kann DKK2 die Bildung von
LRP6 fordern, was zur Aktivierung des Signalweges beitragt (Abbildung 5d).
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Da alle DKK-Gene in die Wnt-Signalwege eingebunden sind, haben sie eine grundlegende
Bedeutung bei der embryonalen Entwicklung. Eine ausfiihrliche Ubersicht (iber die Beteili-
gung von DKK1 wurde zuletzt 2010 von der Arbeitsgruppe um Lieven (2010) veroffentlicht.
DKK1 ist an der Ausbildung des Kopfes beteiligt, wie z. B. anhand von Xenopus-Embryonen
belegt wurde. Es zeigte sich zudem der Einfluss von DKK1 auf die Gastrulation. Eine Uber-
aktivierung von DKK1 flihrte zu Entwicklungsstérungen von Chorda, Grof3hirn und Augen bei

Zebrafischen und Kopfwuchsstérungen bei Mausen (Lieven et al., 2010).

Ebenso kommt DKK1 wahrscheinlich eine Rolle bei der Entwicklung myokardialer Gewebe
und damit der Formung des Herzens zu (Duefias et al., 2017). Dartber hinaus wird seine
Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert, insbesondere seine Beteiligung am

degenerativen Prozess bei der Alzheimer-Demenz (Purro et al., 2014).

Der Einfluss der DKK-Gene beim Menschen ist insbesondere in Bezug auf Krebserkrankun-
gen erforscht worden. Einen aktuellen Uberblick Uiber die Studienlage gibt die Arbeitsgruppe
um Shao (2017). DKK1 kommt hochreguliert in Cholangiokarzinomen, Chondrosarkomen,
Leberzellkarzinomen, Blasenkrebs, Brustkrebs, Bauchspeicheldrisenkrebs, multiplen
Myelomen, Prostatakarzinomen, Speiserdéhrenkarzinomen und Kehklopfkrebs vor; eine ver-
minderte Expression wurde bei Schilddriisenkrebs, Adenokarzinomen des Dickdarms, zervi-
kalen Karzinomen und Lungenkrebs festgestellt. Da DKK2 nur im Zusammenspiel mit LRP6
in den Wnt/B-Catenin-Signalweg eingreifen kann, ist ein Effekt einer Uberexpression immer
von einer ausreichenden LPRG6-Konzentration abhangig. Dies konnte beim Prostatakarzi-
nom, dem Ewing-Sarkom und bei Dickdarmkrebs gezeigt werden. Meist wird aber DKK2
uber RNA-Interferenz oder epigenetische Mechanismen herunterreguliert. Dies konnte bei
Zungenkarzinomen, Speiserdhrenadenokarzinomen, Eierstockkrebs, Nierenkrebs und Le-
berzellkarzinomen festgestellt werden (Shao et al., 2017). DKK4 hat im Wnt-Signalweg ver-
mutlich eine ahnliche Rolle wie DKK1, allerdings kann es auch Liganden fir andere Signal-

wege binden und fungiert somit als Baustein in mehreren Signalketten (Shao et al., 2017).
1.4 Dickkopf 3

DKKS ist zwar ein Mitglied der Dickkopf-Familie, jedoch ist die Interaktion mit dem Wnt-
Signalweg weiterhin unklar. Méglicherweise ist DKK3 nicht in den kanonischen, sondern in
den Wnt/PCP-Signalweg involviert (Hamzehzadeh et al., 2018).

1.4.1 DKK3 und Krebs

Zu DKK3 liegen bisher nur wenige empirische Untersuchungen vor, der bisherige For-
schungsstand ist daher Uberschaubar. Es sind noch nicht alle Funktionen geklart, die DKK3

im Korper ubernimmt (Inoue et al., 2017). DKK3 ist vor allem hinsichtlich seiner Wirkungen
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auf Krebszellen untersucht worden. Es gibt eine Reihe von Hinweisen darauf, dass DKK3
einen inhibitorischen Effekt auf das Tumorwachstum hat. Eine verminderte Expression von
DKK3 konnte nachgewiesen werden in Melanomen, basalem Brustkrebs, Magenkrebs, Nie-
renzellenkrebs und Bauchspeicheldriisenkrebs. Dagegen findet sich in Hepatoblastomen

und Adenokarzinomen der Speiserohre eine Uberexpression (Shao et al., 2017).

Zenzmaier und seine Mitarbeiter (2008b) flhrten aus, dass die Downregulierung des DKK3
in Prostatakrebs-Epithelzellen allerdings mit einer verstarkten Expression in den Blutgefallen
einhergeht. Diese Regulation der Zellmorphogenese verlauft vermutlich nicht Gber den Wnt-
Signalweg, sondern Uber eine Transforming-growth-factor- (TGF)-B-abhdngige Reaktion.
DKKS inhibiert die Expression der Metalloproteasen 2 und 9 und halt damit die normale Zell-
organisation aufrecht (Romero et al., 2016). Die Arbeitsgruppe um Li (2017b) konnte zeigen,
dass die Uberexpression von DKK3 die Zellproliferation inhibiert sowie die Apoptose und die
Kollagensynthese (ber eine TGF-abhangige Signalkette aktiviert. Durch den engen Zusam-
menhang von DKK3-Expression und dem Outcome bei verschiedenen Tumoren, wie akuter
lymphoblastischer Leukdmie oder Leberkarzinomen, gilt DKK3 auch als einer der wenigen

Biomarker fur Krebs (Hamzehzadeh et al., 2018).

Einige der Studien im Bereich der Krebsforschung sind als Assoziationsstudien zu Polymor-
phismen des DKK3 angelegt. Mithilfe dieses Studiendesigns wurde beispielsweise eine mdg-
liche modifizierende Wirkung von DKK3-Polymorphismen auf das Wachstum von Nierentu-
morzellen festgestellt (Goggolidou, 2014). Weiterhin scheint der DKK3-SNP rs7396187 einen
Schutzeffekt bei Lungenkrebspatienten zu besitzen (Bahl et al., 2017).

Bislang steht auch der SNP in Verdacht, in bestimmten Krebserkrankungen involviert zu
sein. Zwar stellte sich heraus, dass keine Assoziation zum Magenkrebs besteht (Wu et al.,
2016), allerdings zeigte sich, dass dieser SNP zusammen mit der Risikovariante in DKK2
rs419558 zu einer Verdopplung des Risikos einer Lungenkrebserkrankung fuhrt (Bahl et al.,
2017). Weiterhin scheint rs3206824 einen Einfluss auf das Tumorgeschehen beim Nieren-
zellkarzinom zu haben (Hirata et al., 2009). Vermutlich beeinflusst dieser SNP die Bindung
der microRNA-183, die DKK3 herunterreguliert und so als Onkogen fungiert (Zhang et al.,
2018).

1.4.2 DKKS3 und Kognition

Neben dem Schwerpunkt der tumorregulativen Wirkung wurde dem Thema des Einflusses
auf neuronale Prozesse und der Kognition bei DKKS3 in der Forschung nur wenig Aufmerk-
samkeit geschenkt. Eine Duplikation der Genregion, in der auch DKK3 liegt, hat einen Ein-

fluss auf den Intellekt des Betroffenen (Kaminsky et al., 2011).
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Messungen des Expressionslevels erbrachten eine hohe Konzentration von DKK3 im Hirn-
gewebe (Shao et al., 2017). Zudem werden sowohl die embryonale Hirnentwicklung als auch
die synaptischen Funktionen und die Apoptose im Hirn durch DKK3 gesteuert (Krupnik et al.,
1999). DKK3 scheint bei der Ausbildung und Differenzierung von callosalen Projektionsneu-
ronen eine wichtige Rolle zu spielen (Molyneaux et al., 2009). Die Funktion des DKK3 bei
der Entwicklung auch neokortikaler Hirnareale legt nahe, dass durch ihre Expression hdohere

kognitive Funktionen berthrt werden.

Eine Studie erbrachte mittels In-situ-Hybridisierung bei alteren Schizophreniepatienten eine
geringere DKK3-Expression im superioren lateralen Kortex und den pyramidalen Zellen des
Hippocampus (Ftouh et al., 2005). Die DKK3-Expression im Plasma scheint zudem mit dem
Alter anzusteigen (Zenzmaier et al., 2008a). Diese Studien wurden aber bisher nicht um Un-
tersuchungen zum kognitiven Status der Versuchspersonen und mogliche Zusammenhange

mit dem DKK3-Level erganzt.

Von Zenzmaier und seinen Mitarbeitern (2009) stammt die bisher einzige Studie, welche den
Zusammenhang zwischen dem DKK3 und kognitiven Ausfallen naher erforscht. Hierbei ging
es um die Frage nach der Mdglichkeit, den DKK3 als diagnostischen Marker fir die Alzhei-
mer-Demenz zu nutzen. Auch hier wurden DKK3-Expressionen in den pyramidalen Neuro-
nen insbesondere im Plexus choroideus, im frontalen Kortex und im Hippocampus gefunden.
Alzheimer-Patienten besallen im Vergleich zur nicht klinischen Kontrollgruppe und zur Grup-
pe von Patienten mit Depressionen und minimalen kognitiven Funktionsstérungen (mild cog-
nitive impairment, MCI) signifikant erhéhte DKK3-Level sowohl im Plasma als auch im Li-
quor. Die Autoren schlussfolgern, dass DKK3 im Plexus choroideus produziert und Uber das
Plasma transferiert wird, ebenso wie eine Produktion und Verbreitung von DKK3 uber die
kortikalen Pyramidalzellen maoglich ist. Zenzmaier und seine Mitarbeiter wiesen nach, dass
DKK3 als ein zusatzlicher diagnostischer Marker insbesondere bei der Differenzialdiagnose
von Alzheimer und MCI eingesetzt werden kdnnte (Zenzmaier et al., 2009). Dartber hinaus
zeigt es auch eine Co-Lokalisation mit den Amyloid-B-Plaques der Patienten (Bruggink et al.,
2015).

Dieser Einfluss des DKK3 erfolgt mdglicherweise iber eine Interaktion mit TGF-B1. TGF-1
gehort zu einer Gruppe von 40 strukturverwandten regulatorischen Proteinen. TGF-B1 wird
unter anderem eine neuroprotektive Funktion zugesprochen (Dhandapani und Branin, 2003;
Qian et al., 2008). Bei Personen, die an Alzheimer erkrankt sind, konnten auch fur TGF-81
erhéhte Mengen im Gehirn selbst und in den Gefal3en festgestellt werden (Haque und Nazir,
2016). Daraus kann geschlossen werden, dass eine Dysfunktion des TGF-f3 Signalweges ein

kausaler Faktor bei der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung ist (Zhang et al. 2016).
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Neben der Funktion von DKK3 im Wnhnt-Signalweg sind weitere Funktionen des Proteins
denkbar, die letztendlich die Leistung des Gehirns beeinflussen kénnen. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass durch das Fehlen des DKK3 die Regulation der Zellinteraktion gestort
ist (Alfonso et al., 2014). Dies wurde in vitro an Ntera2-Zellen in Suspension nachgewiesen,

die auf einen Retinolsaureimpuls hin zu Neuronen ausdifferenzieren.
1.5 Einfluss von SNPs auf Transkripiton und Translation

Die Arbeitsgruppe um Sniekers (2017) konnte viele SNPs mit der Auspragung der Intelligenz
in Zusammenhang bringen. Dabei stellt sich die Frage, welcher Mechanismus einer derarti-
gen Auspragung zugrunde liegen konnte. Einerseits verandert eine Punktmutation im codie-
renden Bereich eines Gens mdglicherweise die translatierte Aminosauresequenz, was Kon-
sequenzen fur die Sekundar-, Tertidr- und sogar Quartarstruktur des Proteins haben kann.
Die Mechanismen intronischer Varianten sind dagegen weniger leicht erklarbar. Nach einer
maoglichen Veranderung der Aminosauresequenz kann eine Punktmutation zu einem veran-
derten SpleiRverhalten der pra-mRNA filhren. So kann damit durch eine Anderung der Bin-
dungsstellen regulatorischer Proteine das Bindungsverhalten der Komponenten des
SpleiRosoms an der pra&-mRNA verandert und so eine alternative Spleil3stelle bevorzugt
werden (z. B. Ahsan et al., 2017). Weiterhin kdnnen durch exonische oder intronische Poly-
morphismen SpleiRenhancer oder -silencer veréndert werden. Um diese aufspiren zu kon-
nen, existieren bereits entsprechende webbasierte Programme (z. B. Cartegni et al., 2003;
Smith et al., 2006).

Eine weitere Mdglichkeit der Beeinflussung der Expression eines Gens Uber die Primarse-
quenz der RNA ware eine veranderte Transkription Uber Proteine, die an die fertig prozes-
sierte mMRNA binden, aber zunachst eine Translation verhindern und damit ebenfalls die Pro-
teinkonzentration modulieren kénnen (Vaklavas et al., 2017). Eine weitere Regulationsstelle
sind Transkriptionsfaktorbindungsstellen, Transkriptionsenhancer oder -silencer die auch
innerhalb des betroffenen Gens liegen kénnen, das sie beeinflussen (Zhenilo et al., 2015).
Eine weitere Ebene der Regulation ist die Methylierung der DNA (Li und Zhang, 2014). Es
konnte gezeigt werden, dass dieser epigenetische Mechanismus eine wichtige Rolle in der

altersabhangigen Neurodegeneration und bei kognitiven Defekten spielt (Xu, 2015).
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2 Fragestellung

Die Intelligenz zahlt zu den kognitiven Fahigkeiten des Menschen, die zu einem erheblichen
Anteil genetisch bedingt sind. Dabei handelt es sich nicht um ein monogenetisches Merkmal,
sondern um ein Merkmal, welches durch eine Vielzahl unterschiedlicher Gene und Genklas-

sen zu jeweils einem kleinen Anteil beeinflusst wird.

Das DKK3-Gen gehort zur DKK-Genfamilie, welche Uber den Wnt-Signalweg auf eine Viel-
zahl von Zellentwicklungsprozessen Einfluss nimmt. Neben seiner suppressiven Wirkung auf
Krebszellen wird auch eine Funktion des DKK3 bei der Hirnentwicklung angenommen. Es
konnte bereits eine erhohte DKK3-Expression sowohl im Plasma als auch im Liquor bei Alz-
heimer-Patienten im Vergleich zu Patienten mit leichten kognitiven Stérungen gezeigt wer-

den, was Auswirkungen auf die kognitiven Leistungen denkbar macht.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, das DKK3-Gen auf seinen Zusammenhang mit kognitiven Leis-

tungen an einer nicht-klinischen, deutschen Stichprobe zu untersuchen.

