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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Alzheimer Demenz (AD) ist die haufigste Form der Demenzen. An ihrer multifaktoriellen
Genese sind sowohl Umweltfaktoren als auch genetische Faktoren beteiligt. Zu den
Kernsymptomen der AD zadhlen u.a. kognitive Beeintrachtigungen insbesondere des
Gedachtnisses. Mittels einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) entdeckten Lambert et
al. (2009) eine Assoziation zwischen den Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) rs6656401
und rs3818361 im Komplementrezeptor Typ 1- (CR1-) Gen und der Late-onset AD (LOAD). Diese
Ergebnisse wurden u.a. 2013, 2019 und 2022 im Rahmen genomweiter Meta-Analysen bestatigt
(Lambert et al.,, 2013; Kunkle et al., 2019; Bellenguez et al., 2022). CR1 ist ein
Komplementrezeptor, der die Komplementfaktoren C3b und C4b bindet und das
Komplementsystem inhibitorisch reguliert. Er befindet sich u. a. auf phagozytierenden Zellen
und Erythrozyten, auf deren Oberflache er als Vehikel fiir die Eliminierung von zirkulierenden
Immunkomplexen agiert und an der AR-Clearance beteiligt ist.

Die Fragestellung der hier vorgestellten Arbeit ist, ob Polymorphismen der CR1 Genregion mit
kognitiven Leistungen signifikant assoziiert sind in zwei Stichproben, die weder an einer
Alzheimer Demenz noch an einem Mild Cognitive Impairment (MCI) leiden. Es soll somit
untersucht werden, ob sich die vielfach replizierte Assoziation zwischen LOAD und CR1 auch
hinsichtlich einer Assoziation des CR1-Gens und kognitiven Endophanotypen zeigt. Zudem soll
durch die Wahl der beiden Stichproben gepriift werden, ob eine mogliche Assoziation LOAD-
unabhangig ist und somit generell eine Assoziation des Gens zu Kognition besteht.

In der vorliegenden Arbeit wurden dazu genetische Varianten der CR1-Region in Hinblick auf
eine Assoziation mit kognitiven Leistungen in einer Kohorte der Allgemeinbevélkerung ohne
LOAD oder MCI, bestehend aus 557 Probanden, untersucht und in einer zweiten unabhangigen
Stichprobe aus 664 Probanden lberpriift.

Die kognitive Leistungsfahigkeit der Screening-Kohorte wurde anhand der Wechsler Memory
Scale in ihrer revidierten deutschen Fassung (WMS-R) gemessen, die der Replikationsstichprobe
anhand der erweiterten neuropsychologischen Testbatterie des Consortium to Establish a
Registry for Alzheimers’ Disease (CERAD-Plus). Nach Genotypisierung mittels SNP-Arrays und
Imputation der Daten wurden 380 SNPs im Bereich der CR1 Genregion ausgewahlt und daraus
20 LD-unabhéangige Regionen definiert. Die Assoziationsanalysen der dazugehdrigen Index-SNPs
erfolgte mittels additiver linearer Regression unter Berlicksichtigung der Kovariablen Alter,
Geschlecht und Bildung.

Insgesamt konnten in der Screeningstichprobe signifikante Ergebnisse bezliglich zehn Index-

SNPs und der WMS-R detektiert werden. Diese sollten in einer Replikationsstichprobe anhand
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von Proxy SNPs repliziert werden, wobei aufgrund unterschiedlicher
Genotypisierungsplattformen nur acht der zehn SNPs weiterverfolgt werden konnten.

Firr vier der acht Proxy SNPs zeigten sich signifikante Assoziationen zu Untertests der CERAD-
Plus. Bei zwei dieser SNPs lieBen sich Ergebnisse aus der Screeningstichprobe replizieren. Sowohl
Trager des seltenen T-Allels von rs4314882 (Screeningstichprobe) als auch des seltenen C-Allel
des Proxies rs78042401 (r? = 0,70, Replikationsstichprobe) zeigten schlechtere Leistungen in
visuellen Gedachtnisdomanen. Des Weiteren zeigten Trager des seltenen G-Allels von
rs6681449 (Screeningstichprobe) bzw. des seltenen G-Allels des Proxies rs17046851 (r?= 0,99,
Replikationsstichprobe) Assoziationen zu einer besseren Leistung, jedoch in unterschiedlichen
Gedachtnisbereichen. Dies waren in der Screeningstichprobe die Kategorie Visuelles Gedachtnis
der WMS-R und in der Replikationsstichprobe verbale Gedachtnisaspekte der CERAD-Plus.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben Hinweise darauf, dass die Genregion CR1
moglicherweise nicht nur mit der Late-onset Alzheimer Demenz assoziiert ist, sondern dass der
gefundene Zusammenhang zwischen der CR1-Region und den LOAD Endophidnotypen
y,kognitive  Funktionen” auf einen neurobiologisch Ubergreifenden Mechanismus
zurlickzufiihren sein konnte, der sich nicht nur auf die LOAD begrenzt. Weitere Studien in
grofleren Stichproben und funktionelle Untersuchungen sind notwendig, um die Bedeutung der

CR1-Genregion fir die kognitive Leistungsfahigkeit zu bestimmen.
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2 Abstract (English)

Alzheimer's dementia (AD) is the most common form of dementia. Both environmental and
genetic factors are involved in its multifactorial genesis. The core symptoms of AD include
cognitive impairments, especially of the memory. Using a genome-wide association study
(GWAS), Lambert et al. (2009) discovered an association between the single nucleotide
polymorphisms (SNPs) rs6656401 and rs3818361 in the complement receptor type 1 (CR1) gene
and late-onset AD (LOAD). These findings were confirmed in genome-wide meta-analyses in
2013, 2019 and 2022, among others (Lambert et al., 2013; Kunkle et al., 2019; Bellenguez et al.,
2022). CR1 is a complement receptor that binds complement factors C3b and C4b and inhibitory
regulates the complement system. It is found on phagocytosing cells and erythrocytes, among
others, on whose surface it acts as a vehicle for the elimination of circulating immune complexes
and is involved in AR clearance.

The question of the work presented here is whether polymorphisms of the CR1 gene region are
significantly associated with cognitive performance in two samples suffering from neither
Alzheimer's dementia nor mild cognitive impairment (MCI). Thus, it will be investigated whether
the frequently replicated association between LOAD and CR1 is also shown with regard to an
association of the CR1 gene and cognitive endophenotypes. In addition, the choice of the two
samples is intended to test whether a possible association is LOAD-independent and thus
whether there is a general association of the gene with cognition.

In the present study, genetic variants of the CR1 region were examined with regard to an
association with cognitive performance in a cohort of the general population without LOAD or
MCI, consisting of 557 subjects, and tested in a second independent sample of 664 subjects.
The cognitive performance of the screening cohort was measured using the Wechsler Memory
Scale in its revised German version (WMS-R), that of the replication sample using the extended
neuropsychological test battery of the Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease
(CERAD-Plus). After genotyping using SNP arrays and imputation of the data, 380 SNPs in the
CR1 gene region were selected and 20 LD-independent regions were defined from these. The
association analyses of the associated index SNPs were performed using additive linear
regression, taking into account the covariates age, sex and education.

Overall, significant results could be detected in the screening sample with regard to ten index
SNPs and the WMS-R. These were to be replicated in a replication sample using proxy SNPs,
whereby only eight of the ten SNPs could be followed up due to different genotyping platforms.
Four of the eight proxy SNPs showed significant associations with subtests of the CERAD-Plus.
For two of these SNPs, results from the screening sample could be replicated. Carriers of the

rare T-allele of rs4314882 (screening sample) as well as of the rare C-allele of the proxy
3
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rs78042401 (r2 = 0.70, replication sample) showed poorer performance in visual memory
domains. Furthermore, carriers of the rare G-allele of rs6681449 (screening sample) or the rare
G-allele of the proxy rs17046851 (r2 = 0.99, replication sample) showed associations with better
performance, but in different memory domains. These were the visual memory category of the
WMS-R in the screening sample and verbal memory aspects of the CERAD-Plus in the replication
sample.

The results of the present study provide evidence that the CR1 gene region may not only be
associated with late-onset AD, but that the association found between the CR1 region and the
LOAD endophenotypes "cognitive functions" may be due to a neurobiologically overarching
mechanism that is not limited to LOAD alone. Further studies in larger samples and functional
investigations are necessary to determine the significance of the CR1 gene region for cognitive

performance.



Einleitung

3 Einleitung

3.1 Alzheimer Demenz

3.1.1 Definition

Laut ICD-10 ist die Alzheimer Demenz (AD) eine neurodegenerative Erkrankung des Gehirns
(Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte, 2020). Mit typischen neurochemischen und
pathologischen Veranderungen gehen auch charakteristische klinische Symptome einher, die nach
jahrelang schleichender Progredienz in einer Demenz vom Alzheimer-Typ miinden. Diese duRert sich
in einer sukzessiv voranschreitenden Einschrankung komplexer kognitiver Funktionen, zu denen u. a.
die Gedachtnisleistung, die Orientierung, die Auffassungsgabe und auch sprachliche Fahigkeiten
zdhlen (Lane et al., 2018).

Es wird zwischen einer frih, d. h. vor dem 65. Lebensjahr einsetzenden (early-onset Alzheimer’s
disease, EOAD) und einer spét, d. h. nach dem 65. Lebensjahr einsetzenden (late-onset Alzheimer’s
disease, LOAD) Alzheimer Demenz unterschieden (Cacace et al., 2016). Darliber hinaus existiert eine
atypische oder gemischte Form, die Patienten mit einer gemischten Alzheimer- und vaskuldren

Demenz umfasst (Tanzi, 2012; Cacace et al., 2016; Lane et al., 2018).

3.1.2 Epidemiologie

Nach Schatzungen des World Alzheimer Reports (2022) waren 2019 weltweit ca. 55 Mio. Menschen
an Demenz erkrankt und ihre Zahl wird bis zum Jahr 2050 auf 139 Millionen ansteigen (Webster et al.,
2022). Bezogen auf Deutschland liegen diese Zahlen bei aktuell 1,8 Mio. Erkrankten mit einem Anstieg
auf voraussichtlich 3 Mio. bis zum Jahr 2050. Die wachsende Pradvalenz ist in der zunehmenden
Lebenserwartung in den westlichen Landern begriindet. Dabei ist die AD die Hauptursache fiir die
Entwicklung einer Demenz, ihr Anteil liegt bei ca. 70 % (Reitz et al., 2011; Deutsche Alzheimer
Gesellschaft e.V., 2022).