Dazu wurde eine Untersuchung der genomischen DNA an 2452 gesunden Probanden mit
Bestimmung der Allel- und Genotypenfrequenzen fur die Polymorphismen rs3206824 und
rs7480000 durchgefihrt.

Zur Bestimmung des Intelligenzniveaus diente der Hamburg Wechsler Intelligenztest fur Er-
wachsene in seiner revidierten Fassung von 1991 (HAWIE-R). Die Allel- und Genotypfre-
quenzen sollten jeweils zur Gesamttestleistung sowie zu den Ergebnissen der einzelnen

Untertests in Beziehung gesetzt werden.
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3 Material und Methodik

3.1 Vorbedingungen der Studiendurchfuhrung

Die Rekrutierung der Probanden fir die Studie erfolgte per Zufallsauswahl unter der Einwoh-
nerschaft Minchens, die Adressen wurden vom Einwohnermeldeamt zur Verfligung gestellt.
Die Rekrutierung folgte einem mehrstufigen Vorgehen, bei dem zunachst eine schriftliche
Einladung und Informationen zur Studie verschickt wurden. Wurde von den Adressaten das
Einverstandnis zur Studienteilnahme gegeben, wurde ein Telefonscreening durchgefihrt, bei
dem die Ein- und Ausschlusskriterien zur Studie abgeklart wurden. Kam der Proband auf-
grund des Screenings fur die Studie infrage, wurde er zu den weiteren Untersuchungen ein-

geladen.

Alle Studienteilnehmer wurden Uber die Zielsetzung der Studie sowie die Anonymisierung
der gewonnenen Daten aufgeklart. Die Teilnahme an der Untersuchung erfolgte freiwillig.

Von jedem Probanden lag eine schriftliche Einverstandniserklarung vor.
3.2 Studienteilnehmer

Zur Studie wurden weibliche und mannliche Probanden im Alter zwischen 18 und 70 Jahren
ausgewahlt. Ein weiteres Einschlusskriterium war die deutsche Herkunft: Personen mit Mig-
rationshintergrund (Eltern oder Grofeltern ohne deutsche Staatsbirgerschaft) wurden nicht
berlcksichtigt. Als Ausschlusskriterium wurden eine eigene psychiatrische Erkrankung, Ab-
hangigkeiten und Substanzabusus, psychiatrische Erkrankungen bei Verwandten sowie neu-
rologische oder andere korperliche Erkrankungen mit potentiellen Auswirkungen auf psychi-
sche Prozesse festgelegt. Weiterhin wurden in der Studie nur nicht miteinander verwandte

Personen einbezogen.

Insgesamt wurden 2452 Teilnehmer in die Studie eingeschlossen, davon 1122 mannlich und
1330 weiblich.

3.3 Studiendesign

Das Studiendesign fur die hier vorgelegte Studie ist in Abbildung 6 (Seite 24) dargestellt. Es
soll dabei auf der einen Untersuchungsseite das Vorhandensein der verschiedenen Allele der
DKK-Polymorphismen untersucht werden. Der zweite Untersuchungsstrang Uberprift die
Intelligenz der Studienteilnehmer mittels HAWIE. Ziel ist es, eine Assoziation zwischen der

Allelausstattung und den Ergebnissen des Intelligenz-Tests herzustellen.
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Fragestellung:
Zusammenhang zwischen
Intelligenz und
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Abbildung 6: Studiendesign der empirischen Untersuchung

3.4 Datenerhebung

3.4.1 Erfassung des Intelligenzstatus: HAWIE-R

Die Intelligenz der Probanden wurde mittels des Hamburg-Wechsler-Intelligenztests fur Er-
wachsene nach Wechsler (1964) in der revidierten Fassung (HAWIE-R; Tewes, 1994) er-
fasst. Die Durchfuhrung erfolgte im Jahr 2009. Der HAWIE-R ermdglicht die Messung von
Intelligenz nach dem Ansatz von Wechsler (1964), wonach die Ergebnisse von Intelligenz-
tests auf einen Generalfaktor sowie auf jeweils spezifische Faktoren zurlickgehen, die in
verbal orientiert oder handlungsorientiert eingeteilt werden kénnen. Entsprechend gliedert
sich der Test in 11 Untertests auf, die unterschiedliche Leistungen abrufen und in sechs Ver-
baltests sowie funf Handlungstests unterteilt sind. Dieses Verfahren eignet sich sowohl zur
Einschatzung des allgemeinen Intelligenzstatus als auch zur Untersuchung von spezifischen

Intelligenzleistungen.
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Untertest Allgemeines Wissen

Dieser Untertest besteht aus insgesamt 24 Fragen aus unterschiedlichen Wissensgebieten
mit ansteigendem Schwierigkeitsgrad. Es werden allgemeine Kenntnisse verlangt, die von
einer Person mit durchschnittlichem Bildungsniveau im europaischen Kulturkreis erwartet
werden. Hierbei wird eine allgemeine intellektuelle Leistungsfahigkeit bei stark kultureller
Abhangigkeit erhoben (Tewes, 1994). Bei Nicht- oder Falschbeantwortung von finf Fragen

nacheinander wird der Untertest abgebrochen.

Untertest Zahlen Nachsprechen

Bei diesem Untertest sollen vom Probanden sieben Zahlenreihen mit jeweils ansteigender
Ziffernzahl nachgesprochen werden. Die Zahlenreihen missen im ersten Durchgang in glei-
cher Reihenfolge, im zweiten Durchgang in umgekehrter Reihenfolge dargeboten werden.
Der Test wird abgebrochen, wenn der Proband zweimal nacheinander erfolglos bleibt (Te-
wes, 1994).

Mit diesem Untertest werden die akustische Merkfahigkeit sowie die Aufmerksamkeitsleis-
tung erfasst. Ausfalle kdbnnen evtl. Hinweise auf hirnorganische Veranderungen liefern; auch
bei psychiatrischen Erkrankungen oder hoher Testangst kann die Leistung der Probanden

herabgesetzt sein.

Untertest Wortschatz

Bei diesem Untertest sind die Probanden angehalten, 32 Wérter von ansteigendem Schwie-
rigkeitsgrad mit eigenen Worten zu erklaren. Das Handbuch enthalt Vorgaben Uber die Be-
wertung der von den Probanden abgegebenen Antworten (Tewes, 1994). Bei funf falsch oder
nicht beantworteten Fragen wird der Untertest abgebrochen. Der Wortschatztest gilt als ein
sehr gutes Mal fur die allgemeine Intelligenz sowie die verbale Begriffsbildung und sprachli-

ches Ausdrucksvermdgen unter der Voraussetzung der Muttersprache.

Untertest Rechnerisches Denken

Es werden 14 Rechenaufgaben mit anwachsendem Schwierigkeitsgrad dargeboten, die von
den Probanden unter Zeitbegrenzung im Kopf geldst werden sollen. Bei den Rechenaufga-
ben werden einfache numerische Operationen der vier Grundrechenarten abgepruft. Beim
Uberschreiten der Zeitgrenze von 120 Sekunden gilt die Aufgabe als nicht geldst. Wenn drei

Aufgaben nacheinander nicht gelést werden, wird der Untertest abgebrochen (Tewes, 1994).

Der Untertest Rechnerisches Denken gilt als ein gutes Mal} der allgemeinen Intelligenz so-

wie der geistigen Beweglichkeit, allerdings sind die Ergebnisse von der schulischen Leistung
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bzw. schulischen und beruflichen Erfahrungen abhangig. Eine geringe Konzentrationsfahig-

keit kann ebenfalls zu niedrigeren Testergebnissen flhren.

Untertest Allgemeines Verstandnis

Bei diesem Untertest sollen die Probanden 13 Fragen des Alltags bei ansteigender Schwie-
rigkeit beantworten. Die vom Testautor als richtig definierten Antwortmoéglichkeiten werden
fur den Testleiter im Anhang des Handbuches erlautert. nach vier nicht oder falsch beantwor-
teten Fragen in Folge wird der Test abgebrochen (Tewes, 1994). Dieser Untertest erfasst das
logische Denken (Denken in Ursache-Folge-Zusammenhangen) sowie die Fahigkeit, All-
tagserfahrungen zu verwerten und zu beurteilen. Auch dieser Untertest ist von den kulturel-

len Vorerfahrungen einer Person abhangig.

Untertest Gemeinsamkeiten Finden (GF)

Bei diesem Test wird der Proband gebeten, zu zwei vorgegebenen Begriffen einen Oberbe-
griff zu bilden. Der Untertest besteht aus 16 Wortpaaren mit ansteigender Schwierigkeit. Die
als richtig zu wertenden Antwortmaoglichkeiten sind im Handbuch zu finden. Nach vier falsch
oder nicht beantworteten Begriffen in Folge wird der Untertest abgebrochen (Tewes, 1994).
Der Test Gemeinsamkeiten Finden gilt als ein ausgezeichnetes Mal flur verbales Abstrakti-
onsvermoégen und logisches Denken und ist damit ein guter Indikator fur die allgemeine Intel-

ligenz bei geringerer kultureller Abhangigkeit.

Untertest Bilder Ergénzen

Es werden 17 Bildvorlagen dargeboten, auf den dargestellten Bildern fehlt jeweils ein be-
deutsames Teil. Der Proband wird gebeten, dieses Teil zu benennen. Wenn drei aufeinander-
folgende Aufgaben nicht oder falsch gelést wurden, wird der Untertest abgebrochen (Tewes,
1994). Dieser Untertest erfasst die Fahigkeit zur visuellen ldentifikation sowie zur Unter-
scheidung von wichtigen und unwichtigen Details. Bilder Erganzen differenziert daher vor
allem im unteren Intelligenzbereich, dartber hinaus ist er stark durch kulturelle Erfahrungen
gepragt und muss daher in regelmaRigen Abstanden auf zeitgemalie Bildvorgaben Uberprift

werden.

Untertest Bilder Ordnen

In diesem Untertest werden dem Probanden 10 Bilderserien von jeweils drei, finf oder sechs
Bildern dargeboten, die der Proband nach dem Handlungsablauf auf den Bildern in eine logi-
sche Reihenfolge bringen soll. Wenn vier Aufgaben in Folge nicht gelést werden konnten,

wird der Test abgebrochen (Tewes, 1994). Bilder Ordnen erfasst die Fahigkeit des Proban-
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den, komplexe soziale Situationen wahrzunehmen und zu verstehen. Damit misst dieser Test

in hohem Mal3e die soziale Intelligenz.
Mosaiktest

Beim Mosaiktest werden 9 Wiirfel, deren Seiten aus einer oder zwei farbigen Flachen beste-
hen, dargeboten. Der Proband erhalt daneben neun Kartchen mit geometrischen, farbigen
Mustern mit aufsteigendem Schwierigkeitsgrad, die mithilfe der Wirfel nachgebaut werden
sollen. Fur diese Aufgabe sind bestimmte Zeitgrenzen festgelegt worden. Der Test wird ab-
gebrochen, wenn drei Aufgaben nacheinander falsch oder nicht gelést wurden (Tewes,
1994). Durch den Mosaiktest werden neben der allgemeinen Intelligenz vor allem das raum-
liche Vorstellungsvermdgen, Abstraktionsvermdgen und deduktives Denken erfasst. Dane-
ben ist der Test in der klinischen Diagnostik bedeutsam, da er Hinweise auf Hirnleistungssto-

rungen erbringen kann.

Untertest Figurenlegen

Bei diesem Test werden dem Probanden jeweils vier asymmetrische, aus nur wenigen Teilen
bestehende Puzzles dargeboten, die dieser moglichst rasch zur richtigen Figur zusammen-
setzen soll. Hierbei wird die dazu bendtigte Zeit abgenommen (Tewes, 1994). Dieser Test
soll die Fahigkeit zur Herstellung von Beziehungen zwischen dem Ganzen und seinen Teilen
erfassen; er differenziert allerdings vor allem im unteren Intelligenzbereich und bietet Hinwei-

se auf den Problemldsestil und die Handlungsschnelligkeit einer Person.

Zahlen-Symbol-Test

Beim Zahlen-Symbol-Test wurden die einstelligen Zahlen 1-9 jeweils einem abstrakten Sym-
bol zugeordnet. Der Proband erhalt den Zuordnungsschlissel und die Aufgabe, eine Tabelle
von 100 Zahlenfeldern so schnell wie mdglich durch das dazugehérige Symbol zu erganzen.
Es handelt sich um einen reinen Schnelligkeitstest (Speedtest), d.h. unabhangig von der
Aufgabenbearbeitung wird der Test nach 90 Sekunden abgebrochen. Die Auswertung erfolgt
mithilfe einer Schablone (Tewes, 1994). Der Zahlen-Symbol-Test soll die Informationsverar-
beitungsgeschwindigkeit sowie das visuelle Kurzzeitgedachtnis erfassen. Daneben ist er ein

gutes MaR fur die Konzentrationsfahigkeit. Die Ergebnisse sind in hohem Male altersabhan-

9ig.
3.4.2 Durchfiuhrung, Auswertung und Interpretation des HAWIE-R

Die Durchfuhrung des HAWIE-R verlangt vom Testleiter ein hohes Mal} an Koordinationsfa-
higkeit und EinfGhlungsvermdgen. Da der HAWIE-R vorrangig zur Untersuchung von Leis-

tungsausfallen und Leistungsstérungen, z.B. in der klinischen Diagnostik bei psychiatrischen
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oder neurologischen Krankheitsbildern, speziell bei der Diagnostik von Hirnleistungsstorun-
gen oder zur Abbildung von Alterungsprozessen eingesetzt wird, ist der Testleiter angehal-
ten, eine konstruktive und ermutigende Atmosphare zur Leistungstestung herzustellen (Te-
wes, 1994). Muss ein Test aufgrund mehrerer falsch oder nicht geléster Aufgaben abgebro-
chen werden, sollten die Probanden nicht das Geflihl des Versagens erhalten. Der Testleiter
sollte mit dem Material vertraut sein, um gleichzeitig die unterschiedlichen Anweisungen um-
zusetzen, die Zeithnahme durchzuflihren und die Ergebnisse zu dokumentieren. Die Anleitun-
gen nebst den méglichst wortlich wiederzugebenden Testanweisungen sind ausfihrlich im
Handbuch erlautert (Tewes, 1994). Die Testdauer betragt 60-90 Minuten.

Gleichfalls ist auch die Auswertung des Tests standardisiert, die Auswertungsmodi sind im
Handbuch ausfihrlich erlautert. Je Untertest werden die Rohpunktwerte zusammengefasst
und in Standardwerte ("Wertpunkte A und B") umgewandelt. Der Mittelwert der Wertpunkte
betragt 10, die Standardabweichung 3 Punkte. Die Wertpunkte A sind als Abweichungswerte
von den Erwartungswerten der Altersgruppe 20-34 Jahre definiert, sie dienen auch der 1Q-
Bestimmung. Die Wertpunkte B erlauben eine altersgruppen- und leistungsgruppenorientier-
te Bestimmung des Leistungsstandes des Probanden. Die Wertpunkte der verbal orientierten
sowie der handlungsorientierten Untertests werden jeweils zusammengefiihrt und kdnnen
daraufhin in den Intelligenzstandardwert des 1Q (Mittelwert: 100 Punkte, Standardabwei-
chung: 15 Punkte) umgewandelt werden. Daraus ergibt sich auch die Bestimmung des Ge-
samt-1Q des Tests (Tewes, 1994).

Aus dieser Auswertung ergibt sich ein bestimmtes Leistungsprofil, das im Testbogen einge-
tragen wird und Aussagen Uber das generelle intellektuelle Leistungsniveau sowie bestimmte
Leistungsspitzen und Leistungsabfalle erlaubt. Beispielsweise kdnnen die Unterschiede zwi-
schen Verbal- und Handlungsteil oder zwischen zeitgebundenen und nicht-zeitgebundenen
Tests interpretiert werden (Tewes, 1994). Da einige Untertests stark von bestimmten Kultur-
leistungen oder Kulturerfahrungen abhangig sind, sollten die Ergebnisse entsprechend auch
kultur- und milieuspezifisch ausgewertet und interpretiert werden (Tewes, 1994). Es liegen
gesicherte Normwerte fir den Jugend- und Erwachsenenbereich im Alter zwischen 16 und

74 Jahren vor.

3.4.3 Testgiite und Bewertung des HAWIE-R

Der HAWIE-R war zum Zeitpunkt der Datenerhebung einer der meistverwendeten Leistungs-
tests in Deutschland (Roth und Herzberg, 2008). Dieser Test wird regelmalig weiterentwi-
ckelt, die aktuelle Version ist WAIS-IV (Petermann, 2012). Er differenziert gut bis zu 2 Stan-
dardabweichungen vom Mittelwert. Allerdings ist die Differenzierungsfahigkeit im oberen In-

telligenzbereich eingeschrankt, es kommt zu "Deckeneffekten”, da die Aufgabenstellungen
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fur diese Personengruppe vielfach zu leicht sind (Tewes, 1994). Die Starken des HAWIE lie-
gen in der Ermittlung eines ganzheitlichen Leistungsprofils im unteren Intelligenzbereich so-

wie zur Diagnostik spezifischer Leistungsausfalle.

Der HAWIE-R liegt eine Reihe von Untersuchungen zur Testglte vor (Tewes, 1994). Die
Durchflhrungsobjektivitat des Tests ist aufgrund seines Charakters als Individualtests haufig
eingeschrankt, in Abhangigkeit von der Erfahrung des Testleiters mit diesem Test. Hier gilt
es, einen Mittelweg zwischen der moglichst standardisierten Testvorgabe und einem indivi-
duellen Eingehen auf mdglicherweise durch Alter oder Krankheit beschrankte Testpersonen
zu finden. Auch die Auswertungsobjektivitat ist bei einzelnen Untertests trotz Handbuch ein-
geschrankt, da viel Erfahrung bei der Punktvergabe und der Bewertung der Antworten vor-
handen sein muss. Die Reliabilitdt des HAWIE-R wurde mehrfach geprift. Die internen Kon-
sistenzen des HAWIE-R liegen im zufriedenstellenden Bereich. Zur Validitat des Tests liegen
Faktoranalysen vor, die eine Zweifaktoren-Struktur des Tests nahelegen. Die Trennung von
Verbal- und Handlungstests im HAWIE-R konnte demnach bestatigt werden. Weiterhin wur-
den Vergleichsuntersuchungen von Absolventen unterschiedlicher Schulformen durchgefuhrt
(Haupt, 2008).

3.5 Molekulargenetische Analysen

3.5.1 DNA-Extraktion

Zunachst wurde von allen Studienteilnehmern etwa 7-10 ml vendses Blut abgenommen. Es
wurden EDTA-Monovetten (Sarsted, NUmbrecht) verwendet, um die Gerinnung des Blutes
zu verhindern. Die Anonymisierung der Proben erfolgte durch die Verwendung von Codes fur
die Proben, die den identischen Codes der jeweiligen Intelligenztests zugeordnet werden
konnten. Die genomische DNA wurde aus jeweils 5-10 ml Blut mithilfe des Q/Aamp DNA
Blood Maxi Kit extrahiert. Tabelle 1 (Seite 30) enthalt eine Auflistung der fur die folgenden

Arbeitsschritte verwendeten Materialien.

Die Schritte zur DNA-Extraktion folgten den Anweisungen der Qiagen GmbH (Hildesheim) fur
den QlAamp DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, 2005). Diese folgt dem Prinzip, die DNA an eine
Silikagelmembran zu binden, wobei chaotrope Salze zur Entfernung und Denaturierung der
Proteine sowie Ethanol zur Entfernung der Hydrathlllen der Nukleinsduren zugegeben wer-
den. Darauf folgen Waschschritte, die zur Reinigung der gebundenen DNA flhren. Durch
Zugabe eines basischen Puffers wurde die DNA von der Saule eluiert. Mit dieser Methode

kénnen aus 10 ml Blut bis zu 200 pg gnomische DNA isoliert werden.
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Tabelle 1: Liste der verwendeten Materialien und Reagenzien

Material / Reagenz / Gerat Volumen Hersteller

QIAamp DNA Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Protease 500 pl

AL Puffer 12 mi

Puffer AW1 (Guadinin-HClI-haltig) 5ml

Puffer AW2 (ethanolhaltig) 5ml

AE Puffer 1 mi

QlAamp Maxi Spin Saulen 50 ml
1 x PBS-Puffer

8 g NaCl

0,2 g KClI eigene Herstellung, Chemi-

1,44 g Na2HPO4 kalien von Carl Roth, Karls-

0,24 g KH2PO4 ruhe

ad 1 | mit Aqua dest.
Mit NaOH auf pH 7 Einstellen
Ethanol (Rotipuran (>98 % p.A.) 10 ml  Carl Roth, Karlsruhe
Micro Schraubréhre 2.0ml  Sarstedt, Nimbrecht
Pippettenspitzen glr\c{jer.{: Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefalie mit Deckel 2ml  Eppendorf, Hamburg

. .. 15 ml, ..
Reaktionsrohrchen 50 ml Sarstedt, Nimbrecht

Vortex Genie

Scientific Industries, New
York, USA

Wasserbad WNB 22

Memmert, Schwabhausen

Kuhlzentrifuge CF108-GR

VWR Life Science Compe-
tence Center, Erlangen

Vorbereitung der Proben und Zelllyse

Zunéchst wurde das EDTA-Blutvolumen mit 1x PBS in 50 ml Zentrifugenrohrchen auf 10 ml

adjustiert. 500 pl der QIAgen Protease wurden dazugegeben. Die Zugabe der Protease be-

wirkte eine Lyse der Leukozyten und eine Fragmentarisierung der vorhandenen Proteine,

was eine spatere Trennung der Nukleinsauren von den anderen Bestandteilen erleichtern

sollte.
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Daraufhin wurde 12 ml des Guanidin-HCI-haltigen AL-Puffers zugefligt und dieser Ansatz ca.
60 s lang auf einem Vortex gemischt. Der Puffer sollte optimale Reaktionsbedingungen fir
die QlAgen Protease schaffen, was eine Voraussetzung zur Fallung der DNA und zur Ad-
sorption an die Silika-Membran im nachsten Schritt darstellt. Zum Erhalt eines moglichst ho-
hen Ertrags an DNA wurde die Losung nach dem Mischen fir 30 Minuten im Wasserbad bei
70°C inkubiert.

Adsorption der DNA an die Silika-Membran

Nach der Inkubation wurden der Lésung 10 ml Ethanol zugefligt und diese mittels Vortex
etwa zwei Minuten lang gemischt. Dieses Gemisch wurde auf die Silikagel-Saule appliziert.
Zur Bindung der DNA an die Matrix erfolgte eine Zentrifugation 3 min lang bei 3.000 rpm bei
Raumtemperatur. Die vorherrschenden Salz- und pH-Bedingungen bewirkten, dass sich le-
diglich DNA an die Silika-Membran band, wahrend RNA und nukleinsdurebindende Proteine

ungebunden im Zentrifugat verblieben, welches verworfen wurde.
Reinigung der DNA

Die gebundene DNA wurde in einem in zwei Schritten erfolgenden Waschprozess gereinigt.
Zuerst wurden RNA- und Proteinreste mithilfe von 5 ml Guadinin-HCI-haltigem Puffer AW 1
mittels Zentrifugation (4.000 rpm, 2 min lang) entfernt. AnschlieBend wurden die verbliebe-
nen Guanidiumsalzen des Puffers AW1 durch die Zugabe von 5 ml des ethanolhaltigen,
salzarmen Puffers AW2 entfernt, wobei eine erneute Zentrifugation erfolgte (4.000 rpm; Dau-

er: 15 Minuten).
Elution der DNA von der Silika-Membran

Die Saule mit der gereinigten DNA wurde in ein neues Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt,
0,6 ml AE-Puffer (Tris-Puffer, pH > 9,0) aufpipettiert und fur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Elution erfolgte durch eine anschlieBende Zentrifugation (5.000 rpm; 2 min).
Das Eluat wurde in einem frischen Reaktionsgefald aufgefangen. Dieser Schritt wurde wie-
derholt. Das Eluat wurde anschliefiend aliquotiert und bei -80°C in 2 Mikroschraubréhrchen
gelagert.

3.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Fir die Hochdurchsatzgenotypisierung mussen alle DNA-Proben die gleiche Konzentration
augweisen. Daher wurde die DNA-Konzentration fur die weitere Untersuchung auf 50 ng/pl
eingestellt. Die DNA-Konzentration wurde mithilfe der PicoGreen-Methode gemessen. Pico-
Green ist ein Fluorophor, das selektiv an doppelstrangige DNA bindet (Rengarajan et al.,

2002). Der entstehende Komplex kann zur Emission von Lichtquanten angeregt werden, die
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direkt proportional zur vorhandenen doppelstrangigen DNA sind. Die benotigten Materialien
sind in Tabelle 2 (Seite 32) zusammengefasst. Die Quantifizierung der extrahierten DNA-
Losungen erfolgt mittels einer Standardkurve bekannter DNA-Konzentrationen. Diese Stan-
dardkurve wurde durch eine 1:2-Verdinnungsreihe eines 100 ng/ul DNA-Standards beste-
hend aus 8 Punkten mit 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625 und 0 ng/ul hergestellt. Die
Konzentrationsmessung wurde halbautomatisch mit einem Roboter (Janus Automated Work-

satation) durchgefuhrt

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerate fir die Konzentrationsein-
stellung

Material / Reagenz /

. Verwendungszweck Hersteller
Gerat

Human genomic DNA Clontech, Mountain View,

Standardverdinnungsreihe

100 ng/pl USA
Quant iT PicoGreen Invitrogen GmbH Karls-
dsDNA Fluoreszenzmessung der DNA ruhe
96 well Flat Bottom  Vorlagenplatte fur Standard und Proben-  Greiner Bio-One, Fri-
Plate, schwarz DNA ckenhausen
Thermo Fast 96 Well Vorverdinnung der Proben-DAN; Stan-
. . ABgene, Hamburg
Plate dardverdunnungsreihe
Janus Automated . D . Perkin Elmer Inc. Massa-
Workstation Durchfuhrung aller Pipettierschritte chusetts, USA
Victor 3 Multilabel Perkin Elmer Inc. Massa-

Fluoreszenzmessung der DNA

Counter 1420 chusetts, USA

Die zu messenden DNA-L6sungen wurden in einer 96 well Platte mit Wasser im Verhaltnis
1:10 vorverdinnt. Die DNA-Proben der Standardkurve wurden nicht weiter verdiinnt. Dann
wurden in eine schwarze 96 well Platte mit flachem Boden je 50 pl steriles destilliertes Was-
ser vorgelegt und anschlieBend mit je 5 pl der Standardverdiinnungsreihe bzw. der vorver-

diinnten Proben vermischt.

Zur Vorbereitung der Messung wurde das PicoGreen unter mdglichst geringem Lichteinfall
mit sterilem bidestilliertem Wasser (A. bidest.) in einem Verhaltnis von 1:156 verdunnt. Da-
raufhin wurden daraus jeweils 145 ul zu den vorverdinnten Proben- bzw. der Standard-DNA

gegeben. Damit ergab sich fir das PicoGreen eine Endverdiinnung von 1:200.

Die Platte wurde dann durch den Greifarm der Janus Workstation automatisch in den Victor
3 Multilabel Counter 1420 eingesetzt. Fur eine homogene Durchmischung der Lésungen

wurde die Probenplatte im Messgeréat 30 s lang zunéchst horizontal geschiittelt. Nach der
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Anregung des photosensiblen PicoGreens bei 485 nm erfolgte die Emissionsmessung bei
520 nm, die Fluoreszenzwerte wurden an einen Rechner tbermittelt. Sowohl fir Standard-
als auch Proben-DNA wurden Wiederholungsmessungen durchgefihrt, um Messfehler zu
minimieren. Die Konzentrationen der DNA-Proben wurden anhand der Fluoreszenzwerte der
Standardkurve berechnet. Die letztliche Einstellung der DNA-Konzentration auf 50 ng/ul
wurde vollautomatisch durch den Pipettierroboter durchgefiihrt, das Endvolumen der Lésun-

gen lag bei 500 pl.
3.6 Increased Plexing Efficiency and Flexibility for MassARRAY

Die Genotypisierung der Probanden-DNA erfolgte mit dem sogenannten increased Plexing
Efficiency and Flexibility for MassARRAY (iPLEX)- Verfahren in drei Schritten. Zunachst er-
folgt eine klassische Multiplex-Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung der Ziel-
DNA. Im nachsten Schritt wird eine Primer-Extension Reaktion durchgeflihrt. Dazu werden
Primer eingesetzt, die unmittelbar neben dem SNP liegen. Diese werden in der iPLEX-
Reaktion allelspezifisch um eine Base verlangert (Primerextension). Dies flhrt zu unter-
schiedlich schweren Produkten, die im Anschluss in einem Matrix Assisted Laser Desorpti-
on/lonisation / Time of Flight (MALDI-TOF) Massenspektrometer quantifiziert werden koén-

nen.