Zwei Drittel aller Erkrankten sind tiber 80 Jahre alt, ca. 70 % von ihnen sind Frauen. Der Hauptgrund
fir den deutlich hoheren Anteil an Frauen unter den Betroffenen ist wahrscheinlich ihre langere
Lebenserwartung. Einerseits sind Frauen in den vornehmlich gefahrdeten Altersgruppen zahlreicher
vertreten, andererseits scheinen sie nach Diagnosestellung langer mit einer Demenz leben zu kénnen

als Manner (Chéne et al., 2015).



Einleitung

An der Gesamtheit der AD macht die /ate-onset AD einen Anteil von 90 % aus und tritt in der Regel
sporadisch auf. Der Anteil der early-onset AD liegt dagegen bei nur 10 %. Sie tritt im Alter von unter 65
Jahren auf, mit einem Manifestationsgipfel zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr. Bei beiden Formen
wird eine familidare Haufung beobachtet (Cacace et al., 2016), sie unterscheiden sich jedoch in ihrem
genetischen Hintergrund (s. hierzu 1.3. Genetische Grundlagen der Alzheimer-Krankheit) (Reitz et al.,

2011).

3.1.3 Risikofaktoren

Die nicht-familiare Form der AD ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung. Mittels beobachtender
und klinischer Studien wurden Assoziationen zu verschiedenen, sich unterschiedlich stark
auswirkenden Risikofaktoren entdeckt. Zu diesen zahlen mehrere Faktoren, die gleichzeitig das Risiko
fir die Entstehung vaskular bedingter ischamischer Herzerkrankungen sowie fiir einen Schlaganfall
erhohen (Reitz et al., 2011). Dies sind kardio- und zerebrovaskulare Erkrankungen, Typ 2 Diabetes,
Uber- und Untergewicht, eine an gesattigten Fettsduren reiche Ernahrung, Hypercholesterindmie und
Bewegungsmangel. Der Effekt des Rauchens auf die Entwicklung einer AD ist umstritten. Weitere
Risikofaktoren sind Depression, psychischer Stress, geringer sozio6konomischer Status und
Schadelhirntraumata (Reitz et al., 2011; Povova et al., 2012; Wiltfang et al., 2017). Dariber hinaus
tragen genetische Komponenten zur Genese der AD bei. Zu diesen zdhlen u. a. Mutationen in den
Amyloid Precursor Protein und Presenilin Genen PSEN1 und PSEN2 bei der familidren AD (Bagyinszky
et al., 2014; Sirkis et al., 2022) und z.B. genetische Varianten in den Genen APOE, CLU, PICALM, CD2AP,
SORL1, CD33 und das in der vorliegenden Arbeit ndher betrachtete CR1 bei der LOAD (Lambert et al.,
2009; Hollingworth et al., 2011; Lambert et al., 2013; Dourlen et al., 2019; Sims et al., 2020; Frisoni et
al.,, 2022). In der letzten groRten genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) zur LOAD wurde eine
zweistufige genomweite Assoziationsstudie mit insgesamt 111326 AD-Fallen und 677663 Kontrollen
durchgefiihrt. Es fanden sich 75 Risikoloci, von denen 42 zum Zeitpunkt der Analyse neu waren. Fir
die CR1-Region gab es die beste Assoziation mit dem SNPs rs679515 und einem p-Wert von p =
7.2 x10-46, OR =1,13 [Cl:1.11-1.15] (Bellenguez et al., 2022).

3.1.4 Pathomechanismen

Die neurobiologischen Mechanismen, die der Entstehung der AD zugrunde liegen, sind seit langem

Gegenstand intensiver Forschung. Bisher ist es jedoch nicht gelungen, diese abschlieBend zu klaren.
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Zu den mikroskopischen Veranderungen im zentralen Nervensystem zahlen extrazellulare Plaques,
intrazelluldare neurofibrillare Blndel und eine GefiRwandamyloidose. Damit gehen zentrale
Entziindungsprozesse, neuronale Degeneration und der Verlust von synaptischen Verbindungen
einher (Kumar et al., 2015; Sanabria-Castro et al., 2017; Frisoni et al., 2022). Makroskopisch sichtbar
wird der Untergang der Neuronen in einer Schrumpfung des Kortex mit VergroBerung der Sulci und
Erweiterung der Ventrikel (Serrano-Pozo et al.,, 2011). Die Beobachtung dieser typischen
Veranderungen fiihrte zur Formulierung zentraler, nachfolgend kurz erlauterter Hypothesen: der
cholinergen und der glutamatergen Hypothese, der Amyloid-Hypothese und der Tau-Hypothese sowie
Vermutungen Uber die Beteiligung von oxidativem Stress und Kalzium (Sanabria-Castro et al., 2017,
Wiltfang et al.,, 2017). Es herrscht jedoch allgemein Einigkeit darliber, dass die Genese der
sporadischen AD multifaktoriell bedingt ist und somit wahrscheinlich alle genannten Mechanismen zu

verschiedenen Anteilen an ihrer Entstehung beteiligt sein konnten.

Amyloid-Hypothese

Die fir die AD typischen senilen Plaques bestehen aus B-Amyloid (AB), welches im Rahmen der
Prozessierung des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) entsteht (Sanabria-Castro et al., 2017). APP ist ein
integrales Membranprotein, dessen genaue Funktion bisher unbekannt ist. Bei Gesunden wird es zu
90 % von dem Enzym a-Sekretase und zu 10 % nacheinander von den Enzymen - und y-Sekretase
gespalten (Murphy und LeVine, 2010). Die Prozessierung durch die a-Sekretase stellt den nicht-
amyloidogenen Weg dar, im Zuge dessen ein verkirztes, l6sliches APP-Molekiil (soluble APPa) und ein
C-terminales C-83-Fragment entstehen (Penke et al., 2017). Bei der Spaltung durch die B- und y-
Sekretase entsteht das schlecht 16sliche AB. Dabei handelt es sich hauptsachlich um ABi.40 (80-90 %)
und ABi.42 (5-10 %). Aufgrund seiner starker hydrophoben Eigenschaften neigt vor allem ABi.42 zur
Bildung einer B-Faltblatt Struktur, die eine Aggregation und somit Plaquebildung begiinstigt (Murphy
und LeVine, 2010; Penke et al., 2017). Bei AD-Patienten ist die Aktivitdt sowohl der B- als auch der y-
Sekretase erhoht, was zu einer vermehrten Produktion und somit einer Dysbalance zwischen Bildung
und Clearance der AB-Formen fiihrt. Folge ist eine Akkumulation im Gehirn (Murphy und LeVine, 2010).
Die Amyloidplaques stéren die synaptische Ubertragung und wirken neurotoxisch, was zum Untergang
von Neuronen und langfristig zu einem geistigen Abbau fiihrt (Kamenetz et al., 2003; Kam et al., 2014).
Eine ebenfalls wichtige Rolle spielt die Ablagerung von Amyloid in und um zerebrale BlutgefaRe, welche
als zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) bezeichnet wird (Ghiso et al., 2010). Diese fiihrt zu Stérungen
der Blut-Hirn-Schranke, der Extravasation von Plasmaproteinen, Bildung von Odemen und Freisetzung
von Entziindungsmediatoren und der Degeneration der Basallamina, was wiederum zu

hamorrhagischen Komplikationen flihren kann. Dariiber hinaus wird die zerebrale Perfusion gestort,
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was zu einer mangelhaften Oxygenierung und einem damit einhergehenden Neuronenverlust und der

Bildung freier Sauerstoffradikale und oxidativem Stress fiihrt (Ghiso et al., 2010; Frisoni et al., 2022).

Tau-Hypothese

Das t-Protein ist ein zytosolisches, Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches im Rahmen der AD
vermehrt phosphoryliert wird und im Zuge dessen gehauft in seiner freien Form anfallt. Es wird
angenommen, dass die freien Molekiile einerseits den axonalen Transport und das neuronale
Wachstum storen, was das Absterben der betroffenen Nervenzelle zur Folge hat (Igbal et al., 2010)
und andererseits zu fibrillaren Blindeln (neurofibrillary tangles, NFT) aggregieren (Lee et al., 2005; Igbal
et al., 2010; Serrano-Pozo et al., 2011; Wiltfang et al., 2017; Dourlen et al., 2019). Die Menge der NFT
steigt proportional mit dem Verlust von Synapsen und dem Fortschreiten der neuronalen
Degeneration und somit auch mit dem Progress der AD. Dennoch ist noch nicht abschlieRend geklart,
ob das hyperphosphorylierte t-Protein tatsachlich krankheitsverursachend ist oder ob sein Anstieg nur

parallel zu dieser verlauft (Lee et al., 2005; Igbal et al., 2010; Serrano-Pozo et al., 2011).

Cholinerge und glutamaterge Hypothese

Die cholinerge Hypothese besagt, dass die Degeneration cholinerger Neurone, vor allem im
Hippocampus, frontalem Kortex und in Bereichen der Basalganglien, maligeblich zur Entstehung der
AD beitragen, da cholinerge Ubertragungswege hier eine wichtige Rolle fiir Funktionen wie
Bewusstsein, Aufmerksamkeit und Gedachtnis spielen (Terry und Buccafusco, 2003). Betroffene
Nervenzellen weisen eine geringere Aufnahme von Cholin, eine verminderte Freisetzung von
Acetylcholin, eine verringerte Expression von Muskarinrezeptoren und einen gestorten axonalen
Transport auf. Folge der Degeneration ist eine Verminderung cholinerger Marker wie der
Acetyltransferase oder der Acetylcholinesterase, die mit dem Einsetzen kognitiver Beeintrachtigungen
korreliert (Sanabria-Castro et al., 2017).

Ein weiteres bei AD betroffenes Transmittersystem ist das glutamaterge System (Cox et al., 2022).
Glutamat ist ein exzitatorisch wirkender, zentraler Neurotransmitter, der Gber N-Methyl-D-Aspartat-
(NMDA) Rezeptoren synaptische Plastizitat vermittelt und im Hippocampus die Langzeitpotenzierung,
Lernprozesse und die Gedachtniskonsolidierung vermittelt (Lynch, 2004). Postmortale
Untersuchungen haben gezeigt, dass die zentrale Dichte glutamaterger Rezeptoren bei AD-Patienten

gegeniber nicht erkrankten Kontrollen deutlich verringert ist (Maragos et al., 1987).
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Oxidativer Stress und Stérung der Kalziumhoméostase

Im Verlauf der Erkrankung sind die Neurone von Alzheimer-Patienten vermehrt oxidativem Stress (OS)
ausgesetzt, welcher zur Apoptose von Neuronen fiihrt (Zhao und Zhao, 2013). OS entsteht durch eine
Dysbalance zwischen der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und der Menge an
schiitzenden Antioxidantien, jedoch ist noch nicht klar, wodurch das Ungleichgewicht verursacht wird
(Gella und Durany, 2014). Es wird vermutet, dass durch die Akkumulation von AB eine vermehrte
Bildung von ROS erfolgt. Gleichzeitig scheinen sowohl die Bildung von AR als auch die
Hyperphosphorylierung und Fibrillenbildung von t-Proteinen durch OS gefdrdert zu werden. Es
entsteht ein Teufelskreis, der zur Neurodegeneration flihrt (Zhao und Zhao, 2013; Frisoni et al., 2022).
Bei AD-Patienten scheint auSerdem die Kalziumhomaoostase der Neuronen gestort zu sein. Als Ursache
hierfiir werden OS, die Akkumulation von AB und Mutationen in den Presenilingenen vermutet. Als
Folge der Homoostasestorung treten synaptische Dysfunktion und Neurodegeneration auf (Green und

LaFerla, 2008; Wiltfang et al., 2017).