3.6.1 Primerdesign

Die SNPs, die in die Genotypisierung eingeschlossen werden sollten, wurden mit Hilfe der
Software AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego, USA) zu Multiplexen zusammengestellt.
Es wird dabei fir jeden SNP ein Primerset aus zwei PCR Primern fur die Multiplex PCR und
einen Primer fUr die Primerextension zusammengestellt und die geeignete Plexzusammen-
stellung ermittelt. Die fur die beiden SNPs rs3206824 und rs7480000 verwendeten PCR-

Primer sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendete Primerpaare fir den jeweiligen SNP

Liange des
. PCR-
SNP Primer Produkts
[bp]
PCR ACGTTGGATGTAAATCTCTTCCCCTCCCAG
rs3206824 ACGTTGGATGAGAGGAGCCTGACTGAAGAG 99
Extension: tGCGGCAGCCGCAGGCTCCC
PCR ACGTTGGATGGTGGGAAGACCACCTCTTTT
rs7480000 ACGTTGGATGCATTCCAGACTGGGCTTTTG 104
Extension: cAGACCACCTCTTTTTTTTCCC
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3.6.2 Multiplex-PCR zur Amplifizierung der SNPs und umgebenden Sequenzen

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist ein in den 80er Jah-
ren des vorigen Jahrhunderts entwickeltes Verfahren zur exponentiellen Vervielfaltigung de-
finierter DNA-Sequenzen in vitro (Mullis, 1990; Saiki et al., 1985). Jede Reaktion besteht aus
den drei Phasen Denaturierung, Annealing und Elongation. In der Denaturierungsphase wird
die doppelstrangige DNA auf 94-96°C erhitzt, um die Wasserstoffbriicken zwischen den
Strangen zu lésen und die beiden Strange zu trennen. Der Erhitzungsphase folgt eine
schnelle Abkihlung und das Annealing der Primer. In der Elongations- oder Amplifikations-

phase werden die fehlenden Gegenstrange mit freien Nukleotiden aufgefullt.

Der Primer bildet den Anfang eines neuen Einzelstrangs, an 3'-OH der Primer beginnt dann
die Anknlpfung einer komplementaren Desoxynukleotidtriphosphat- (dNTP-) Kette. Auch
hierbei muss eine optimale Temperatur gewahlt werden, die von der verwendeten DNA-
Polymerase abhangig ist; sie betragt im Allgemeinen 68-72°C. Die Strangsynthese wird beim
folgenden Denaturierungsschritt unterbrochen, so dass dann bereits Stréange in der ge-
winschten Lange vorliegen, die sich in den folgenden Zyklen exponentiell vermehren kén-

nen.

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerite fiir die Multiplex-PCR

Material / Reagenz / Gerat Hersteller

dNTP Set, 100 mM ABgene, Hamburg

MgClz, 25 mM Qiagen, Hilden

PCR-Puffer 10x Qiagen, Hilden

HotStar Tag DNA Polymerase (5U/pl) Qiagen, Hilden

Primer Metabion, Martinsried

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Thermo Fast 348 well Plate ABgene, Hamburg

GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA

Mit Hilfe der Multiplex-PCR wurden zunéchst die flankierenden Sequenzen des jeweiligen
SNP amplifiziert. Die fur die Multiplex-PCR verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 4 zu-
sammengefasst, die eingesetzten Volumina am Beispiel eines 10x-Plexes in Tabelle 5 (Seite
35) und das Temperaturprogramm in Tabelle 6 (Seite 35). Im Anschluss an die PCR wurden
die Amplifikationsprodukte mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase aus Shrimp dephosphory-
liert (SAP, Sequenom).
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Tabelle 5: Eingesetzte Volumina und Konzentrationen der einzelnen Reagenzien in der
Multiplex-PCR am Beispiel eines 10x-Plexes

Konzentration Volumen pro 5 i Volumen fiir 384

Reagenz in einer 5 pl Einzelreal_(_tion (incl. Reaktione__n (incl. 25
Reaktion 25 % Uberhang) % Uberhang)

H.O 1,850 pl 1386 pl
10x PCR-Puffer 1,25 X 0,625 ul 300 pl
MgCl: (25 mM) 1,625 mM 0,325 pl 156 pl
dNTP Mix (25 mM) 500 uM 0,100 pl 48 pl
Primer Mix (jeweils 500 nM) 100 nM 1,000 pl 480 pl
Hotstar Taq (5 U/ul) 0,5 U/Reaktion 0,100 pl 48 ul
Total 4,000 pl 2400 pl

Tabelle 6: PCR-Temperaturprogramm

Temperatur | Dauer Wiederholungen
95°C 5 min

95°C 20s

56°C 30s }45

72°C 1 min

72°C 3 min

4°C unbegrenzt

Mithilfe eines Pipettierroboters wurden jeweils 4 pl Mastermix in die Vertiefungen einer 384
well Platte vorgelegt und 12,5 ng DNA zugegeben. Die Reaktionsplatten wurden dann ab-

zentrifugiert, verschlossen und in Thermocyclern weiter prozessiert.

3.6.3 Dephosphorylierung der PCR-Produkte

Fir die Primerextensions-Reaktion der iPLEX-Reaktion werden statt Desoxyribonucleotiden
(dNTP) Didesoxyribonukleotide eingesetzt (ddNTP). Daher missen die dNTPs vor der Reak-

tion inaktiviert werden. Dies erfolgt durch eine Dephosphorylierung mittels Alkaliner Phos-
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phatase aus Shrimps (SAP). Die dazu verwendeten Materialien sind in Tabelle 7 (Seite 36)

zusammengestellt.

Das PCR-Produkt wurde zusammen mit der SAP in einem geeigneten Puffer inkubiert
(Tabelle 8). Mit einem Pipettierroboter wurden 2 ul des SAP-Mastermix zu den PCR-
Produkten gegeben, gemischt, abzentrifugiert und in einem Thermocycler inkubiert. Die Re-
aktion erfolgte wahrend einer Inkubation von 40 min bei 37 °C, danach wurde die SAP bei
85°C 10 min lang inaktviert. Es folgte die Kiihlung auf 4°C bis zur weiteren Verwendung der

Proben.

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialiern, Reagenzien und Gerate SAP-Reaktion

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller

Applied Biosystems, Foster

Gene Amp PCR Sstem 9700 | Multiplex-PCR City, USA

Zugabe des Multiplex Extend

Multimek Pipettierroboter Mastermix

Beckmann, Fullerton, USA

Dephosphorylierung unin-

SAP-Puffer korporierter dNTPs

Sequenom, San Diego, USA

Dephosphorylierung unin-

Shrimp Alkaline Phosphatase korporierter dNTPs

Sequenom, San Diego, USA

Tabelle 8: Zusammensetzung der Dephosphorylierungs-Reaktion

Reagenz Vo!umen fir 1 Reaktion Mastermi.x fir 384 R__eaktionen

(incl. 25 % Uberhang) (incl. 25 % Uberhang)
H-O 1,530 pl 734,4 pl
10x SAP Puffer 0,170 pl 81,6 pl
SAP Enzym 0,300 ul 144,0 pul
Endvolumen 2,000 pl 960,0 ul

3.6.4 iPLEX Primerextension

Bei einer iPLEX-Reaktion wird nur ein Primer je SNP eingesetzt. Dieser bindet unmittelbar 5
des SNPs an die DNA und wird wahrend der Reaktion lediglich um die dem SNP komple-
mentare Base verlangert. Dies wird durch den Einsatz von ddNTPs erreicht, an die keine

weitere Base mehr gebunden werden kann.




37

Die Reagenzien, die fir die Primer-Extension-Reaktion des iPLEX eingesetzt wurden, sind in
Tabelle 9 (Seite 37) zusammengefasst. Nach der Kombination aller Reagenzien fur die i-
PLEX-Reaktion (Tabelle 10, Seite 37) wurden die Reaktionsansatze einer modifizierten PCR-
Reaktion unterzogen (Tabelle 11, Seite 37).

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerate fir die Multiplex Primerex-
tensionreaktion

Material / Reagenz / Gerat Hersteller

iPLEX Puffer Plus Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Enzym Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Terminationsmix Sequenom, San Diego, USA
Extensionsprimer Metabion, Martinsried

GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA

Tabelle 10: Reagenzien fiir das iPLEX-Verfahren.

Reagenz Konzentration/ Volumen ;.)ro Mastermix fl'.?r 384

9 ul Reaktion Reaktionen
H2O 0,755 pl 362,40 pl
iPLEX Puffer plus 10x 0,222 x| 0,200 pl 96,00 ul
iPLEX Termination Mix 1 X 0,200 pl 96,00 ul
Primer Mix (7uM-14uM) 0,625 uM bis 1,25 uM 0,804 pl 385,92 ul
iPLEX Enzym 1X 0,041 pl 19,68 pl
Gesamt 2,000 pl 960,00 pl

Je 2 pyl des Mastermix wurden zu jeder SAP-behandelten Probe gegeben. Daraufhin wurden

die Platten wieder abzentrifugiert und im Thermocycler inkubiert (Tabelle 11).

Tabelle 11: iPLEX-Temperaturprogramm

Temperatur | Zeit Wiederholung | Zyklen

94°C 30s 1

94°C 5s

52°C 5s 1 }45




38

80°C 5s
72°C 3 min 1
4°C unbegrenzt 1

Um Interferenzen der Extensionsprodukte mit bestimmten lonen zu verhindern, wurden die
Extensionsprodukte nach der Primerextension-Reaktion entsalzt (Clean Resin, Sequenom,
San Diego, USA).

3.6.5 MALDI-TOF

Die MALDI-TOF Methode zur Genotypisierung benutzt das Prinzip der Massenspektrometrie.
Dazu wurden die Produkte der iPLEX-Reaktion nach einer Entsalzung zusammen mit Sub-
stanzen bekannter Masse und Ladung als Standards auf einen Probentrager aufgebracht.
Der Probentrager war ein Siliziumchip mit 384 bereits aufpraparierten Matrixpunkten und 8
Kalibrandenspots fir einen Dreipunkt-Kalibranden. Diese enthielten drei festgelegte Sub-
stanzen mit bekannten Massen. Alle verwendeten Materialien und Reagenzien sind in Tabel-

le 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Verbrauchsmaterialien, Gerdte und Software fiir die Messung der Extensi-
onsprodukte im MALDT-TOF-MS.

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller

Kalibrierung der Massen-

3-Punkt Kalibrant
spektren

Sequenom, San Diego, USA

Probentrager mit Mat-

SpectroCHIP Sequenom, San Diego, USA

rixdroplets
MassARRAY POINT Nano- | Applikation der Extensions- .
dispenser produkte auf ScectroCHIP | S€duenom, San Diego, USA

Massenspektrometrische
MassARRAY Analyzer 4 Analyse der Exten- | Agena Bioscience, Hamburg
sionsprodukte

TyperAnalyzer 3.4.0.18 Spektrenauswertung Sequenom, San Diego, USA

Die Proben wurden mit einem Nanodispenser mit Edelstahinadeln aus der 384 well Platte
auf den Chip Ubertragen. Der Siliziumchip wurde in das Massenspektrometer eingeschleust
wo die Matrixpunkte im Hochvakuum mehrmals einige Nanosekunden von einem gepulsten
lonen-Laser (N2, 337 nm) bestrahlt wurden. Dadurch erfolgt die Desorption der Neutralteil-

chen aus der kondensierten Phase und der Analyt geht in die gasférmige Phase Uber. Die
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ebenfalls durch die Bestrahlung entstehende lonisation ist entscheidend fir die TOF-

Spektrometrie.

Die aus der MALDI-Reaktion entstandenen ionisierten Extensionsprodukte werden in einem
elektrischen Feld beschleunigt. Von ihrer gemessenen Flugzeit (TOF, time of flight) lasst sich
auf ihre Masse riickschlieRen. Gleichen sich lonen in ihrem Verhaltnis von Masse zu Ladung
weisen sie auch die gleiche TOF auf, diese ist umgekehrt proportional zu der Masse der lo-
nen. So ist es méglich anhand der in der TyperAnalizer Software analysierten Flugzeit die

jeweiligen Einzelnukleotide und somit auch den Genotyp Uber die SNPs zu identifizieren.
3.7 Qualitatskontrolle

Folgende Qualitatskriterien musste ein SNP-Ergebnis nach dem MALDI/TOF erfullen, um in

die statistische Auswertung aufgenommen zu werden:

1. In der Typer Analyzer Software erstellte Clusterplots mussten sauber getrennte Ge-
notypcluster zeigen.
Blindproben durften keine Genotypen zugewiesen worden sein

3. Identische Kontrollproben auf unterschiedlichen Chip-Positionen mussten identische
Genotypen aufweisen

4. Mindestens 80 % aller untersuchten SNPs in einem Plex mussten einen auswertba-
ren Genotyp ergeben (Probanden Callrate)

5. Mindestens 90 % aller untersuchten Probanden mussen fur einen SNP auswertbare
Genotypen aufweisen (SNP Callrate)

6. Mitprozessierte Kontrollproben (CEPH-Proben) mussten die zu erwartenden Genoty-
pen aufweisen (The International HapMap Consortium, 2003).

7. Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit p<10-° wurden verworfen, ge-

ringere Abweichungen im weiteren Verlauf genau gepruft.
3.8 Statistische Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte quantitativ-statistisch mithilfe des Statistical Package for Soci-
al Sciences (SPSS, Version 18.0, Chicago, 2009). Zunachst wurden einfaktorielle Vari-
anzanalysen (ANOVA, analysis of variance) getrennt fur die abhangigen Variablen Gesamt-
Intelligenzquotient, den Handlungs- und den Verbal-1Q durchgefuhrt. Weiterhin wurden die
Variablen Allel und Genotyp als unabhangige Faktoren integriert, wobei der Bildungsstandard
(gering, mittel und hoch, erfasst durch den Schulabschluss) und Geschlecht kontrolliert wur-
de. Aufgrund der Bericksichtigung des Alters in den 1Q-Werten des HAWIE-R (Alterskorrek-

turen) wurde der Faktor Alter bei diesem Berechnungsschritt nicht berticksichtigt.
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Des Weiteren wurden multivariate Varianzanalysen berechnet, wobei hier die Rohwerte der
11 Untertests des HAWIE-R als EffektgroRen (abhangige Variablen) eingesetzt wurden. Als

unabhangige Faktoren wurden Genotyp bzw. Allele verwendet, bei Kontrolle der Faktoren

Alter, Geschlecht und Bildungsgrad.

Als Signifikanzniveau wurde eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt, p < 0,1 wurde

als Trend gewertet.
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4  Ergebnisse

4.1 Stichprobe

Um den Einfluss der beiden SNPs rs3206824 und rs7480000 im Gen DKK3 auf die Intelli-
genz einer Person feststellen zu kdénnen, wurden zufallig 2452 (1122 mannlich und 1330
weiblich) volljahrige Minchner ohne Migrationshintergrund ausgewahlt. Die Probanden wa-
ren zwischen 18 und 70 Jahre alt. Diese unterzogen sich zunachst einem Intelligenztest.
Weiterhin wurde von den Probanden Blut genommen, um die Zugehoérigkeit zu den unter-
schiedlichen Allelgruppen des DKK3 feststellen zu kdnnen. Ziel war festzustellen, ob die bei-

den SNPs einen Einfluss auf die Intelligenzleistung der Probanden hat.
4.2 Beschreibung der Polymorphismen

DKK3 befindet sich auf Chromosom 11 (Position 11.98-12.03 Mb) und besteht aus 9 Exons
(Abbildung 7). Dabei werden alternative Spleilvorgdnge angenommen, die jedoch noch nicht
explizit nachgewiesen wurden. SNP rs3206824 befindet sich in Exon 9 und fuhrt zu einem
A/G Austausch. Dies fuhrt zu einer Missense-Mutation im Protein. Die Aminosdure Arginin
wird durch Glycin ersetzt. Der SNP rs7480000 bezeichnet einen Austausch von Cytosin zu
Guanin. Dabei handelt es sich um einen intronischen Bereich zwischen den Exons 7 und 8,
der sich nicht auf die Proteinsequenz auswirkt (Abbildung 7).

[ 11814555 p [12281017 p
DKK3 b MICAL2
USP47 " LINCO2547 7 __MIR6124
17480000 -
rs3206824 ll B
T « % { T
] ———— . — e ———}1

Abbildung 7: Lokalisation von DKK3 auf Chromosom 11 und Lage von rs3206824 und
rs7480000

Rote Pfeile: Lage des rs3206824 bzw. rs7480000; schwarz: DNA-Ebene; griin: RNA-Ebene; hellgrin:
nicht codierende mRNA-Bereiche; dunkelgrin: codierende mRNA-Bereiche, DKK3: Dickkopf 3;
USP47: ubiquitinspezifische Peptidase 47; MICALZ2: Microtubuli-assoziierte Monooxygenase, Calponin
und LIM Doméanen enthaltend 2; MIR6124: microRNA 6124; LINCO2547: lange intergenische nicht
proteincodierende RNA 2547. (NCBI 2017c)



42

4.3 Ergebnisse der Fall-Kontroll-Assoziationsstude
4.3.1 Polymorphismus rs3206824

4.3.1.1 Allelfrequenzen

Die deskriptiven Daten zur Verteilung der Allele des SNP rs3206824 bei den Studienteilneh-
mern (Tabelle 13) zeigen, dass das G-Allel in der Stichprobe wesentlich haufiger vertreten ist
als das A-Allel.

Tabelle 13: Haufigkeitsverteilung der Allele von rs3206824

Allel A G Gesamt
Absolute Anzahl 665 1787 2452
Anteil an der Stichprobe 27,12 % 72,88 % 100,00 %

Zur Feststellung der Assoziation der Allele mit der Intelligenz wurden Varianzanalysen ge-
rechnet, wobei die Intelligenztestwerte in Form des Gesamt-Testwertes und die Testwerte fir
den Verbal-IQ und den Handlungs-IQ des HAWIE-R als abhangige Variablen und die Allele
als unabhangige Faktoren berlcksichtigt wurden (Tabelle 14). Demnach konnte fir die Asso-

ziation der Allele und Intelligenztestwerte keine signifikanten Ergebnisse festgestellt werden.

Tabelle 14: Assoziation der Allele des rs3206824 zur Intelligenz (HAWIE-R Summens-

kalen)
Allele [MW (SD)]
Intelligenztestwerte A G F df p
(n = 665) (n=1787)
Verbal-1Q 112,06 (13,929) 112,27 (14,237) 0,293 1/2446 0,558
Handlungs-1Q 111,96 (14,001) 111,86 (14,822) 0,235 1/2446 0,628
Gesamt-IQ 114,13 (14,442) 114,25 (15,052) 0,002 1/2446 0,961

n: Anzahl der Allele, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung; F: Kennwert der Varianzanalyse; df:
Freiheitsgrade; p: Signifikanzniveau.
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Daraufhin wurden multivariate Varianzanalysen mit den Allelen als unabhangige Variablen
und den 11 Untertests des HAWIE-R (Rohwerte) als abhangigen Variablen unter Kontrolle
von Alter, Geschlecht und Bildungsstand durchgeflihrt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Assoziation der Allele des rs3206824 zur Intelligenz (Rohwerte der 11 Un-

tertests)
Allele [MW (SD)]
Intelligenztestwerte A G F df p
(n = 665) (n=1787)
Allgemeines Wissen 17,24 (3,732) 17,04 (3,960) | 0,852 | 1/2446 | 0,356
Zahlen Nachsprechen 14,59 (3,907) 14,74 (3,990) | 0,191 | 1/2446 | 0,662
Wortschatz-Test 22,68 (5,093) 22,83 (5,106) | 0,749 | 1/2446 | 0,387
Rechnerisches Denken 13,78 (3,425) 13,82 (3,324) | 0,288 | 1/2446 | 0,591
Allgemeines Verstandnis 21,58 (2,963) 21,53 (3,277) | 0,156 | 1/2446 | 0,693
Gemeinsamkeiten Finden 26,40 (3,889) 26,46 (4,126) | 0,003 | 1/2446 | 0,960
Bilder Erganzen 13,43 (2,899) 13,51 (2,743) | 0,040 | 1/2446 | 0,841
Bilder Ordnen 27,91 (11,528) | 28,05 (11,914) | 0,450 | 1/2446 | 0,504
Mosaik-Test 32,72 (9,421) 32,86 (9,616) | 0,511 | 1/2446 | 0,475
Figuren Legen 30,96 (5,899) 31,01 (6,024) | 0,532 | 1/2446 | 0,466
Zahlen-Symbol-Test 54,43 (13,074) | 55,43 (13,533) | 0,402 | 1/2446 | 0,526

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung; F: Kennwert der Varianzanalyse; df: Freiheitsgrade; p:
Signifikanzniveau

Demnach konnte fur die Assoziation der Allele und der einzelnen Subtests ebenfalls keine

signifikanten Ergebnisse festgestellt werden.

4.3.1.2 Genotyp-Verteilung

Die deskriptiven Daten zur Verteilung der Genotypen von rs3206824 bei den Studienteil-

nehmern (Tabelle 16) zeigen, dass der homozygote Genotyp GG bei Uber der Halfte der



44

Stichprobe vorhanden ist, wahrend AA mit 7,02 % den geringsten Anteil an der Stichprobe
ausmacht.

Tabelle 16: Haufigkeitsverteilung der Genotypen von rs3206824

Genotyp AA AG GG Gesamt
Absolute Anzahl 86 493 647 1226
Anteil an der Stichprobe 7,02 % 40,21 % 52,77 % 100,00 %

Die Uberpriifung der Genotypverteilung in der Probandenstichprobe im Vergleich zur Geno-
typverteilung in einer idealen Stichprobe erfolgte mit dem Chi?-Test. Das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (HWE) fur den SNP rs3206824 ist Chi?=0,36, df=1, p=0,55. Damit weicht die
Stichprobe nicht signifikant vom HWE ab.

Zum Nachweis signifikanter Assoziationen der Genotypen mit der Intelligenz wurden die glei-
chen Berechnungsschritte durchgefihrt, wie sie in den vorangegangenen Abschnitten zu den
Allelen beschrieben worden sind. Zunachst wurden die drei Genotypen als unabhangige
Faktoren und die Intelligenztestwerte in Form des Gesamt-Testwertes und der Testwerte fiir
den Verbal-IQ und den Handlungs-IQ des HAWIE-R als abhangige Variablen eingesetzt
(Tabelle 17).

Tabelle 17: Assoziation der Genotypen des rs3206824 zur Intelligenz (HAWIE-R Sum-
menskalen)

Genotyp [MW (SD)]
Intelligenztestwerte AA AG GG F df P
(n=86) | (n=493) | (n=647)

111,35 112,30 112,26

Verbal-1Q (10610 | (15708 | (1adaq | 0158 | 21218 | 0853
11,06 | 11227 | 111,70

Handlungs-1Q (13,921) | (14,043) | (15,117) 0,347 2/1218 0,707

Gesamt-1Q 1334 1 14,41 1 1419 1 030 | 211218 | 0,970

(15,010) | (14,260) | (15,354)

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung; F: Kennwert der Varianzanalyse; df: Freiheitsgrade; p:
Signifikanzniveau

Tabelle 18: Assoziation der Genotypen des rs3206824 zur Intelligenz (Rohwerte der 11
Untertests)

Intelligenztestwerte Genotyp [MW (SD)] F df p
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AA AG GG
(n=86) | (n=493) | (n=647)
Allgemeines Wissen (13751 17) (:137;3) (160?2) 0,428 | 2/1218 | 0,652
Zahlen nachsprechen (142‘11?) (1134832) (14022) 0,100 | 2/1218 | 0,905
Wortschatz-Test (22422) (‘2129;3?) (;21’22) 0,450 | 2/1218 | 0,637
Rechnerisches Denken (;3682) (;3322) (;33:;) 0,953 | 2/1218 | 0,386
Allgemeines Verstandnis (2288;) (219;'2) (51323) 2,651 | 2/1218 | 0,071
Gemeinsamkeiten Finden (‘21528;) (56722) (26222) 0,581 | 2/1218 | 0,560
Bilder erganzen (;392;) (;382;) (;3625) 0,023 | 2/1218 | 0,977
Bilder Ordnen (1217’;37247) (1217’,’59177) (12;’00791) 0,219 | 2/1218 | 0,803
Mosaik-Test (32322) (:93242‘11) (32622) 0,376 | 2/1218 | 0,687
Figuren Legen (20422) (207?3) (2,11’21) 0,376 | 2/1218 | 0,687
Zahlen-Symbol-Test ( 1522,’84851 ) 1535,’01926) ( 1535”750521) 2,321 | 2/1218 | 0,099*

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung F: Kennwert der Varianzanalyse; df: Freiheitsgrade; p:
Signifikanzniveau; *: p <,100; gewertet als Trend

Laut dieser Ergebnisse kann fur die Assoziation der Genotypen und der allgemeinen Intelli-

genztestwerte keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Im Weiteren sind die

Ergebnisse der Varianzanalysen mit dem Faktor Genotyp als unabhangige Variable und den
11 Untertests des HAWIE-R (Rohwerte) als abhangige Variable dargestellt (Tabelle 18).
Demnach konnte fur die Assoziation der Genotypen mit den 11 Untertests ebenfalls keine

signifikanten Ergebnisse festgestellt werden, allerdings zeigte sich fur die Untertests Allge-

meines Verstandnis sowie beim Zahlen-Symbol-Test ein Trend zur Signifikanz.
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4.3.2 Polymorphismus rs7480000

4.3.2.1 Allelfrequenzen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Berechnungen zu rs7480000 dargestellt. Die Hau-
figkeitsverteilung der Allele von rs7480000 zeigen, dass Allel C in der Stichprobe mit knapp
60 % ein leichtes Ubergewicht hat (Tabelle 19).

Tabelle 19: Haufigkeitsverteilung der Allele von rs7480000

Allel C G Gesamt
Absolute Anzahl n 1439 961 2400
Anteil an der Stichprobe 59,96 % 40,04 % 100,00 %

Im Folgenden wurden Varianzanalysen durchgefuhrt, um eine Assoziation der Allele mit den
Allgemeinen Intelligenzwerten nachzuweisen, bei Berucksichtigung von Verbal-1Q, Hand-
lungs-1IQ sowie Gesamt-IQ des HAWIE-R als abhangige Variablen und die Allele als unab-
hangige Variablen (Tabelle 20). Laut der Varianzanalyse konnte kein signifikanter Einfluss

der Allele auf die Ergebnisse der Intelligenztestwerte festgestellt werden.

Tabelle 20: Assoziation der Allele des rs7480000 zur Intelligenz (HAWIE-R Summens-

kalen)
Allele [MW (SD)]
Intelligenztestwerte c G F df P
(n =1439) (n =961)
Verbal-1Q 112,05 (14,210) | 112,30 (14,235) 0,374 1/2394 | 0,541
Handlungs-1Q 111,88 (14,907) | 111,81 (14,180) 0,750 1/2394 | 0,387
Gesamt-1Q 114,07 (15,010) | 114,27 (14,847) 0,588 1/2394 | 0,443

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung; F: Kennwert der Varianzanalyse; df: Freiheitsgrade; p:
Signifikanzniveau

Weiterhin wurde eine potentielle Assoziation der Allele und der 11 Untertests des HAWIE-R

untersucht (Tabelle 21). Demnach liel3 sich eine signifikante Assoziation von Allel und dem
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Untertest Zahlennachsprechen finden. Bei der Assoziation Allel - Mosaiktest lie® sich dartber

hinaus ein Trend feststellen.

Tabelle 21: Assoziation der Allele des rs7480000 zur Intelligenz (Rohwerte der 11 Un-

tertests)
Allele [MW (SD)]
Intelligenztestwerte c G F df p
(n =1439) (n =691)
Allgemeines Wissen 17,00 (3,970) 17,26 (3,757) | 9,277 | 1/2394 | 0,347
Zahlen Nachsprechen 14,79 (4,000) 14,47 (3,911) | 8,055 | 1/2394 | 0,005**
Wortschatz-Test 22,70 (5,084) 22,88 (5,186) | 0,055 | 1/2394 | 0,814
Rechnerisches Denken 13,81 (3,319) 13,77 (3,412) | 7,245 | 1/2394 | 0,383
Allgemeines Verstandnis 21,46 (3,256) 21,63 (3,149) | 0,432 | 1/2394 | 0,511
Gemeinsamkeiten Finden 26,30 (4,205) 26,59 (3,919) | 0,963 | 1/2394 | 0,327
Bilder Erganzen 13,47 (2,797) 13,51 (2,776) | 0,044 | 1/2394 | 0,834
Bilder Ordnen 27,94 (11,910) | 28,16 (11,658) | 0,191 | 1/2394 | 0,662
Mosaik-Test 32,89 (9,542) 32,64 (9,595) | 3,219 | 1/2394 | 0,073"
Figuren Legen 30,95 (5,973) 30,97 (5,961) | 0,269 | 1/2394 | 0,604
Zahlen-Symbol-Test 54,97 (13,495) | 55,26 (13,329) | 0,120 | 1/2394 | 0,729

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung F: Kennwert der Varianzanalyse; df: Freiheitsgrade; p: Sig-
nifikanzniveau, *: p < 0,100; gewertet als Trend, **: p < 0,010; statistisch signifikant auf 1 %-Niveau

4.3.2.2 Genotyp-Verteilung

Die deskriptiven Daten zur Verteilung der Genotypen von rs7480000 bei den Studienteil-

nehmern (Tabelle 22, Seite 47) zeigen, dass der Genotyp GG mit etwa 16 % den geringsten
Anteil in der Stichprobe ausmachte, gefolgt von CC mit 35,6 % und CG mit 48,8 %.