Letztendlich resultieren samtliche genannte Mechanismen in einem Verlust von synaptischen
Ubertragungswegen und in der Degeneration bzw. im Untergang von Neuronen. Folge ist eine fiir die
AD typische symmetrische und diffuse Atrophie des zerebralen Kortex. In geringerem Ausmal$ kann
die darunter liegende weiRe Substanz ebenfalls betroffen sein (Vinters, 2015). Des Weiteren ist ein
Hydrocephalus ex vacuo charakteristisch, d. h. eine aus der kortikalen Schrumpfung resultierende
Erweiterung der Seitenventrikel (Serrano-Pozo et al., 2011). Von der kortikalen Atrophie sind meist vor
allem die medialen Temporallappen betroffen, in denen u. a. der Hippokampus als wichtige Station
der Gedachtniskonsolidierung lokalisiert ist, was zu einer fir die AD typischen Stoérung der
Gedachtnisfunktion flhrt (Visser et al., 2002; Lynch, 2004; Serrano-Pozo et al., 2011). Das National
Institute on Aging (NIA) und die Alzheimer’s Association (AA) definieren die AD als ein Kontinuum,
beginnend mit einem asymptomatischen, praklinischen Stadium Uber die leichte kognitive Storung
(Mild cognitive impairment, MCI) bis hin zur manifesten Demenz (Molin und Rockwood, 2016).
Wahrend die Bildung von senilen Plaques zehn bis zwanzig Jahre vor dem Einsetzen der ersten
Symptome beginnt, zeigt der Beginn der Formierung von NFT den Ubergang in die manifeste Demenz
an (Jack et al., 2009).

Die resultierenden Symptome sollen in den folgenden Abschnitten eingehend betrachtet werden.
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3.1.5 Klinik und Verlauf der Alzheimer Demenz

Die Einteilung der AD erfolgt, je nach Schweregrad, in das leichte, moderate/mittelschwere und
schwere Stadium. Der AD geht ein praklinisches Stadium voraus und auch die leichte kognitive Stérung
(Mild cognitive impairment, MCI) kann vor der AD auftreten (Feldman und Woodward, 2005).
Patienten im praklinischen Stadium sind laut NIA klinisch vollig unauffallig oder weisen derart geringe
kognitive Beeintrachtigungen auf, dass sie die Kriterien fiir die MCl noch nicht erfillen. Im Alltag zeigen
sie keinerlei Einschrankungen. Die erweiterte Diagnostik stitzt sich fast ausschlieBlich auf das
Vorhandensein von Biomarkern, die auf alzheimertypische Neuropathologien hinweisen (Jack et al.,
2011; Molin und Rockwood, 2016; Wiltfang et al., 2017; Frisoni et al., 2022). Die MCl ist eine klinische
Diagnose. Sie kann der AD vorausgehen und stellt ein Stadium dar, in dem ein Patient objektivierbare
kognitive Beeintrachtigungen aufweist, die jedoch noch nicht die Kriterien fiir eine Demenz erfiillen
(Petersen et al.,, 1999). Nicht nur die AD, sondern auch weitere Demenzformen, wie die
frontotemporale oder die vaskulare Demenz kénnen Ursache fiir eine MCl sein (Petersen, 2016). Das
Stadium der MCI wird in zwei Kategorien klassifiziert: die amnestische MCl (a-MCl) und die nicht-
amnestische MCI (na-MCl). Die a-MCl wird als typisches Prodromalstadium der AD angesehen.
Betroffene Personen weisen vor allem klinisch signifikante Defizite beziiglich des Gedachtnisses auf
und gehen mit einer jahrlichen Rate von 10-15 % in eine AD liber (Tampi et al., 2015; Petersen, 2016).
Zu Beginn der AD kann es schwierig sein, die schleichend progredienten Symptome von anderen,
altersbedingten kognitiven Verdanderungen zu unterscheiden. Sowohl die Art der initialen Symptome
als auch die Geschwindigkeit des Krankheitsprogresses unterliegen interindividuellen Unterschieden.
Meist ist das erste Anzeichen eine Verschlechterung der Merkfahigkeit fiir neue Informationen
(Weintraub et al., 2012). Mit Fortschreiten der Erkrankung nehmen weitere kognitive Funktionen
kontinuierlich ab. Zu Beginn konnen die meisten Defizite, auch abhangig vom zugrundeliegenden
Bildungsniveau und der damit zusammenhangenden kognitiven Reserve, relativ gut kompensiert
werden. Sie werden somit erst mit Progredienz der Krankheit deutlich. Im Verlauf sind die Patienten
zunehmend auf die Hilfe anderer angewiesen, bis sie im Spatstadium vollstandig betreuungs- und
pflegebedirftig werden (Alzheimer's Association, 2017). Die LOAD und die EOAD sind in ihrer Klinik
generell nicht unterscheidbar, haufig verlauft die EOAD jedoch schwerwiegender und schreitet
schneller voran (Reitz et al., 2011; Sirkis et al., 2022).

Typischerweise umfasst das milde Friihstadium der AD ca. 15 % der gesamten Zeitspanne ab dem
Auftreten der Demenz. 35 % werden im mittleren, moderaten Stadium und 50 % im schweren
Spatstadium verbracht (Arrighi et al., 2010). Die durchschnittliche Uberlebenszeit bei AD betragt nach

Einsetzen der demenziellen Symptome drei bis zehn Jahre. Die Spanne variiert stark und ist vor allem
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vom Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose abhangig. Je friiher die Symptome einsetzen,
desto lidnger ist die Uberlebenszeit (Ganguli et al., 2005; Zanetti et al., 2009). Die beiden
Haupttodesursachen sind Bronchopneumonien und ischamische Herzerkrankungen (Brunnstrom und
Englund, 2009). Ursachen fiir die hdufigen Pneumonien sind vor allem Aspiration aufgrund von
Stérungen des Schluckreflexes und Dysphagie (Kalia, 2003). Es wird angenommen, dass Patienten mit
AD aufgrund ihrer verminderten Fahigkeit, Symptome korrekt wahrzunehmen und zu vermitteln,
haufiger an ischamischen Herzerkrankungen versterben als gleichaltrige, nichtdemente Personen (lves

et al., 2009).

3.1.6  Neuropsychologische Defizite der Alzheimer-Krankheit

Episodisches und semantisches Geddchtnis

Das deklarative Gedachtnis ist das Wissensgedachtnis. Es speichert Fakten und Ereignisse, die bewusst
wiedergegeben werden kdnnen und ist abhdngig von der funktionellen Integritdt des medialen
Temporallappens inklusive des Hippocampus und der angrenzenden entorhinalen, perirhinalen und
parahippocampalen Kortizes. Es wird unterteilt in das episodische und das semantische Gedachtnis
(Manns et al., 2003). Das episodische Gedachtnis enthalt die Erinnerung an sequenzielle Ereignisse aus
dem eigenen Leben, im semantischen Gedachtnis wird das generelle Faktenwissen, unabhangig vom
Kontext, in dem es erlernt wurde, gespeichert (Eichenbaum, 2000). Beide Bereiche sind im Rahmen
der AD friih betroffen (Belleville et al., 2017; Wiltfang et al., 2017).

Die ersten im Rahmen der AD gebildeten NFT formieren sich in Strukturen des medialen
Temporallappens, insbesondere dem Hippocampus und dem entorhinalen Kortex (Braak und Braak,
1991). Diese Regionen sind von essenzieller Wichtigkeit fir die Konsolidierung neuer
Gedachtnisinhalte, sodass durch ihre Schadigung Lernprozesse und das Erinnern an kirzlich
stattgefundene Ereignisse gestort werden (Ghoshal, 2002; Weintraub et al., 2012). Wahrend das
Auftreten der NFT mit der Entwicklung dieser ersten Gedachtnisstorungen korreliert, sind
Amyloidplaques bereits zehn bis zwanzig Jahre vor Einsetzen der ersten Symptome zu beobachten
(Jack et al., 2009). Diese Ablagerungen befinden sich zunachst vor allem im default mode network,
welches aus verschiedenen kortikalen Arealen besteht, die miteinander verbunden sind und in die
Strukturen des medialen Temporallappens projizieren und somit ebenfalls zur Gedachtnisbildung
beitragen (Mevel et al., 2011; Weintraub et al., 2012).

Dariiber hinaus scheinen Alzheimer-Patienten gegeniber gesunden Erwachsenen eine grofRere

Anfalligkeit fir das Phanomen der Interferenz aufzuweisen. Dieses besagt, dass friiher Gelerntes durch
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neu erlernte Inhalte (retroaktive Interferenz) bzw. neu Gelerntes durch bereits friiher gelernte Inhalte
(proaktive Interferenz) tiberlagert und somit beeintrachtigt wird (Monti et al., 2014).

Es herrscht weitgehend Einigkeit dariber, dass die Leistungsfahigkeit des episodischen Gedachtnisses
bereits drei bis sechs Jahre vor Beginn der Demenz bei AD herabgesetzt sein kann. Es existieren jedoch
verschiedene Ansichten bezlglich des Verlaufs. So gibt es einerseits die Meinung, dass sich das
episodische Gedachtnis in diesem praklinischen Abschnitt (ber Jahre auf einem stabilen,
herabgesetzten Niveau befindet (Backman et al., 2001), wahrend andererseits die Ansicht besteht,
dass die kognitive Leistung des episodischen Gedachtnisses von Beginn an kontinuierlich sinkt (Chen
et al., 2001).