Tabelle 22: Haufigkeitsverteilung der Genotypen von rs7480000

Genotyp

Cc

CG

GG

Gesamt
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Absolute Anzahl

427

585

188

1200

Anteil an der Stichprobe

35,58 %

48,75 %

15,67 %

100,00 %

Die Uberpriifung der Genotypverteilung in der Probandenstichprobe im Vergleich zur Geno-
typverteilung in einer idealen Stichprobe erfolgte mit dem Chi?-Test. Das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht (HWE) fiir den SNP rs7480000 ist Chi*>=0,28, df=1, p=0,60. Damit weicht die
Stichprobe nicht signifikant vom HWE ab.

Weiterhin wurden mithilfe von Varianzanalysen die Assoziationen der Genotypen mit der In-
telligenz berechnet, wobei die drei Genotypen als unabhangige Faktoren und die Intelligenz-
testwerte (Gesamt-1Q, Verbal-1Q, Handlungs-IQ) des HAWIE-R als abhangige Variablen ein-

gesetzt wurden (Tabelle 23).

Tabelle 23: Assoziation der Genotypen des rs7480000 zur Intelligenz (Verbal-1Q, Hand-
lungs-1Q, Gesamt-IQ)

Genotyp [MW (SD)]
Intelligenztestwerte cc CG GG F df p
(n=427) | (n=585) | (n=188)
111,86 112,31 112,29
Verbal-1Q 0,382 2/1192 0,683
(14,205) | (14,236) | (14,272)
111,63 112,25 111,13
Handlungs-IQ 0,443 2/1192 0,642
(15,200) | (14,488) | (13,697)
113,77 114,51 113,90
Gesamt-1Q 0,274 2/1192 0,760
(14,926) | (15,146) (14,40)

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung; F: Kennwert der Varianzanalyse;
Signifikanzniveau

df: Freiheitsgrade; p:

Laut den Ergebnissen der Varianzanalyse wurden fur die Assoziation der Genotypen und der

allgemeinen Intelligenztestwerte keine signifikanten Werte nachgewiesen.

Weiterhin wurden Varianzanalysen mit dem Faktor Genotyp als unabhangiger Variable und
den 11 Untertests des HAWIE-R (Rohwerte) als abhangiger Variablen berechnet (Tabelle
24).
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Tabelle 24: Assoziation der Genotypen des rs7480000 zur Intelligenz (Rohwerte der 11

Untertests)

Genotyp [MW (SD)]

Intelligenztestwerte cc CcG GG F df o]
(n=427) | (n=585) | (n=188)
Aligemeines Wissen (1%22) (;Tégg) (:13’76%2) 0,418 | 2/1192 | 0,659
Zahlen Nachsprechen (:134923) (14082) (11’;4688) 4371 | 21192 | 0,013*
Wortschatz-Test (g,zdgﬁ) (2?1’32) (2’22’:% 0,039 | 2/1192 | 0,062
Rechnerisches Denken (:1332;8) (:133422) (:13332% 0,487 | 2/1192 | 0,615
Allgemeines Verstandnis (?2‘512) (§1228) (21923) 1,299 | 2/1192 | 0,273
Gemeinsamkeiten Finden (421,63;4113) (421,6632) (2’67’;8) 0,673 | 2/1192 | 0,510
Bilder Ergénzen (;?7’22) (;:38’28) (;:36’22) 0,137 | 2/1192 | 0,872
Bilder Ordnen ( 1227,68651 ) (1213?’7%76) ( 121?63;%) 0,732 | 2/1192 | 0,481
Mosaik-Test (S,Zég;) (3?5’] g) (3,16’33) 1,009 | 2/1192 | 0,149
Figuren Legen (2%‘5‘) éjé?% (g%gg) 1,001 | 2/1192 | 0,368
Zahlen-Symbol-Test (153”: ’57620) (153? 43134) (1535,’21239) 0,057 | 2/1192 | 0,945

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, *: F: Kennwert der Varianzanalyse; df: Freiheitsgrade; p <
0,050; statistisch signifikant auf 5 %-Niveau.

Far die Assoziation der Genotypen mit den 11 Untertests des HAWIE-R konnte fir den Test

Zahlen nachsprechen eine Signifikanz nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

Die hier vorgestellte Assoziationsstudie hatte zum Ziel, signifikante Zusammenhange zwi-
schen zwei Polymorphismen des DKK3-Gens (rs3206824 und rs7480000) und den kogniti-
ven Leistungen der Probanden, gemessen mit dem Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fir
Erwachsene (HAWIE-R), zu Uberprifen. Dazu wurden jeweils die Auspragungen der Allele
und der Genotypen mit den Ergebnissen des Gesamttests (IQ-Werte), den Werten jeweils
des Handlungs- und Verbalteils des HAWIE-R sowie getrennt nach den elf Untertests des

HAWIE-R als Faktoren in die varianzanalytische Untersuchung einbezogen.

Es zeigte sich, dass der SNP rs3206824 in keinem Zusammenhang mit den getesteten Intel-
ligenzleistungen steht. Weder der Verbal-IQ noch der Handlungs-1Q oder der Gesamt-IQ war
statistisch signifikant mit der Allelfrequenz des SNP assoziiert. Auch bei den einzelnen Unter-

tests des HAWIE-R konnten keine statistisch signifikanten Assoziationen festgestellt werden.

Zwar war auch der SNP rs7480000 nicht mit dem Verbal-, Handlungs- oder Gesamt-1Q as-
soziiert, dennoch konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Allelaus-
stattung und den beiden HAWIE-R-Untertests ,Zahlen nachsprechen® und ,Mosaiktest®
nachgewiesen werden. Diese Assoziation war beim Untertest Zahlen nachsprechen auch auf
der Ebene des Genotyps signifikant. Beim Mosaiktest konnte auf der Genotypebene die Kor-

relation nicht verifiziert werden.

Die in der Untersuchung verwendete Methodik der Genotypisierung ist bereits in vorange-
gangenen Studien der Arbeitsgruppe angewandt worden (Sigurdardottir et al., 2016). Die
Stichprobe wurde nach Kriterien der Reprasentativitat im GroRraum Minchen rekrutiert und
ist hinsichtlich Alter und Geschlecht mit der Grundgesamtheit vergleichbar. Mithilfe von Vor-
ab-Screenings wurden Personen mit korperlichen und psychischen Erkrankungen, deren
Symptome womdglich einen Einfluss auf die Ergebnisse hatten haben kénnen, ausgeschlos-
sen. Eine hundertprozentige Sicherheit zum Ausschluss von Erkrankungen wurde auf dieser

Grundlage allerdings nicht erreicht, die Anzahl jedoch stark minimiert.

Mit dem HAWIE-R wurde ein Intelligenztestverfahren gewahlt, das hinsichtlich seiner Gute-
kriterien robust ist (Tewes, 1994) und dessen Nachfolger WAIS-IV in Deutschland immer
noch zu den am haufigsten verwendeten Verfahren zahlt (Myers, 2014). Auf diese Weise
lassen sich die Ergebnisse gut mit denen anderer Studien vergleichen. Der am haufigsten
genannte Kritikpunkt an diesem Verfahren ist die Kulturabhdngigkeit vieler Testresultate,
womit die Intelligenztestleistung verfalscht wirde (Stemmler et al., 2016). In dieser Untersu-
chung wurden allerdings nur Personen des deutschen Kulturkreises ohne Migrationshinter-

grund rekrutiert. Auf diese Weise konnte dieser Bias konstant gehalten werden, sodass von
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einer Verzerrung einzelner Resultate nicht auszugehen ist. Zudem spielten interindividuelle

Unterschiede der Intelligenztestleistungen in der Untersuchung keine Rolle.

Die Probanden, die an dieser Studie teilnahmen, hatten einen vergleichsweise hohen durch-
schnittlichen IQ. Als normal intelligent gelten Personen mit einem 1Q zwischen 85 und 115.
Die Probanden lagen jedoch in ihrem Gesamt-IQ zwischen 78 und 146 (Median 114). Damit
ist ein Vergleich der Auswirkungen der einzelnen SNPs auf die deutsche Gesamtbevolkerung
nur eingeschrankt moglich. Es besteht ein eindeutiger Bias in Richtung der hdheren Intelli-
genzwerte. Grinde dafir kdnnen unterschiedlich sein. Moéglicherweise sind Personen, die
sich einer héheren kognitiven Leistung bewusst sind, eher dazu bereit, an einer Studie mit-
zuwirken, bei der ihr 1Q ermittelt wird. Personen, die von sich annehmen, keine hohe Intelli-
genz zu haben, scheuen eher davor zurlck, ihre unterdurchschnittlichen geistigen Fahigkei-
ten durch einen Test definitiv attestiert zu bekommen, was in die Auswertung als Kovariate

mit einfloss.

DarlUber hinaus verandert sich die Intelligenzleistung im Laufe des Lebens. Personen, die
alter als 55 Jahre sind, zeigen eine starke Abnahme der Leistungen in Intelligenztests (Pe-
terman und Lepach, 2012). Auch dies wurde im Rahmen der hier zugrunde liegenden Studi-
enkohorte berlcksichtigt. Die Summenskalen des HAWIE-R sind bereits alterskorrigiert, in

den Subskalen wurde das Alter als Kovariate in die Rechnung miteinbezogen.

Weibliche Teilnehmer schneiden in 1Q-Tests meist besser im verbalen Bereich und mannliche
Teilnehmer besser beim raumlichen Vorstellungsvermogen ab. Daher sollten die entspre-
chenden Berechnungen ebenfalls getrennt fir die beiden Geschlechter durchgefiihrt werden.
Da allerdings in den entsprechenden Untertests des HAWIE-R kein signifikanter Einfluss der
SNPs auf diese Bereiche erkennbar war, wurde auf eine geschlechtsspezifische Unterschei-
dung und Berechnung verzichtet. Mogliche marginale geschlechtsspezifische Assoziationen
sowie Assoziationen, die zwischen Mannern und Frauen gegenlaufige Ergebnisse zeigen,

sind allerdings in diesem Fall nicht detektierbar.

Weiterhin ist die Intelligenz ein komplexer Phanotyp, der von einer Vielzahl von Einflussfakto-
ren abhangt. Die polygenetische Struktur der Intelligenz erschwert dabei die Isolation der
einzelnen Faktoren. Nach den aktuellen Publikationen beeinflussen 336 SNPs in 18 Loci
deutlich die Intelligenzleistung (Sniekers et al., 2017). Allerdings liegt keiner der Loci auf
Chromosom 11, somit muss davon ausgegangen werden, dass die Effekte, die eine Variation
im DKK3-Gen verursacht, eher gering sind. Diese Effekte kdnnen, vor allem bei rs748000,
das in einem Intron liegt, unter anderem fir Modifikationen sorgen, die nicht mit der Pri-
marsequenz als solche zusammenhangen. Dazu zahlen vor allem Methylierungen, Spleiltva-

rianten und posttranslationale Modifikationen. Da im Verlauf dieser Studie jedoch die geno-



52

mische Sequenz als einzige Variable in Betracht gezogen wurde, ist es mdglich, dass
dadurch der eigentliche Wirkmechanismus des SNPs unerkannt bleibt. Der SNP rs3206824
liegt dagegen in der codierenden Sequenz. Der dadurch ausgeloste Aminosaureaustausch

kann die Funktion des DKK3 auch direkt beeinflussen.

In der europaischen Bevolkerung liegen bei rs3206824 24,3 % der Allele in der A-Form vor,
75,75 % in der G-Form, in der afrikanischen Bevdlkerung dagegen liegen nur 18,46 % der
Allele als A-Form und 81,54 % als G-Form vor (Tabelle 25; NCBI, 2017a). Die G-Form gilt als
urspringliches Allel. In der europaischen Bevolkerung sind lediglich 3,5 % homozygot fur die
A-Variante des rs3206824, 41,6 % sind heterozygot und 54,9 % sind homozygote Trager des
G/C-Allels (NCBI, 2017a).

Tabelle 25: Allelfrequenzen fur rs3206824 in unterschiedlichen Populationen (NCBI

2017a)
Population Probenumfang (2n) AIT-Allel [%] G/C-Allel [%]
Ostasien 1008 20,9 79,1
Europa 1006 24,3 75,7
Afrika 1322 18,5 81,5
Amerika 694 12,4 87,6
Sildasien 978 16,0 84,1

Die begrenzte Zahl der Probanden reicht insgesamt nicht aus, um den Einfluss der beiden
SNPs auf die Intelligenzleistung valide messen zu kdnnen. Dazu sind grof3e Stichproben mit
mehreren 100.000 Probanden notwendig (Rietveld et al., 2013). In der Studienkohorte war
die Verteilung der Allele des SNP rs3206824 unterschiedlich von der Verteilung der Allele.
Wahrend in der Studienkohorte lediglich 72,88 % der Allele in der G/C-Form vorlagen, lag
dieser Wert bei der Vergleichskohorte bei 75,75 % und damit um 3 Prozentpunkte hoher. Im
Vergleich zu den Allelfrequenzen der Populationen aus Asien, Afrika oder Amerika lag der
Wert in der Studienkohorte um bis zu 14,7 Prozentpunkte niedriger (Tabelle 26, Seite 53).
Weiterhin tragt die Gruppe der osteuropaischen Ashkenazi Juden, die vor etwa 1000 Jahren
vom Rhein aus nach Osteuropa ausgewandert sind, eine niedrigere Frequenz des A/T-Allels
(12,8 %), ebenso wie Bewohner der Toskana (16,5 %) oder Inder aus Gujarat (14,8 %)

(Guha et al., 2012). Die globale Frequenz des A-Allels liegt bei 18,8 % (NCBI, 2017a).
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Tabelle 26: Genotypverteilung des rs3206824 in unterschiedlichen Bevolkerungsgrup-

pen

Projekt AA AG GG HWE n
AFD_EUR_PANEL 0 0,75 0,25 0,752 48
HapMap-CEU 0,03 0,42 0,54 0,200 226
HandMap-JPT 0,10 0,33 0,57 0,150 172
diese Studie 0,07 0,40 0,53 0,55 2452

HWE: Hardy-Weinberg Equilibrium, n: Anzahl der Genome; AFD_EUR_PANEL: 23 nicht verwandte
CEPH-Eltern aus Seattle und eine Person aus ,Coriell's human variation panel of 50 Caucasians
(HD50CAU)“; HandMap-JPT: Japaner aus Tokyo; HapMap-CEU: Einwohner Utahs mit nord- oder
westeuropaischen Vorfahren (NCBI, 2017a)

Tabelle 27: Abhangigkeit der Intelligenztestwerte von der Variation rs3206824

Intelligenztestwerte getesteter Bereich Faktor Allel | Faktor Genotyp
Verbal-1Q n. s.
Handlungs-1Q n. s.
Gesamt-IQ n.s.
Zahlen nachsprechen n.s.