Patienten mit leichter AD zeigen in kognitiven Tests haufig Defizite in verbalen Bereichen wie dem
Benennen von Objekten, der WortflUssigkeit und der semantischen Kategorisierung, was auf einer
Stérung des semantischen Gedéachtnisses zu beruhen scheint. Diese tritt auf, wenn sich die
alzheimertypischen  Neuropathologien auf die temporalen, frontalen und parietalen
Assoziationskortizes ausbreiten (Weintraub et al.,, 2012; Almeida und Radanovic, 2022). Die
zugrundeliegende Annahme besagt, dass ein Proband, der das Wissen Uber ein in einem Test
abgefragtes Item vollig verloren hat, in jedem einzelnen Unterbereich des Tests, in dem dieses Item
vorkommt, eine verminderte Leistung ablegen muss (Hodges et al., 1992). Als Beispiel nennen
Weintraub et al. (2012) das Item Pferd. Ein Proband, der Gber keinerlei Wissen bezliglich Pferden mehr
verflgt, wird weder das Bild eines Pferdes korrekt benennen kénnen, noch dazu in der Lage sein, den
Begriff Pferd in einem Wortfllssigkeitstest aufzuzahlen oder ihn der Kategorie Tier zuzuordnen. Da
verbale Aspekte, wie die Wortfllssigkeit, in starkerem Malie von der Integritdt des semantischen
Gedachtnisses abhangig sind als das Abrufen von generellem Faktenwissen, zeigt dieser kognitive

Bereich zuerst Defizite (Rohrer et al., 1999).

Visuospatiale Féhigkeiten

Visuospatiale Fahigkeiten beinhalten die rdumliche Orientierung und somit das Vermdgen, sich in
seiner Umgebung zurechtzufinden und Gegenstdande korrekt zu lokalisieren, aber auch komplexe
Strukturen visuell begreifen zu kdnnen (Karantzoulis und Galvin, 2011; Quental et al., 2013).

Ein Nachlassen der visuospatialen Fahigkeiten kann schon friih im Rahmen der AD beobachtet werden.
Auch eine sich bereits praklinisch manifestierende Verminderung wird diskutiert (Johnson et al., 2009).
Zunachst fallt das Zurechtfinden in unbekannter Umgebung schwer. Mit Fortschreiten der Erkrankung
verlieren Betroffene die Orientierung in eigentlich bekannter Umgebung. Gegenstande werden verlegt
und das Ausfihren komplexer Tatigkeiten, wie dem Autofahren, wird zunehmend unmoglich

(Karantzoulis und Galvin, 2011). In neuropsychologischen Testverfahren schlagen sich diese Defizite in
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einer schlechteren Leistung in der Objekt-, Gesichts- und Farberkennung, der Kontrastdiskriminierung,
der mentalen Rotation und dem Zeichnen komplexer Figuren, wie z. B. einer Uhr, nieder (Rizzo et al.,
2000). Begriindet sind diese Ausfalle durch Neuropathologien in den temporal und parietal gelegenen

visuellen Assoziationskortizes (Karantzoulis und Galvin, 2011; Quental et al., 2013; Derbie et al., 2022).

Aufmerksamkeit, Arbeitsgeddichtnis und Exekutivfunktionen

Das Arbeitsgedachtnis ist der Bereich der Erinnerung, in dem Informationen, die aktuell Gegenstand
der Aufmerksamkeit sind, voriibergehend und in begrenzter Kapazitat gespeichert werden. Zu Beginn
der AD ist das Arbeitsgedachtnis nur in geringem Male beeintrachtigt, erst in spaten Stadien sind alle
Bereiche betroffen (Weintraub et al.,, 2012). Am Anfang der Erkrankung ist vor allem die
Leistungsfahigkeit in Aufgaben, die einen komplexen Wechsel des Aufmerksamkeitsfokus verlangen,
reduziert. Das generelle Vermoégen, die Aufmerksamkeit auf einzelne Aspekte zu richten und dort zu
halten, ist zunachst noch weitgehend intakt. Erst mit progredienter Demenz geht auch diese Kapazitat
kontinuierlich verloren (Cherry et al., 2002).

Die Exekutivfunktionen stellen ein System (bergeordneter Funktionen dar, die das Verhalten
kontrollieren und anleiten, so z. B. die Entscheidungsfindung, Planung, Selbstkontrolle,
Handlungsinitiierung und -inhibierung. Um die hierfiir notwendigen Abwagungen treffen zu kénnen,
ist ein Festhalten der aktuell benétigten Informationen im Arbeitsgedachtnis notwendig, sodass dieses
mit den Exekutivfunktionen funktionell eng verkniipft ist (Diamond, 2013). Pathologien in den
zustandigen, vor allem frontal gelegenen Hirnregionen flihren zu Stérungen des abstrakten Denkens
und der Konzentration, in fortgeschrittenen Stadien auch zu Beeintrachtigungen in der
Handlungsplanung und Urteilsfahigkeit, zu Schwierigkeiten, begonnene Aufgaben zu vollenden und

auch eine Verdnderung der Personlichkeit kann auftreten (Karantzoulis und Galvin, 2011).

Weitere Verdnderungen im Rahmen der Alzheimer-Krankheit

An Alzheimer erkrankte Patienten haben ein Lebenszeitrisiko von 70-80 %, neuropsychiatrische
Symptome zu entwickeln (Lyketsos et al., 2000). Zu diesen zdhlen Stimmungsveranderungen, Wahn,
Halluzinationen, vegetative Symptome und Bewegungsunruhe. Haufig entwickeln Erkrankte auch eine
Depression, die in der Regel von Anhedonie und Dysphorie gepragt ist. Diese Symptome sind oft
episodisch und kénnen auch praklinisch auftreten (Karantzoulis und Galvin, 2011; Wiltfang et al.,
2017).

Ein weiteres, haufig beobachtetes Begleitsymptom ist die Veranderung der Personlichkeit. Diese

tendiert meist hin zu Neurotizismus, verminderter Gewissenhaftigkeit, vermehrter kognitiver Rigiditat

13



Einleitung

und Egozentrik und Stérungen des Affekts. Auch diese Verdnderungen kdénnen sich bereits vor dem
offensichtlichen kognitiven Abbau manifestieren (Karantzoulis und Galvin, 2011).

Extrapyramidalmotorische Stérungen (EPMS) kénnen ebenfalls im Rahmen der AD auftreten und
manifestieren sich im Verlauf der Erkrankung mit zunehmender Haufigkeit und Schwere. Patienten,
die zusatzlich zu ihrer AD unter EPMS leiden, zeigen eine deutlich schnellere Progredienz der

demenziellen Symptomatik (Portet et al., 2009).

3.1.7 Diagnostik der Demenz bei Alzheimer-Krankheit

Im Rahmen der leitliniengerechten Diagnostik der AD (Deuschl und Maier 2016) erfolgen zunachst
Eigen-, Fremd-, Familien- und Sozialanamnese des Patienten, inklusive Krankheitssymptomatik,
vegetativer und Medikamentenanamnese. Es folgt eine korperliche und psychopathologische
Untersuchung, die in erster Linie dem Ausschluss sekunddrer Demenzen oder weiterer
Differentialdiagnosen dient, wobei kognitive Kurztests zur orientierenden und neuropsychologische
Testverfahren zur weiterfihrenden Einschatzung der kognitiven Einschrankungen zum Einsatz
kommen. Die konventionelle zerebrale Computertomographie (cCT) oder zerebrale
Magnetresonanztomographie (cMRT) dienen der Differenzialdiagnostik. Bei der AD stellt sich eine
progrediente Hirnatrophie dar, die vor allem im medialen Temporallappen imponiert und mit
parahippocampalen Erweiterungen des Seitenventrikelhorns und evtl. auch des Kortex einhergeht.
Diese stellen sich oftmals bereits im Frithstadium dar (Deuschl und Maier 2016; Scheltens 2009).
Ergdnzend kann eine funktionelle Darstellung des zerebralen Glukosemetabolismus mittels
Fluordesoxyglucose- (FDG-) PET oder der zerebralen Perfusion mittels HMPAO-SPECT erfolgen, wird
aber nicht regelhaft empfohlen (Oukoloff et al., 2015; Deuschl und Maier, 2016; Wiltfang et al., 2017).
Das Amyloid-PET kann bei Unsicherheit ebenfalls zusatzlich durchgefiihrt werden. Es dient der
Darstellung des zerebralen AR, kann aber vor allem nur dazu dienen, das Vorhandensein derartiger
Ablagerungen auszuschlieBen, da mit zunehmendem Alter auch bei Personen ohne AD vermehrt AB
vorliegt und somit der Nachweis nicht als Beweis fiir eine Demenz gewertet werden kann (Deuschl und
Maier 2016; Marcus et al. 2014).

Neben der Bestimmung von Basisparametern im Blut kann eine Analyse des Liquors auf AB;.42, Gesamt-
Tau und Phospho-Tau erfolgen (Deuschl und Maier, 2016; Wiltfang et al., 2017). Die Konzentration von
AB1.47 ist bei AD im Liquor erniedrigt. Die Menge von ABi1.40 im Liquor stellt ein Mal fir den Gesamt-
Amyloidspiegel dar. Durch die Bestimmung des Verhéltnisses von AB1.42 zu ABi-40 im Liquor (AB1-42/1-40-

Ratio) kann die Aussagekraft der Konzentrationsangabe erhéht werden. Gesamt-Tau und
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hyperphosphoryliertes Tau sind bei AD im Liquor stark erhoht (Humpel 2011; Lewczuk et al. 2015;
Murphy und LeVine 2010).

3.2 Genetische Grundlagen der Alzheimer Demenz

3.2.1 Alzheimer Demenz mit friihem Beginn (early-onset Alzheimer’s disease)

Die EOAD macht ca. 10 % aller AD Falle aus. Sie manifestiert sich zwischen dem 30. und 65. Lebensjahr,
wobei der Manifestationsgipfel zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr liegt. Sie kann sowohl familiar
gehauft als auch sporadisch auftreten (Cacace et al., 2016). 90 % der EOAD Falle treten sporadisch auf,
wobei die genauen genetischen Faktoren bisher nicht bekannt sind (Sirkis et al., 2022). Bei 5-10 % der
EOAD Fille liegt eine familiare Form vor, welche bisher v.a. mit drei Genen in Verbindung gebracht
werden konnte: APP und den Presenilin Genen PSEN1 und PSEN2. Dort lokalisierte Mutationen fiihren
zu Veranderungen des AB Metabolismus. Die drei Gene weisen eine hohe Penetranz von lber 85 %
auf, wobei das Auftreten der EOAD mehrheitlich einem autosomal dominant Erbgang folgt (Bagyinszky

et al., 2014).

3.2.2 Alzheimer Demenz mit spatem Beginn (late-onset Alzheimer’s disease)

Die LOAD ist definiert durch einen Beginn jenseits des 65. Lebensjahres. Sie wird nicht nach den
Mendelschen Regeln vererbt. Bei der LOAD kommt es zu einem komplexen Zusammenwirken von
genetischen Risikofaktoren (polygener Erbgang) und Umweltfaktoren, die das Lebenszeitrisiko, an
Alzheimer zu erkranken, bestimmen (Tanzi, 2012) (Abb. 1). Verwandte ersten Grades von Alzheimer-
Patienten haben gegeniiber Personen, die keine an LOAD erkrankten Familienmitglieder ersten Grades
haben, ein doppeltes Risiko, selbst an AD zu erkranken (Green et al., 2002).

Das bisher wichtigste identifizierte Suszeptibilitdtsgen fir die AD ist das Apolipoprotein E- (APOE-) Gen
auf Chromosom 19. Beim Menschen kommen hauptsachlich die drei Isoformen €2, €3 und €4 vor. Das
Risiko, an einer AD zu erkranken, steigt mit jedem zusatzlichen €4-Allel. Personen mit nur einem APOE-
€4-Allel haben ein zwei- bis vierfach erhdhtes Risiko, bei homozygoten €4-Allel-Tragern ist das Risiko
um das Finf- bis Zehnfache erhéht. AuBerdem erniedrigt jedes zusatzliche APOE-g4-Allel das Alter, in
dem sich die Demenz manifestiert, um sechs bis sieben Jahre (Reitz et al., 2011; Tanzi, 2012; Frisoni et
al., 2022).

Mittels genomweiter Assoziationsstudien wurde die Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen

(single nucleotide polymorphisms, SNPs) in zahlreichen weiteren Genen mit der LOAD beschrieben und
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nachfolgend repliziert. Die potenziellen Risikogene sind an diversen Prozessen im Korper beteiligt, die
verschiedene Ablaufe, sowohl in zerebralen als auch in peripheren Kompartimenten, beeinflussen. Zu
den wichtigsten Vertretern gehdren neben APOE u. a. CLU, PICALM und BIN1 (Lambert et al., 2013;
Andrews et al., 2019; Kunkle et al., 2019). Ein weiteres dieser Risikogene ist das Komplementrezeptor-
1-Gen (CR1), dessen Genprodukt, der Komplementrezeptor 1, u. a. sowohl an der Eliminierung
zirkulierender Immunkomplexe als auch an der Amyloid-R- (AR)- Clearance beteiligt ist (Lambert et al.,
2009). CR-1 und 19 weitere dieser Risikoloci konnten 2019 in einer Meta-Analyse bestatigt werden
(Kunkle et al., 2019). In der aktuellsten und bisher groRten genomweiten Assoziationsstudie beziiglich
der LOAD untersuchten Bellenguez et al. (2022) 111326 AD-Fille und 677663 Kontrollen. Es wurden
insgesamt 75 Risikoloci detektiert, beziliglich 42 von diesen war keine Assoziation zur LOAD
vorbeschrieben. Hier zeigte in der CR1-Region der SNP rs679515 die beste Assoziation (p = 7.2 x 10-46,
OR=1,13 [CR1.11-1.15]) (Bellenguez et al., 2022).

verminderte

APOE =4 a AB-Clearance

ander.e AP-Aggregation

genetische

Faktoren LOAD
Entziindung

nicht-

genetische -

Faktoren | veranderte ]

AR Synthese

Abb. 1: Faktoren, die an der Entstehung der LOAD beteiligt sind.
AB: B-Amyloid, AD: Demenz bei Alzheimer-Krankheit (Bagyinszky et al., 2014)

3.3 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem gehort zum humoralen Teil des angeborenen Immunsystems. Es besteht aus
mehr als 30 Proteinen, die in Abwesenheit von Infektionen in inaktivierter Form in den
KorperflUssigkeiten zirkulieren. Zu diesen Proteinen zdhlen u. a. die Komplementfaktoren des
klassischen Wegs, C1-C9, die z. T. Proteasen darstellen und sich durch proteolytische Spaltung
kaskadenartig gegenseitig aktivieren (Torvell et al., 2021). Das Komplementsystem hat vier
Hauptaufgaben: die Lyse von Krankheitserregern, die Chemotaxis und Aktivierung von Leukozyten, die
Steigerung der Gefallpermeabilitdt und die Opsonierung von Erregern und Immunkomplexen durch

Anlagerung von C3b (Dunkelberger und Song, 2010).
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Im Rahmen der Proteolyse eines Komplementfaktors entstehen jeweils zwei Spaltprodukte, die durch
die Buchstaben a und b gekennzeichnet werden. Die Ausnahme stellt C1 dar: er setzt sich aus Clq, Clr
und C1s zusammen, die keine Spaltprodukte, sondern jeweils eigenstéandige Proteine darstellen (Sarma
und Ward, 2011).

Die Komplementfragmente C3a und C5a sind an der Entstehung lokaler Entziindungsreaktionen
beteiligt. Sie haben vasoaktive Eigenschaften und induzieren die Kontraktion von glatten
GefaBmuskelzellen, steigern die GefaBpermeabilitat, was das Austreten von Immunglobulinen und
Komplementfaktoren in den Extravasalraum fordert und stimulieren die Synthese von
Adhdsionsmolekilen durch das GefaRRendothel. Dariliber hinaus binden C3a und C5a an spezifische
Rezeptoren auf Mastzellen, was die Freisetzung von Histamin und TNF-a aus diesen induziert.
Antikorper, Komplementfaktoren und Phagozyten werden so an den Ort der Entziindung gelockt (Klos
et al., 2009).

Das Komplementsystem kann auf drei Wegen aktiviert werden: dem klassischen, dem alternativen und
dem Lektin-Weg (Dunkelberger und Song, 2010). Im Rahmen des klassischen Aktivierungsweges und
des Lektinweges wird C4 in C4a und C4b gespalten. C4b bildet auf der Oberflache von Pathogenen
gemeinsam mit C2a einen Komplex, welcher auch als C3-Konvertase bezeichnet wird (Sarma und
Ward, 2011). Dieser spaltet C3 in das entziindungsmediierende Fragment C3a und das Opsonin C3b
(Dunkelberger und Song, 2010). In diesem Punkt miindet durch spontane Hydrolyse von C3 und
Komplexbildung mit weiteren Faktoren auch der alternative Aktivierungsweg (Sarma und Ward, 2011),
sodass von hier an eine gemeinsame Endstrecke beginnt, welche in der Bildung eines
Membranangriffskomplexes (MAK) resultiert. Dieser bildet eine Pore in der Erregermembran, was
dessen Lyse induziert (Dunkelberger und Song, 2010).

Um sicherzustellen, dass die Komplementaktivierung nur auf Oberflachen von Pathogenen erfolgt und
nicht auf kérpereigenen Zellen, gibt es mehrere Proteine, die das Komplementsystem regulieren. Sie
befinden sich sowohl im Plasma als auch in den Membranen korpereigener Zellen und verhindern
entweder die Bildung von C3b oder beschleunigen dessen Zerfall. Zu ihnen gehéren CR1, Faktor H, der
decay-accelerating factor (DAF oder CD55) und der membrane cofactor of proteolysis (MCP oder CD46)
(Sarma und Ward, 2011).

3.4 Der Komplementrezeptor 1

Das Komplementrezeptor-1- (CR1-) Gen liegt auf Chromosom 1q32. Es liegt im regulators of

complement activation (RCA) gene cluster, einem Komplex aus verschiedenen Genen, die an der
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Regulation des Komplementsystems beteiligt sind (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001; Torvell et al.,
2021). CR1 wird flankiert vom Komplementrezeptor 2- (CR2-) Gen und dem Komplementrezeptor 1-
like- (CR1L-) Gen, dem CD46 molecule pseudogene 1 (CD46P1) und dem cell division cycle associated 4
pseudogene 3 (CDCA4P3). Im Bereich von CR1 und CR2 liegt die long intergenic non-coding RNA
(lincRNA) RP11-78B10.2. Die Lokalisationen auf dem Chromosom 1 sind in Abb. 2 dargestellt. Auf die

CR1 flankierenden Regionen soll in Abschnitt 3.5 naher eingegangen werden.

Chromosom 1q32.2 )
Leitstrang

-

HEN NN EEN NN EEN  EEN  WEN O NN O NN O BN NN O NN O WS BN BN .

3 207.5 Mb 207.6 Mb 207.7 Mb 5
RP11-78B10
CR2 — CR1—> CRIL—
CD46P1—+
CDCA4P3—

Abb. 2: Lokalisation von CR1, CR2, CR1L, CD46P1, CDCA4P3 und RP11-78B10 auf Chromosom 1¢32.2.
Angaben beziehen sich auf den Leitstrang. Blaue Pfeile: Leserichtung (nach NCBI Build GRCh38).

3.4.1 Funktionen des Komplementrezeptors 1

CR1 ist Trager der Knops Blutgruppenantigene und dient auf der Oberflache von Erythrozyten
(erythrozytengebundener Komplementrezeptor 1, E-CR1) als Vehikel zur Eliminierung von
zirkulierenden Immunkomplexen aus dem Blutkreislauf (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001). Weitere
wichtige Funktionen sind die Regulation des Komplementsystems und die Beteiligung an
immunologischen Prozessen auf peripheren Blutzellen und im zentralen Nervensystem (Krych-
Goldberg und Atkinson, 2001). Die Rolle des l6slichen CR1 ist noch nicht vollstéandig geklart (Pascual et

al., 1993). Auf diese Punkte soll im Folgenden eingegangen werden.

Komplementrezeptor 1 auf Erythrozyten

Der groRRte Anteil der Beseitigung von zirkulierenden Immunkomplexen aus dem Blutkreislauf erfolgt
komplementabhéangig, mediiert durch Erythrozyten, welche als Transportvehikel zu Leber und Milz
dienen. Zu diesem Zweck bindet der Komplementfaktor C1 an antigengebundene Antikérper, wodurch
der klassische Weg der Komplementkaskade aktiviert wird. Es entstehen u. a. C3b und C4b, welche
kovalent an das Antigen binden und es somit fiir die Bindung an die Erythrozyten markieren, was als

Opsonierung bezeichnet wird. Im Rahmen der Immunadhdrenz binden die antigengebundenen
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Komplementfaktoren reversibel an E-CR1 und werden mit dem Blutstrom zu Leber und Milz
transportiert. Dort werden sie von Makrophagen mittels ihres Oberflachenrezeptors Clg erkannt, von

den Erythrozyten abgespalten und phagozytiert (Zhu et al., 2015; Brubaker et al., 2017).