Arbeitsgedachtnis
Rechnerisches Denken n. s.
Allgemeines Wissen n. s.
Wortschatztest n. s.
Sprachverstandnis
Allgemeines Verstandnis 0,071
Gemeinsamkeiten finden n. s.
Zahlen-Symbol-Test Verarbeitungsgeschwin- 0,099"
digkeit
Bilder erganzen n. s.
Bilder ordnen Wahrnehmungsgebunde- n.s.
Mosaiktest nes logisches Denken n. s.
Figuren legen n. s.

+: p £.100; gewertet als Trend;*: p: < .050; statistisch signifikant auf 5%-Niveau; n. s.: nicht signifikant




54

Sowohl diese Studie als auch die Vergleichsstudien zeigen, dass evolutionar keine Selektion
fur die Allelkombination AA vorliegt, das urspringliche Allel ist G. Diese kann allerdings nicht
primar an der Ausbildung und Funktion des Gehirns beteiligt sein. Dagegen sprechen die im
Vergleich zu den anderen Allelkombinationen ahnlichen Intelligenzleistungen der AA-Trager.
Das A-Allel scheint daher aus einem anderen Grund unterreprasentiert zu sein. Eine Assozi-

ation zu einer Erkrankung oder Pradisposition ist allerdings noch nicht publiziert.

Zwar zeigt die Auspragung der allgemeinen Intelligenz keine Assoziation zur Variante des
rs3206824, allerdings scheint dieser SNP einen Einfluss auf das allgemeine Sprachver-
standnis und auf die Verarbeitungsgeschwindigkeit des Gehirns zu haben. Der Zusammen-
hang erreichte jedoch nicht die statistische Signifikanz, sondern kann lediglich als Trend an-
gesprochen werden (Tabelle 27, Seite 53). Die Faktoren ,Arbeitsgedachtnis“ und ,wahrneh-
mungsgebundenes logisches Denken® zeigen keine Assoziation zu rs3206824. Demnach
erzielten homozygote AA-Tréager hohere Werte in diesem Untertest als AG-Trager oder GG-
Trager.

Die Allelfrequenz fur den SNP rs7480000 in der europaischen Bevdlkerung wird je nach zu-
grunde liegender Stichprobe zwischen 0,25 und 0,375 fur das minore Allel G angegeben. In
der asiatischen Bevdlkerung liegt es bei 0,44 und damit etwas hdher. Die globale Frequenz
des seltenen Allels G wird mit 30,9 % angegeben (NCBI, 2017b). Die Genotypverteilung ist in
Tabelle 29 dargestellt.

Der Polymorphismus rs7480000 ist in der européischen Bevolkerung weitverbreitet. Das C-
Allel kommt in 61,43 % vor, das G-Allel in 38,57 % (Tabelle 28; NCBI 2017b). Dabei sind
36,7 % homozygot fur das C-Allel, 51,7 % heterozygot und 11,7 % homozygot fur das G-Allel
(NCBI 2017b).

Tabelle 28: Allelfrequenzen fiir rs7480000 in unterschiedlichen Populationen (NCBI,

2017b)
Population Probenumfang (2n) CI/G-Allel [%] G/C-Allel [%]
Ostasien 1008 62,8 37,2
Europa 1006 61,4 38,6
Afrika 1322 73,5 26,5
Amerika 694 79,0 21,0
Sidasien 978 70,4 29,5
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Tabelle 29: Genotypverteilung des rs7480000 in unterschiedlichen Bevolkerungsgrup-

pen
Projekt cC CG GG HWE n
AFD_EUR_PANEL 0,5 0,5 0 0,29 48
HapMap-CEU 0,37 0,52 0,12 0.44 120
HandMap-YRI 0,43 0,48 0,08 0.44 120
AFD_CHN_PANEL 0,33 0,42 0,25 0,44 48
diese Studie 0,36 0,49 0,16 0,60 2452

HWE: Hardy-Weinberg-Equilibrium, n: Anzahl der Genome; AFD_EUR_PANEL: 23 nicht verwandte
CEPH Eltern aus Seattle und eine Person aus ,Coriell's human variation panel of 50 Caucasians
(HD50CAU)“; HandMap-YRI: Yoruba in Ibadan, Nigeria; HapMap-CEU: Einwohner Utahs mit nord-
oder westeuropaischen Vorfahren; AFD_CHN_PANEL: Bewohner von Los Angeles mit chinesischen
Vorfahren. (NCBI, 2017b)

Die Anteile der unterschiedlichen Genotypen bei den Studienteilnehmern liegen im Bereich
der Werte, die durch HapMap fir die europaischstammige Bevolkerung Utahs bestimmt wur-
den. Insgesamt sind die homozygoten Trager des minoren Allels unterreprasentiert. Jedoch
existieren ethnische Gruppen, bei denen die homozygoten Trager des minoren Allels noch
seltener vorkommen als in der europaischen Bevdlkerung. Beim Stamm der Yoruba in Nige-
ria sind beispielsweise nur 8 % homozygot flr das G-Allel. Andererseits tragt etwa ein Viertel

der asiatischen Bevolkerung das G-Allel auf beiden Chromosomen.

Die unterschiedlichen Anteile der homozygoten Trager des minoren Allels in unterschiedli-
chen Bevolkerungsgruppen spricht nicht fur einen weitreichenden Vorteil des einen Uber das
andere Allel. Ein derartiger Allelshift in unterschiedlichen Bevolkerungen ist nicht selten. So
wurde ein derartiges Phanomen beispielsweise fur den SNP rs2228422 in CSFR1 beschrie-
ben (Zhenilo et al., 2015).
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Tabelle 30: Abhangigkeit der Intelligenztestwerte von rs7480000

Intelligenztestwerte getesteter Bereich Faktor Allel | Faktor Genotyp
Verbal-1Q n.s. n.s.
Handlungs-1Q n.s. n.s.
Gesamt-1Q n.s. n.s.
Zahlen nachsprechen 0,005** 0,013*

Arbeitsgedachtnis
Rechnerisches Denken n. s. n. s.
Allgemeines Wissen n. s. n. s.
Wortschatztest n. s. n. s..
Sprachverstandnis
Allgemeines Verstandnis n. s. n. s.
Gemeinsamkeiten finden n. s. n. s.
Zahlen-Symbol-Test Verarbeitungsgeschwin- n.s. n. s.
digkeit
Bilder erganzen n. s. n. s.
Bilder ordnen Wahrnehmungsgebunde- n. s. n. s.
Mosaiktest nes logisches Denken 0,073 N s
Figuren legen n. s. n. s.

. p £.100: gewertet als Trend; *: p < .050: statistisch signifikant auf 5%-Niveau; **: p < .010:
statistisch signifikant auf 1%-Niveau; n. s.: nicht signifikant

Auch fur rs7480000 lie3en sich zwischen den Intelligenztestergebnissen und den unter-
schiedlichen Allelen bzw. Genotypen keine allgemeinen und regelmafRligen Assoziationen
nachweisen (Tabelle 30). Es gibt allerdings eine Ausnahme: Der Untertest ,Zahlen nach-
sprechen® zeigte eine signifikante Assoziation zum Faktor Allel und eine signifikante Assozia-
tion zum Faktor Genotyp. Demnach hatten Personen mit dem C-Allel signifikant hohere
Testwerte als Personen mit dem G-Allel, homozygote CC-Trager erzielten hohere Testwerte

als heterozygote CG-Trager und diese wiederum hdhere Ergebnisse als homozygote GG-
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Trager. Weiterhin wurde ein Trend zur Signifikanz bei der Assoziation von ,Mosaiktest” und
dem Faktor Allel festgestellt. Auch hier zeigten sich Personen mit Allel C leistungsfahiger
(Tabelle 26, Seite 53).

Im Ergebnis lasst sich feststellen, dass eine eindeutige Assoziation zwischen den beiden
Polymorphismen des DKK3 rs3206824 und rs7480000 und der Intelligenzauspragung der
Probanden nicht gefunden werden konnte. Demnach kann ein Einfluss des DKK3 auf die
allgemeine Intelligenz durch die Ergebnisse nicht gestitzt werden. Allerdings konnten Indika-
toren dafir gefunden werden, dass DKK3-Polymorphismen mit einzelnen, spezifischen kog-
nitiven Fahigkeiten verbunden waren. So zeigte sich, dass unterschiedliche Werte im Test
»LAllgemeines Verstandnis“ bei den unterschiedlichen Alleltragern des rs3206824 erzielt wur-
den. Dieser Untertest des HAWIE-R misst die verbale Begriffsbildung, das Denken in Ursa-
che-Folge-Beziehungen sowie die Fahigkeit zur Verbalisierung von Alltagserfahrungen (Te-
wes, 1994). Hierbei handelt es sich um eine allgemeine Intelligenzfunktion mit Verbindung zu
Exekutivfunktionen und Gedachtnisinhalten, die in neokortikalen und hippocampalen Hirnre-
gionen lokalisiert sind, wo DKK3-Expressionen nachgewiesen wurden (Ftouh et al., 2005).

Neben der Funktion von DKK3 im Whnt-Signalweg sind weitere Funktionen des Proteins
denkbar, die letztendlich die Leistung des Gehirns beeinflussen kénnen. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass durch das Fehlen des DKK3 die Regulation der Zellinteraktion gestort
ist (Alfonso et al., 2014). Dies wurde in vitro an Ntera2-Zellen in Suspension nachgewiesen,
die auf die Stimulation durch Retinsaure (Vitamin-A-S&ure) mit dem Attachment der Zellen
und einer Ausbreitung vorher aggregierter Zellen reagierten. Zellen, die DKK3 nicht expri-
mierten, zeigten keine Reaktion auf die Zugabe der Retinolsaure, im Gegensatz dazu wurde
durch die DKK3-Uberexpression die Apoptose eingeleitet. Zellen, die von Natur aus nicht auf
die Retinolsauregabe reagierten, zeigten auch keine Unterschiede aufgrund der unterschied-

lichen DKK3-Expressionsraten (Alfonso et al., 2014).

Diese Regulation der Zellmorphogenese verlauft vermutlich nicht Gber den Wnt-Signalweg,
sondern Uber eine Transforming growth factor (TGF)-B-abhangige Reaktion. DKK3 inhibiert
die Expression der Metalloproteasen 2 und 9 und hélt damit die normale Zellorganisation
aufrecht. In PC3-Prostatakrebszellen inhibiert DKK3 die TGF-B-abhangige Migration und
Invasion mittels seiner C-terminalen cysteinreichen Doméane (Romero et al., 2016). Auch die
Arbeitsgruppe um Li konnte zeigen, dass eine Uberexpression von DKK3 die Zellproliferation
verhindert und gleichzeitig die Apoptose induziert, was auch hier auf die TGF-$1/SMAD-
Signalweiterleitung zurtickgefuhrt wird (Li et al., 2017b).

Der Einfluss von TGF-B1 auf das Gehirn und seine Verbindung zu Alzheimer ist bekannt,

allerdings sind auch hier die genauen Mechanismen noch weitgehend ungeklart (Zhang et
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al., 2016). DKK3 ist ebenfalls in der Zerebrospinalfliissigkeit und dem Plasma bei Alzheimer
Patienten erhoht (Zenzmaier et al., 2009). Dartber hinaus zeigt es auch eine Co-Lokalisation
mit den Amyloid-B-Plaques der Patienten (Bruggink et al., 2015). Im Zusammenhang mit der
maoglichen Beteiligung des DKK3 an der TGF-B1-Signalweiterleitung kdnnte hier ein mogli-
cher Mechanismus des Einflusses von DKK3 auf die intellektuellen Fahigkeiten beruhen.
Mutationen im DKK3-Gen kdnnten daher diese Interaktionen, wenn auch nur geringfligig,
beeinflussen und so zu den unterschiedlichen Ergebnissen in den Intelligenzuntertests bei-

tragen.

Eine weitere Moglichkeit der Beeinflussung der Expression eines Gens Uber die Primarse-
quenz der RNA ware eine veranderte Transkription Uber Proteine, die an die fertig prozes-
sierte RNA binden, aber zunachst eine Translation verhindern und damit ebenfalls die Pro-

teinkonzentration modulieren kénnen (Vaklavas et al., 2017).

Ein Einflussfaktor auf die altersbedingte Neurodegeneration und auf kognitive Ausfalle ist
auch das Muster der DNA-Methylierung, das sich je nach Zellart, aber auch je nach Alter
einer Person verandert (Xu, 2015). Ein mdglicher Wirkmechanismus kdénnte somit ein veran-
dertes DNA-Methylierungsmuster durch die Punktmutation darstellen. Damit ware ein epige-
netischer Einfluss auf die Expression des DKK3 zu erklaren (Li und Zhang, 2014). Allerdings
liegt rs3206824 nicht in einer CpG-Methylierungsinsel. Weiterhin liegt die Mutation in einem
translatierten Exon, nicht in der Promotorregion des DKK3. Andererseits kann durch die Mu-
tation von C nach G durch den rs7480000 eine CpG-Insel entstehen, die durch Methylierung

zu einer epigenetischen Veranderung fuhrt.

Weiterhin liegen die beiden SNPs zwar weit downstream des Promotors des DKK3-Gens,
allerdings gleichzeitig upstream und damit auch im Promotorbereich der LINCO2547. Dabei
handelt es sich um eine lange transkribierte RNA mit bislang unbekannter Funktion. LIN-
C02547 liegt auf dem Gegenstrang der genomischen DNA (Abbildung 7, Seite 41). Moglich-
erweise beeinflusst nicht DKK3, sondern LINCO2547 die Veranderungen in den IQ-Tests.

Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Danielle Posthuma (Snie-
kers et al., 2017). In ihren Untersuchungen zu 336 SNPs, welche die Intelligenzleistung be-
einflussen, fanden sie rs73070010 in LINCOL 1104 als eindeutig assoziiert. Allerdings geben
sie keinen Vorschlag flr einen Mechanismus der Wirkung an. Damit zeigt sich, dass nicht
nur Proteine, sondern auch RNA in die Ausbildung der Intelligenz mit eingreifen kann. Ein
derartiger Mechanismus koénnte Uber einen in trans wirkenden Faktor funktionieren, der in
unterschiedlichen Zellen unterschiedlich exprimiert wird und damit die Expression weiterer
Gene reguliert, die letztendlich flir die Auspragung des Phanotyps verantwortlich sind (Li et

al., 2017a). Eine Variante der Wirkung einer RNA ware als Ribozym, die andere Variante
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ware eine RNA-sequenzspezifische Blockade oder Aktivierung spezieller Gene. Allerdings
liegen weder Uber LINCOL 1104 noch Uber LINCOL2547 weitere Informationen vor. Weiterhin
liegen die beiden SNPs upstream des MIR6124. Dieses Gen codiert flir eine microRNA, die

laut Sniekers und Mitarbeitern (2017) keinen Einfluss auf die Intelligenz hat.

Die Untersuchungen zu den SNPs, die einen Einfluss auf die Intelligenzleistung haben
(Sniekers et al., 2017), zeigen, dass sowohl DKK3 als auch USP47 (Ubiquitinspezifische
Peptidase 47) und MICALZ2 (microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM do-
main containing 2), die in unmittelbarer Umgebung von DKK3 liegen, nach der MAGMA-
Analyse der Autoren keine Assoziation zur Intelligenzauspragung aufweisen (Sniekers et al.,
2017; de Leeuw et al., 2015). Allerdings wurde in dieser Studie lediglich die Gesamtintelli-
genz bericksichtigt und eine Kohorte mit einem explizit hohen 1Q eingeschlossen. Daher ist
anzunehmen, dass subtile Variationen in einem oder mehreren Untertests der verwendeten
IQ-Tests nicht gemessen werden konnten. Auch in der hier vorliegenden Studie haben die
SNPs keinen Einfluss auf den Gesamt-1Q und werden daher als ,nicht mit der Intelligenzleis-

tung in Zusammenhang stehend” bewertet.

Im Gegensatz dazu existieren allerdings Berichte, welche dem chromosomalen Bereich um
MICAL2, PARVA, MICALCL und MIR6124 eine pathologische Komponente zuweisen. Eine
Duplikation dieses genomischen Bereiches wurde mit intellektuellen Problemen und Entwick-

lungsverzdégerungen in Zusammenhang gebracht (Kaminsky et al., 2011).

SNP rs3206824 fuhrt zwar einerseits zu einer Mutation im DKK3-Protein, allerdings scheint
die Lokalisation nicht in essenziellen Strukturen des Proteins zu liegen. Welcher genaue Me-
chanismus letztendlich zu den verbesserten Leistungen in den IQ-Untertests flhrt, bleibt

spekulativ.

Neben der Veranderung des Proteins konnte diese in einem translatierbaren Exon liegende
Mutation auch auf der Ebene der RNA-Sequenz eine Funktionsveranderung bewirken. Mog-
licherweise handelt es sich bei der Region um den SNP um einen exonischen Splicing-
Enhancer (ESE) oder Silencer (ESS), der in seiner veranderten Form eine von der urspring-
lichen Form abweichende Aktivitat zeigt. Daher wurde eine Uberpriifung der RNA-Sequenz
auf mogliche ESE durchgefiihrt (Smith et al., 2006; Cartegni et al., 2003). Diese Uberpriifung
ergab zwei potenzielle Bindungsstellen fir Enhancerproteine: 498 CTGRGGG 504 als Bin-
dungsstelle fir SRSF1 (Serin-Arginin reicher Splicing Faktor 1) und 496 CGCTGRG 502 als
Bindungsstelle fur SRSF2. Durch die Bindung von SRFS1 wird die proximale 5 Splicesite
Ubersprungen und erst die darauffolgende Stelle verwendet, was zu einer Verlangerung des
Exons fuhrt, welches den ESE tragt (Abbildung 8, Seite 60). Durch die Veranderung des
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Verhaltnisses der beiden Splice-Varianten aufgrund der Mutation in der Enhancersequenz

konnte die Konzentration an funktionellem Protein beeinflusst werden.
@\: vt sngve
e ] Intron 8

Bindestelle
A A

Erste Splicesite Zweite Splicesite

Exon 8

Abbildung 8: Funktion des exonischen Splicing Enhancers in Exon 8 des DKK3-Gens

SRSF1: Serin-Arginin reicher Splicingfaktor; U1snRNP: U1 small nuclear Ribonucleotid Particle, Be-
standteil des Spliceosoms; durch die Bindung des SRSF1 an seine Bindungsstelle, den exonischen
Splcingenhancer in Exon 8, wird das Spliceosom von der ersten Splicestelle zur nachsten dirigiert,
was zu einer Verlangerung des Exons fiihrt (nach Ahsan et al., 2017 )

Fir den Polymorphismus rs7480000 wurden in dieser Arbeit deutliche Assoziationen zum
Untertest ,Zahlen nachsprechen“ nachgewiesen. Dieser Untertest misst Funktionen des Ar-
beitsgedachtnisses (Kurzzeitgedachtnis) und der Aufmerksamkeitsleistung (Tewes, 1994).
Die Aufmerksamkeit ist als eine Leistungsvorfeldfunktion bekannt, die stark mit der Intelli-
genzleistung korreliert. Das Arbeitsgedachtnis hat die Funktion, Informationen unterschiedli-
cher Sinnesmodalitaten von limitierter Anzahl (7 + 2) kurzfristig abrufbar zu halten. Das Ar-
beitsgedachtnis ist hirnanatomisch im prafrontalen Kortex lokalisiert und mit allen héheren
kognitiven Funktionen wie Lernen, Planen, insbesondere aber der Intelligenz korrelativ ver-
bunden (Stemmler et al., 2016). Die vorliegenden Befunde stiitzen somit die Schlussfolge-
rung, dass das DKK3 Uber die Aufmerksamkeits- und Gedachtnisfunktionen indirekt auf Intel-
ligenzleistungen Einfluss nehmen kann. Weiterhin dienen die Ergebnisse im Test ,Zahlen
nachsprechen® auch als Hinweis zum Vorliegen von hirnorganischen Stérungen (Tewes,
1994). Er kann demnach u. a. auch als Indikator fur frihe Demenzerkrankungen genutzt
werden, da diese haufig mit Stérungen der Aufmerksamkeit, des Arbeitsgedachtnisses und
anderer Exekutivfunktionen verbunden sind (Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie, 2016).
Ein Einfluss des DKK3-Gens auf diese Funktion kann méglicherweise auch als Hinweis da-
rauf gewertet werden, dass demenzielle Erkrankungen wie die Alzheimer-Demenz ebenfalls

mit DKK3 assoziiert sind.
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Die Beeinflussung der Expression anderer Gene, die in der Umgebung von DKKS3 liegen,
wurde bereits besprochen. Ein direkter Einfluss des rs7480000 auf DKKS3 ist ebenfalls m&g-
lich. Dabei kann es sich aufgrund der intronischen Lage des SNP nicht um eine proteinab-
hangige Mutation handeln, sondern ist eine regulatorische Funktion, die durch den SNP ver-
andert ist. Neben den ESE gibt es auch intronische Splicing Enhancer (ISE), die den Phano-

typ beeinflussen kdnnen.

Eine Studie fand erhdhte DKK3-Level in verschiedenen Hirnregionen, wie etwa dem Hippo-
campus, bei Alzheimer-Patienten (Zenzmaier et al., 2009). Der Hippocampus gilt als Zent-
rum der Verarbeitung von neuen Erfahrungen, Wiedererkennung und Langzeitgedachtnis-
funktionen (Vann und Albasser, 2011). Allerdings wurden diese kognitiven Fahigkeiten in der
vorliegenden Studie nicht getestet, sodass hierzu keine Schlussfolgerungen gezogen werden

koénnen.

Der Einfluss der Wnt-Signalleitungen auf die Neuroplastizitdt des Hippocampus im Erwach-
senenalter wurde bereits nachgewiesen (Varela-Nallar und Inestrosa, 2013). Uber diese
Verbindung sind die Wnt-Signalwege auch mit Erkrankungen wie Schizophrenie, Major De-
pression, Autismus und bipolaren Stérungen assoziiert (Ftouh et al., 2005, Sani et al., 2012).
Ein konkreter Einfluss des DKK3-Gens wurde bisher nicht festgestellt, da andere Komponen-
ten und Strukturen der Wnt-Signalwege, wie GSK3B oder DKK1, im Fokus der Forschung
standen. Die vorliegende Studie legt aber nahe, dass DKK3 eine groRere Rolle insbesondere
bei der Auspragung von Gedachtnisleistungen und der kognitiven Verarbeitungsgeschwin-
digkeit innehat und damit mdglicherweise sowohl auf allgemeine Intelligenzleistungen als

auch auf demenzielle Prozesse einwirkt.

An Assoziationsstudien wurde bereits vielfaltig Kritik gedufRert. So seien haufig nur geringe
Zusammenhange festgestellt worden, die in spateren Studien aufgrund unterschiedlicher
Qualitat und Quantitat der Stichproben, von Umwelteinflissen und Messmethodik der Stu-
dien nicht repliziert werden konnten (Barnett et al., 2008). Frank und Fossella (2011) schat-
zen eine Assoziation zwischen einem Kandidatengen und einer Verhaltensweise dann als
hoch ein, wenn der in der Empirie festgestellte Zusammenhang auch in der Fachliteratur
fundiert ist, wenn die eingesetzte Messmethodik fundiert ist und wenn die Messbedingungen

zur Erfassung maximal sensitiv sind.

Werden diese Malstéabe zur Grundlage einer Bewertung der Studie angelegt, kann eine si-
chere Schlussfolgerung zur Assoziation von DKK3 und Intelligenz nicht gezogen werden. Die
gefundenen Signifikanzen sind teilweise schwach oder wurden nur als Tendenzen gemes-
sen. Aus der Fachliteratur liegen bislang keine vergleichbaren Studien vor, welche die erhal-

tenen Indikatoren bestatigen konnten. Die vorhandenen Untersuchungen beruhen auf einer
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ganzlich anderen Methodik, sodass die gezogenen Verbindungen und Ruckschlisse durch-
aus in spateren Studien revidiert werden konnen. Da die Intelligenz als ein komplexes
Merkmal angesehen wird, das nur zum Teil durch genetische Einflisse bedingt ist, und diese
genetischen Einflisse sich wahrscheinlich auf eine sehr groRe Anzahl von Einzelgenen mit
jeweils nur geringem Wirkungsgrad beziehen (Deary et al., 2010), sind die in der Studie er-
zielten Ergebnisse durchaus im Rahmen des Erwartbaren und nicht allein auf die Fehlervari-

anz zurickzufihren.

Die hier vorgestellte Assoziationsstudie zum Einfluss von Polymorphismen des DKK3 auf die
kognitive Leistung ist die erste in dieser Form. Aufgrund dessen sind weitere Studien not-
wendig, um die hier erhaltenen Ergebnisse zu untermauern oder ggf. zu falsifizieren. Insbe-
sondere die als Trends gezeigten Assoziationen bedtrfen einer Bestatigung durch Wiederho-
lungsmessungen an ahnlichen Stichproben, damit potenzielle Messfehler ausgeschlossen

werden konnen.

Anhand der Ergebnisse, die mithilfe des Hamburg-Wechsler-Intelligenztests fir Erwachsene
vorgenommen wurden, liel3 sich ein Einfluss von Polymorphismen des DKK3 auf die allge-
meine Intelligenz sensu Wechsler (1964) bzw. i. S. eines g-Faktors laut Spearman (1904)
nicht nachweisen. Demgegenuber konnten einige Korrelationen in spezifischen Untertests
festgestellt werden. Mdglicherweise kdnnten Untersuchungen, die statt des HAWIE-R mit
Intelligenztests arbeiten, die auf spezifischen unabhangigen Intelligenzfaktoren i. S. von
Thurstone (1938) beruhen, noch prazisere Einblicke in das Zusammenhangsgefuge geben.
Infrage kommt hierzu beispielsweise der Intelligenzstrukturtest IST-2000R (Liepmann et al.,
2007) oder das LPS (Kreuzpointer et al., 2013).

In der vorliegenden Untersuchung wurden Hinweise darauf gefunden, dass das DKK3 Ein-
fluss auf das Arbeitsgedachtnis nimmt. Dieser Einfluss kdnnte Auswirkungen bei der Auspra-
gung von Demenzen, insbesondere der Alzheimer-Demenz, haben. Um dieser Fragestellung
nachzugehen, sollten demnach vergleichbare Untersuchungen mit einer entsprechenden
klinischen Stichprobe von Alzheimer-Patienten und gesunden Kontrollen durchgefihrt wer-

den.

Da die Assoziation mit dem Untertest zum Arbeitsgedachtnis aus den erhaltenen signifikan-
ten Ergebnissen vergleichsweise hoch war, wird empfohlen, dass kinftige Untersuchungen
neben Intelligenztests auch spezifische Tests zum Arbeitsgedachtnis und zu exekutiven
Funktionen beinhalten sollten, wie beispielsweise den Wisconsin Card Sorting Test, weiterhin
sollten Aufmerksamkeits- und Konzentrationstests eingesetzt werden, so z. B. der Aufmerk-
samkeits-Belastungstest d2-R und der Alters-Konzentrations-Test AKT (Habel und Schnei-
der, 2017).
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Daruber hinaus ware eine Ausweitung der Fragestellung vom Arbeitsgedachtnis zum Lang-
zeitgedachtnis ebenfalls sinnvoll. Aufgaben zum Langzeitgedachtnis sind in den Untertests
des HAWIE-R nicht enthalten. Aufgrund der Befunde verschiedener Untersuchungen, nach
denen eine erhdhte Expression von DKK3 im Hippocampus gefunden wurde und diese Hirn-
region fir die Integration von Gedachtnisleistungen verantwortlich ist, ware eine solche Stu-
die eine sinnvolle Erganzung. Aufgrund eines mdglichen Zusammenhangs mit Demenzer-
krankungen ist eine Ausweitung der Fragestellung auch von besonderer Relevanz. Als Ge-
dachtnistests lassen sich beispielsweise die Wechsler Memory Scale WMS (Wechsler, 1945;
aktuelle dt. Version von Petermann und Lepach, 2012) und der Lern- und Gedachtnistest
LGT-3 (Baumler, 1974) anwenden.
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