Komplementrezeptor 1 als Regulator des Komplementsystems

CR1 wirkt inhibitorisch auf das Komplementsystem und ist somit daran beteiligt, liberschieBende
Immun- und Entzlindungsreaktionen zu verhindern. Er fordert den Zerfall der C3- und C5-Konvertasen,
die in allen drei Komplementaktivierungswegen gebildet werden. Diese Funktion ist bekannt als decay
accelerating activity (DAA) (Krych-Goldberg et al., 2002). Durch Bindung von C3b kann CR1 den
alternativen Weg inhibieren (Java et al., 2015). Dartber hinaus fungiert CR1 bei der Spaltung von C3b
und C4b durch Faktor | als Kofaktor, wobei aus C3b C3dg entsteht. Fiir diese Spaltung ist CR1 essenziell,
da keine anderen Kofaktoren gleicher Funktion existieren. C3dg dient als Substrat fiir CR2, welches die
Schwelle zur B-Zell-Aktivierung durch Antigene senkt und somit die Antikoérperreaktion fordert (Krych-

Goldberg et al., 2002).

Komplementrezeptor 1 auf weiteren peripheren Blutzellen

Neben den Erythrozyten tragen auch neutrophile Granulozyten, Leukozyten, Monozyten, follikuldare
dendritische Zellen, B-Zellen und wenige T-Zellen CR1 auf ihrer Oberfliche. Auf Neutrophilen,
Leukozyten und Monozyten vermittelt CR1 die Bindung von eingedrungenen Mikroorganismen, die
durch C4b oder C3b opsoniert wurden, von Zelltrimmern oder zirkulierenden Immunkomplexen,
welche daraufhin phagozytiert werden (Fyfe et al., 1987; Mizuno et al., 2017). Follikulare dendritische
Zellen binden Antigene und Immunkomplexe u. a. an CR1, um diese B-Zellen zu prasentieren
(McCloskey et al., 2011). Weitere Studien haben gezeigt, dass die Bindung von Antigenen an CR1 auf
B-Zellen sowohl die B-Zell-Rezeptor vermittelte Proliferation der B-Zellen als auch ihre Differenzierung
zu Plasmazellen und somit die Produktion von Immunglobulinen hemmt (Kremlitzka et al., 2013;
Kremlitzka et al., 2016). Die Rolle von CR1 auf T-Zellen ist umstritten. Die meisten Autoren stimmen
darin Uberein, dass die Expression von CR1 auf aktivierten T-Zellen hochreguliert wird (Rgdgaard et al.,
1995; Reilly et al., 2010; Toérok et al., 2015). Torok et al. (2015) konnten zeigen, dass die Bindung von
spezifischen Antikérpern oder anderen natirlichen Liganden an CR1 die Bildung von regulatorischen
T-Zellen induziert und die Bildung von Interleukin 10 (IL-10) und Interferon gamma (IFN-y) durch

aktivierte CD4+ T-Zellen steigert.
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Verteilung des Komplementrezeptors 1 im zentralen Nervensystem

Studien beziiglich der Verteilung von CR1 im menschlichen Gehirn lieferten unterschiedliche
Ergebnisse (Fonseca et al., 2016). In einigen Studien gelang der Nachweis von CR1 auf den
phagozytischen Kolmer Zellen des Plexus choroideus, wahrend CR1 auf dem Plexusepithel nur im
Rahmen von bakteriellen Meningitiden exprimiert zu werden scheint (Singhrao et al., 1999; Canova et
al., 2006). Des Weiteren exprimieren Astrozyten CR1, jedoch ist nicht bekannt, welche Funktion er auf
diesen Zellen ausibt. (Gasque et al., 1995; Gasque et al., 1996). Auch auf Neuronen (Hazrati et al.,
2012) und Mikroglia konnte CR1 nachgewiesen werden. Mikrogliazellen gehéren als Teil des
Monozyten-Makrophagen Systems zu den Zellen der Immunabwehr und stellen die ortsstandigen
Phagozyten des zentralen Nervensystems dar (Zabel und Kirsch, 2013). Auf ihrer Oberflache tragen sie
verschiedene Immunrezeptoren, u. a. CR1, durch welche sie nach Antigen-Bindung vom ruhenden in
den aktivierten Zustand Ubergehen. Dieser Mechanismus kann auch durch AP ausgelost werden,
welches an CR1 bindet und phagozytiert wird. Die auf diese Weise aktivierten Mikrogliazellen weisen
eine erhohte CR1 Expression auf und sezernieren sowohl die proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-1PB als auch Superoxide. Das resultierende neurotoxische Milieu flihrt zu einer Schadigung und

dem Untergang von Neuronen (Crehan et al., 2013; Doens und Fernandez, 2014).

Léslicher Komplementrezeptor 1

Abgesehen vom membranstidndigen CR1 existiert auch eine I6sliche Form von CR1 (soluble
complement receptor 1, sCR1). Diese wurde von Yoon und Fearon 1985 entdeckt und liegt
physiologisch in einer sehr geringen Konzentration (ca. 3 ng/ml) im Plasma vor. Die Bildung des sCR1
ist noch nicht abschliefend geklart. Es wird angenommen, dass membrangebundener CR1 unter
bestimmten Umstdnden proteolytisch von der Oberflache von polymorphkernigen Leukozyten (PMN)
abgespalten wird (Danielsson et al., 1994; Hamer et al., 1998; Mahmoudi et al., 2018).

Auch die Funktion von sCR1 wirft noch Fragen auf. Aufgrund seiner geringen Konzentration scheint er
die Komplementaktivitat im Plasma kaum regulieren zu kénnen (Pascual et al., 1993). Trotzdem kdnnte
er eine Rolle in der lokalen Komplementkontrolle spielen. Danielsson et al. (1994) zeigten in vitro, dass
PMN nach Aktivierung sCR1 in ihre Umgebung freisetzen, was darauf hinweisen kénnte, dass dieser im
Milieu dieser Zellen eine inhibitorische Funktion gegenlber dem Komplementsystem ausiibt

(Danielsson et al., 1994).
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3.4.2  Struktur des Komplementrezeptors 1

Das CR1- Gen liegt auf Chromosom 1g32. Es ist auch als CD35 bekannt und liegt im regulators of
complement activation (RCA) gene cluster (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001).

Der Komplementrezeptor 1 bindet die Komplementfaktoren C3b, C4b und mit geringerer Affinitat
iC3b, C1qg und Ficoline (Mahmoudi et al., 2015). Er ist ein Typ | Transmembran-Glykoprotein, von dem
beziiglich seines Molekulargewichts vier Isoformen bekannt sind: CR1*1 oder CR1-F (190 kDa), CR1*2
oder CR1-S (220 kDa), CR1*3 oder CR1-F* (160 kDa) und CR1*4 oder CR1-D (220 kDa) (s. Tabelle 1) (Zhu
et al.,, 2015). Es wird angenommen, dass die verschiedenen Isoformen durch ungleichméRiges
Crossing-over entstanden sind (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001). Die Allele CR1*1 und CR1*2
weisen eine deutlich hohere Frequenz in der Bevolkerung auf als die Allele CR1*3 und CR1*4, wobei
die Frequenzen zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen kaum variieren. So liegen die
Héaufigkeiten von CR1*1 und CR1*2 in der kaukasischen Bevdlkerung bei 0,87 % und 0,11 %, bei
Afroamerikanern bei 0,82 % und 0,11 %, bei 0,89 % und 0,11 % in der mexikanischen und bei 0,916 %
und 0,084 % in der indischen Bevélkerung (Zhu et al., 2015).

CR1 umfasst vier strukturelle Domanen: ein 41 Aminosauren (AS) langes Signalpeptid, eine N-terminal
gelegene extrazelluldaren Domane, eine 25 AS lange Transmembrandomane und eine 43 AS lange, C-
terminal gelegene, zytoplasmatische Domane (Klickstein et al., 1987; Kirkitadze und Barlow, 2001). Die
vier CR1-Isoformen unterscheiden sich anhand ihrer extrazelluliren Domdnen voneinander. Diese
Einheiten werden short consensus repeats (SCR), complement control protein repeats (CCPs) oder Sushi
Domadnen genannt und bestehen aus einer unterschiedlichen Anzahl von konservierten Einheiten aus
60-70 AS (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001; Zhu et al., 2015). Jeweils sieben SCR setzen sich zu vier
langeren long homologous repeats (LHR), LHR A-D, zusammen, wobei die beiden an die
Transmembrandomaéne angrenzenden SCRs nicht an der Bildung der LHR beteiligt sind (Klickstein et
al., 1987; Zhu et al., 2015) (Abb. 3). Jeweils die ersten drei SCRs eines LHR binden und inhibieren die
Komplementfaktoren C3b und C4b, wobei die Inhibierungs- und spezifischen Bindungseigenschaften
durch die ersten beiden SCRs bestimmt werden (Brouwers et al., 2012). Die Anzahl der
Komplementfaktorbindungsstellen steigt mit der Lange der CR1-Isoformen: CR1*3 besitzt eine, CR1*1
zwei, CR1*2 drei und CR1*4 besitzt vier Bindungsstellen (Tabelle 1) (Brouwers et al., 2012; Zhu et al.,
2015).
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Tabelle 1: CR1 Isoformen in der europaischen Bevolkerung

Anzahl der
Aktuelle Alte Gewicht Anzahl der

C3b/C4b- Frequenz
Nomenklatur Nomenklatur (kDa) LHRs

Bindungsstellen
CR1*1 A oder F 190 4 2 0,87
CR1*2 B oder S 220 5 3 0,11
CR1*3 Coder F* 160 3 1 0,02
CR1*4 D 250 6 4 <0,01

S =slow, F = fast, LHR = long homologous repeat. Tabelle modifiziert anhand von Daten von Kucukkilic

et al., 2018, Fonseca et al., 2016 und Zhu et al., 2015.

CR1 umfasst eine variable Anzahl von zwei existierenden, jeweils 18 kb langen low copy repeats (LCR),
LCR1 und LCR2. Ein dritter LCR, LCR3, liegt im CR1 benachbarten CR1-like Gen (CR1L). CR1*1 beinhaltet
jeweils eine Kopie von LCR1 und LCR2, wogegen CR1*2 zusatzlich LCR1’, eine zusatzliche Kopie von
LCR1, umfasst. Hieraus resultiert, dass CR1*2 einen LHR mehr besitzt als CR1*1 und somit eine
Komplementbindungsstelle mehr kodiert. Die seltener vorkommenden Isoformen CR1*3 und CR1*4

entstehen durch eine zusatzliche dritte Kopie von LCR1 bzw. durch das vollstéandige Fehlen von diesem

(Brouwers et al., 2012).
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Abb. 3: Aufbau und Struktur der CR1-Isoformen CR1*1 und CR1*2

LCRs (low copy repeats): pinkfarbene horizontale Pfeile (Lokalisation, Orientierung der LCR); Gen:
Lokalisation, Exonstruktur von CR1*1 bzw. CR1*2 und CRI1L; Transkript: Organisation der CR1-
Transkripte, kodierende Bereiche jeweils durch eine Box repradsentiert, dazwischenliegende nicht-
kodierende Bereiche sind nicht dargestellt; LHRs: Pfeile (Lokalisation, Orientierung der LHR); TM:
Transmenbrandoméne; Protein: funktionelle Domanen von CR1 (Kreise = SCR). Die Farben (lila, gelb,
orange, griin) verdeutlichen die Zugehorigkeit zu den jeweiligen Untereinheiten der CR1-Isoform
(Brouwers et al., 2012).

Weitere relevante Gruppen von Polymorphismen in CR1 betreffen zum einen die Knops
Blutgruppenantigene und zum anderen die Dichte von CR1 auf der Oberflache von Erythrozyten
(Krych-Goldberg et al., 2002).

Das Knops Blutgruppensystem besteht aus neun Antigenen. Diese liegen in der LHR-D-Region von CR1
und sind jeweils mit SNPs in diesem Bereich des CR1-Gens assoziiert. Die neun Antigene umfassen drei
Allelpaare: Kn? (KN1) und Kn® (KN2), McC? (KN3) und McC® (KN6), SI1 (KN4, fiher SI?) und SI2 (KN7,
friher Vil) und drei einzelne Antigene: Yka (KN5), SI3 (KN8), das eine Untereinheit von SI1 darstellt
sowie KCAM+ (KN9+) und KCAM- (KN9-). Die Antigene Kn? McC?, SI1, SI3 und KCAM+ weisen in der
kaukasischen Bevélkerung die hdchste Pravalenz auf (Pham et al., 2010). Die Frequenz von McC® und
SL2 liegt dagegen bei Kaukasiern bei 1 %, wahrend sie bei Afrikanern und Afroamerikanern bei 40-70 %
liegt (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001). Ein protektiver Effekt dieser beiden Allele auf den
Schweregrad einer Malariaerkrankung wird diskutiert, ist jedoch umstritten (Hansson et al., 2013;

Tettey et al., 2015).
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Abgesehen von Thrombozyten, natirlichen Killerzellen und den meisten T-Zellen, wird CR1 auf allen
peripheren Blutzellen exprimiert. Da Erythrozyten den grofSten Teil der Gesamtmenge der Blutzellen
ausmachen, befinden sich 90 % des zirkulierenden CR1 auf den Erythrozyten, wo es eine bedeutende
Rolle bei der Eliminierung zirkulierender Immunkomplexe spielt (Krych-Goldberg und Atkinson, 2001).
Bei Kaukasiern variiert die Anzahl der CR1 Molekdle pro Erythrozyt um das bis zu 10-fache. Sie liegt bei
gesunden Personen bei 150-1200 Molekiilen pro Zelle, kann jedoch bei Erkrankungen wie AIDS oder
dem systemischen Lupus erythematodes reduziert sein (Cornillet et al., 1991; Mahmoudi et al., 2015).
Diese interindividuell unterschiedliche Anzahl stellt einen genetisch determinierten, stabilen Phanotyp
dar, welcher mit einem Hind Ill Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) im CR1-Gen
korreliert (Wilson et al., 1986; Herrera et al., 1998; Rowe et al., 2002). Der RFLP hat seinen Ursprung
in einer Punktmutation im Intron 27 des CR1-Gens und befindet sich im Kopplungsungleichgewicht
(Linkage disequilibrium, LD) mit mehreren SNPs in kodierenden Abschnitten des CR1-Gens. Die
resultierende veranderte Zusammensetzung der Aminosauren konnte die Stabilitdt des CR1 Proteins

und somit seine Dichte auf den Erythrozyten beeinflussen (Rowe et al., 2002).

3.5 Komplementrezeptor 1 (CR1) flankierende Gene

3.5.1 Komplementrezeptor 2 (CR2)

Das CR2-Gen liegt in unmittelbarer Nachbarschaft upstream zum CR1-Gen auf Chromosom 132 und
ist ebenfalls Teil des RCA-Clusters (Carroll et al., 1988). Sein Genprodukt, der Komplementrezeptor 2,
ist, wie der Komplementrezeptor 1, ein aus SCRs zusammengesetztes Transmembranprotein und
umfasst 15 bis 16 dieser repetitiven Einheiten (Weis et al., 1988). Der CR2 wird auf reifen B-Zellen,
follikuldren dendritischen Zellen, einigen T-Zellen, Mastzellen und Epithelzellen exprimiert (Fearon und
Wong, 1983; Marchbank et al., 2000). Er hat Bindungsstellen fir die Spaltprodukte von C3 (iC3b, C3dg
und C3d) (Fearon und Wong, 1983), CD23 (Aubry et al., 1992) und IFN-a (Delcayre et al., 1991). Auch
das Epstein-Barr-Virus (EBV) Oberflachen-Glykoprotein gp350/220 bindet an CR2, was dem EBV im
Rahmen einer Infektion das Eindringen in die jeweilige Zelle ermdglicht (Nemerow et al., 1989). Die
Hauptaufgaben von CR2 liegen in der B-Zell-Aktivierung und der Generierung von Immunantworten
(Carroll, 1998). CR2 stellt ein Suszeptibilitatsgen fur den systemischen Lupus Erythematodes dar (Levy
etal., 1992). In der letzten genomweiten Publikation zu AD (Bellinguez et al. 2022) ist keine Assoziation
beschrieben. Lediglich in der Studie von Lancour et al. (2018) wurde ein Zusammenhang zwischen CR2

und der AD entdeckt. In der Studie wurde anhand von bekannten Gen-Gen-Interaktionen und
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bekannten biologischen Prozessen ein Netzwerk sowohl aus Genen, die bekannte AD-Risikogene
darstellen als auch aus anderen Genen erstellt, aus dem CR2 als neues Risikogen hervorging. Es wurde
angenommen, dass CR2 das Entstehen einer AD eventuell durch zerebrale immunologische Prozesse

beeinflussen kénnte, dhnlich wie CR1.

3.5.2 Komplementrezeptor-1-like (CR1L)

Das CR1L-Gen flankiert das CR1-Gen downstream. Das Genprodukt entspricht bei Primaten in seiner
Funktion dem menschlichen CR1. Beim Menschen dagegen scheint CR1L praktisch nicht exprimiert zu
werden und kdnnte daher entsprechend einem Pseudogen regulatorische Funktionen innehaben
(Birmingham und Hebert, 2001). Ein humanes Gentranskript von CR1L konnte in einer Studie von Logar
et al. (2004) durch Amplifikation mittels cDNA in geringen Mengen im adulten Knochenmark und in
der fetalen Leber nachgewiesen werden. Da jedoch kein CR1L Protein gefunden wurde, gingen Logar
et al. davon aus, dass das nachgewiesene Transkript lediglich aus der Aktivitat von CR1L als Pseudogen

resultiert und CR1L nicht als Protein exprimiert wird (Logar et al., 2004).

3.5.3 Lange nicht-kodierende RNA RP11-78B10.2

RP11-78B10.2 ist eine long intergenic non-coding RNA (lincRNA) innerhalb des CR1 Lokus (Humphries
et al., 2015). LincRNA sind nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von mehr als 200 Basen, die von
nicht-kodierenden DNA-Abschnitten, die zwischen proteinkodierenden Genen liegen, transkribiert
werden (Ulitsky und Bartel, 2013). Von RP11-78B10.2 wird kein Protein translatiert und seine genaue
Funktion ist nicht bekannt (Humphries et al., 2015). Seine Lokalisation tGiberschneidet sich jedoch mit
einer repetitiven Sequenz von CR1, von der angenommen wird, dass sie bei LOAD gehauft expandiert
vorliegen kann und auch eine veranderte Expression von RP11-78B10.2 wurde bei Patienten mit LOAD

beobachtet (Brouwers et al., 2012; Humphries et al., 2015).

3.5.4 Pseudogen CD46P1

CD46 molecule pseudogene 1 (CD46P1) ist ein unprozessiertes Pseudogen, das im upstream Bereich
von CR1L liegt und downstream an das CR1-Gen angrenzt. Innerhalb dieses Gens befinden sich ein
Promotor, je eine Bindungsstelle fiir Transkriptionsfaktoren und fiir CTCF, ein Protein, das ebenfalls

regulatorisch auf Tranksriptionsprozesse wirkt und finf nicht-kodierende Exons. CD46P1 wird nicht

25



Einleitung

exprimiert, es bt wahrscheinlich regulatorische Funktionen aus. Es wurde bislang keine Assoziation

zu einer bestimmten Erkrankung beschrieben (Stelzer et al., 2016; Yates et al., 2016).

3.5.5 Zellzyklus-assoziiertes Pseudogen CDCA4P3

Cell division cycle associated 4 pseudogene 3 (CDCA4P3) ist ebenfalls ein unprozessiertes Pseudogen.
Es flankiert CD46P1, liegt somit im upstream Bereich von CR1L und downstream von CR1. CDCA4P3
wird in eine long non-coding RNA (IncRNA) transkribiert und enthalt ein Exon (Stelzer et al., 2016; Yates
et al., 2016). Bislang wurden nur wenige Zusammenhange zu Erkrankungen entdeckt, z.B. zur akuten
myeloischen Leukdmie (Stelzer et al., 2016; Yates et al., 2016; Wang, 2019; Bhat et al., 2020).

Mukherjee et al. (2017) fuhrten eine genomweite Assoziationsstudie mit 17008 LOAD-Féllen und
37154 gesunden Kontrollen durch, die Ergebnisse wurden in ein Modell bekannter humaner Protein-
Protein-Interaktionen integriert. Neben vorbeschriebenen und neuen LOAD-Risikogenen fanden sich

auch Assoziationen zu 4 Pseudogenen, u.a. zu CDCA4P3 (p = <1.0x10®) (Mukherjee et al., 2017).

3.6 Komplementrezeptor 1 und Alzheimer-Demenz

Verschiedene genetische Studien haben die Assoziation zwischen Polymorphismen im CR1-Gen und
der AD untersucht (Torvell et al., 2021). Diese fuhrten zu unterschiedlichen Hypothesen beziglich der
zugrundeliegenden genetischen Pathomechanismen. Im Folgenden sollen die bestehenden Theorien
nacheinander kurz dargestellt werden. In die letzte grofite genomweite Assoziationsstudie zur LOAD
wurden insgesamt 111326 Alzheimer Patienten und 677663 Kontrollen eingeschlossen. 75 Risikoloci
wurden detektiert, von denen 42 zum Zeitpunkt der Analyse neu waren. Fiir die CR1-Region gab es die
beste Assoziation mit dem SNP rs679515 und einem p-Wert von p = 7.2 x 10-46, OR = 1,13 [Cl:1.11-
1.15] (Bellenguez et al., 2022).

Komplementrezeptor 1 und Amyloid 8

Die Akkumulation von AB im Gehirn fiihrt zur Bildung von senilen Plaques, die die neuronale Integritat
und synaptische Funktion stéren (Murphy und LeVine, 2010). Auch der Ablagerung von AB in und um
zerebrale Blutgefille, bekannt als zerebrale Amyloidangiopathie (CAA), wird eine Rolle in der
Pathogenese der AD zugeschrieben (Ghiso et al., 2010). Es wird vermutet, dass fir die Entstehung der
Ablagerungen und Plaques nicht die Rate der Bildung von AP, sondern dessen Clearance
ausschlaggebend ist. Auch scheint das Risiko, an einer AD zu erkranken, mit einer Erhéhung des AB-

Spiegels im Plasma korreliert zu sein (Mawuenyega et al.,, 2010). CR1 ist maRgeblich an der AB-
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Clearance beteiligt: nachdem sie durch C3b markiert wurden, binden zirkulierende AB-Molekiile an E-
CR1. Gebunden an Erythrozyten gelangen sie zu Milz und Leber, wo sie vom Monozyten-Makrophagen-
System phagozytiert werden. Darliber hinaus wird CR1 auch auf Mikroglia exprimiert, wo der Rezeptor
die Phagozytose von AB vermittelt (Zhu et al., 2015).

In einer Studie bezlglich der peripheren AB-Clearance lag bei Probanden mit MCl oder AD weniger
erythrozytengebundenes AP vor als in der Kontrollgruppe, woraus eine verminderte periphere
Clearance resultierte. Der AB-Spiegel im Plasma der Probanden zeigte sich dagegen hdher als in der
Vergleichsgruppe, wenngleich die Werte keine Signifikanz erreichten (Brubaker et al., 2017). In einer
weiteren experimentellen Studie wurde CR1 in vitro durch Antikorper blockiert. Die resultierende
verminderte Funktion von CR1 auf Mikroglia fiihrte zu einer verminderten Phagozytose von AB durch
diese Zellen. Crehan et al. (2013) nehmen an, dass dhnliche Mechanismen in vivo durch loss-of-function
Mutationen entstehen und somit zu einer verringerten zerebralen Clearance fiihren kénnen (Crehan
et al., 2013).

Brouwers et al. (2012) entdeckten Assoziationen zwischen vier SNPs in CR1. Die nachfolgend
aufgefiihrten Allel waren jeweils mit einer erhéhten Konzentration von AR;.4; im Liquor assoziiert (G-
Allel von rs646817, A-Allel von rs1746659, T-Allel von rs11803956, G-Allel von rs12034383). Andere
Studien beobachteten vermehrte zerebralen AR-Ablagerungen im Zusammenhang mit den in CR1
gelegenen SNPs rs4844609 (A-Allel) (Zhu et al., 2017) und SNP rs6656401 (A-Allel) (Chibnik et al., 2011).
Dargestellt wurden diese Ablagerungen mittels Amyloid-PET (Zhu et al., 2017) bzw. postmortal mittels
Autopsie des Gehirns (Chibnik et al., 2011).

Es herrscht bisher noch Uneinigkeit dartber, ob den zentralen oder den peripheren

Clearancemechanismen die gréRere Bedeutung zukommt.

CR1 und Neuroinflammation

Das Komplementsystem spielt eine entscheidende Rolle in der Initiierung von Entzlindungsprozessen,
sowohl zentral als auch peripher und wird von CR1 inhibitorisch reguliert. Da Neuroinflammation durch
Schadigung von Nervenzellen und Synapsen als relevanter Faktor in der Entstehung der AD angesehen
wird, wird angenommen, dass CR1 durch Modulation dieser Entziindungsprozesse in die Pathologie
der AD involviert ist. Gliazellen und Neuronen sind in der Lage, Komplementfaktoren zu synthetisieren
und ihre Bildung ist im Rahmen der AD erhdht (Akiyama et al., 2000; Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2017).
Crehan et al. (2013) nehmen folgendes an: CR1 exprimierende Mikroglia konnen durch Bindung von
AB stimuliert werden, was die Aktivierung dieser Zellen zur Folge hat. Aktivierte Zellen exprimieren
einerseits vermehrt CR1, sodass sie mehr Bindungsstellen aufweisen, andererseits kann das vermehrte

Vorhandensein von A in der Umgebung ebenfalls zu einer gesteigerten Aktivierung und somit zu einer
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Uberstimulierung der Mikroglia fithren, worauf diese mit einer erhéhten Produktion von freien
Radikalen, proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und IL-1B und
Komplementfaktoren reagiert. Dies fiihrt zu Neuroinflammation mit neurotoxischen Effekten, was zur
Degeneration im Rahmen der AD beitragt (Crehan et al., 2013).

Eine weitere Theorie bezliglich des Einflusses von CR1 auf neuroinflammatorische Prozesse besagt,
dass der Rezeptor durch Inhibierung der Komplementkaskade zwar Entziindungsprozesse hemmt.
Jedoch zeigten Mausmodelle, dass die Komplementinhibierung die Bildung von senilen Plaques
erhoht, sodass sich im Umkehrschluss eine Komplementaktivierung eher protektiv auswirken kénnte

(Wyss-Coray et al., 2002).

CR1 und Tau

Die Pathologie der AD ist mit dem Auftreten des Tau-Proteins assoziiert. CR1 wurde bisher jedoch nur
in einer Tierversuchsstudie an Mausen mit dem Tau-Protein in Verbindung gebracht. Bei Nagetieren
entspricht das CR1-related protein Y (Crry) dem menschlichen CR1. Es zeigte sich, dass im Hippocampus
von Crry-Knockout-Mausen sowohl Komplementfaktor H, ein Marker fiir die Progredienz von AD, als
auch die Hyperphosphorylierung von Tau reduziert waren. Dies fihrte zur Formulierung der
Hypothese, dass der komplette Verlust von CR1 eine verminderte Phosphorylierung des Tau-Proteins

und somit eine verminderte Alzheimer-Pathologie zur Folge hat (Killick et al., 2013).

CR1 und Temporallappenvolumen

Zu den typischen Veranderungen bei AD zahlt die Degeneration von Strukturen des Temporallappens.
Zhu et al. (2017) untersuchten mittels MRT, FDG- und AV45-(Amyloid-) PET die Assoziation zwischen
verschiedenen SNPs in CR1 und dem Temporallappenvolumen. Zu diesem Zweck bildeten sie drei
Studiengruppen: Probanden mit MCI, Probanden mit AD und gesunde Kontrollprobanden. Es zeigten
sich zum einen Assoziationen zwischen den SNPs rs12034383 (A-Allel) sowie rs6691117 (G-Allel) und
einem verminderten Volumen des Temporallappens bei Probanden mit AD gegeniiber den Probanden
mit MCI und den gesunden Kontrollen und zum anderen zwischen rs3737002 (T-Allel) und einem
erhdhten Temporallappenvolumen in der Kohorte mit AD gegeniber der Kohorte mit MCl und den
gesunden Kontrollen, weshalb Zhu et al. diesen als eventuell protektiven Faktor ansahen (Zhu et al.,

2017).

CR1 und zerebraler Glukosemetabolismus
Der zerebrale Glukosemetabolismus korreliert mit der synaptischen Integritdit und neuronalen

Funktion und kann als Marker fir Neurodegeneration angesehen werden. Bei AD liegt ein

28



Einleitung

weitreichender zerebraler Glukose-Hypometabolismus vor (Drzezga et al., 2003). Der SNP rs10779339
(T-Allel) in CR1 zeigte in einer US-amerikanischen Kohorte eine Assoziation zu einem verminderten
Glukosemetabolismus in zinguldren, frontalen, parietalen und temporalen Hirnarealen bei Probanden

mit AD und MCI (Zhu et al., 2017). Der zugrundeliegende Mechanismus ist bisher nicht bekannt.

CR1 und Kognition

Lambert et al. (2009) identifizierten CR1 erstmals als ein mogliches Kandidatengen fiir die Entstehung
einer AD. Zum genaueren Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen untersuchten Verhaaren
et al. (2013) den Zusammenhang bekannter Alzheimer-Risikogene, u. a. CR1, auf die Kognition einer
nicht-Demenz Kohorte. Da die erwartete Effektstarke einzelner Risikogene, abgesehen von APOE-¢4,
sehr gering war, wurde ein genetischer Risikoscore, der sich aus Risikovarianten in den Genen CLU,
PICALM, BIN1, CR1, ABCA7, MS4A6A, MS4A4E, CD2AP, EPHA1 und CD33 zusammensetzte, erstellt.
Dieser Score wurde zundchst auf seine Assoziation zur Kognition einer gesunden Stichprobe
untersucht. Darlber hinaus wurde in einer Subpopulation im follow up nach 10 Jahren der
Vorhersagewert zur Entstehung einer AD Uberprift. Nach Adjustierung fiir APOE-g4 zeigte sich fiir den
Risikoscore ein marginaler Zusammenhang zur Gedachtnisleistung, fir CR1 allein konnte kein
signifikanter Zusammenhang hergestellt werden. Ein Vorhersagewert war nach Adjustierung flr Alter,

Geschlecht und APOE-£4 ebenfalls nicht eruierbar.

Hamilton et al. (2011) untersuchten Assoziationen zwischen Varianten in verschiedenen AD-
Risikogenen, u. a. 9 SNPs in CR1 und der kognitiven Leistung in zwei schottischen, nicht-Demenz
Kohorten. Es konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang dargestellt werden (Hamilton et al.
2011).

Chibnik et al. (2011) stellten in einer longitudinalen Studie mit einer nicht-Demenz Kohorte eine
Assoziation zwischen dem SNP rs6656401 (A-Allel) von CR1 und einer verminderten globalen
kognitiven Leistung dar. Dieser Zusammenhang konnte nach Autopsie weitgehend auf AD-typische
zerebrale Ablagerungen von B-Amyloid zuriickgefiihrt werden. Die Studiengruppe interpretierte diese
Ergebnisse dahingehend, dass CR1 auch in der nicht-Demenz Bevélkerung kognitive Alterungsprozesse
beeinflusst, indem es an der Entstehung von neurodegenerativen Veranderungen beteiligt ist (Chibnik

et al., 2011).

Cruz-Sanabria et al. (2021) untersuchten in einer prospektiven Studie die Assoziation von SNPs in

vorbeschriebenen AD Kandidatengenen, u.a. CR1 (rs6656401) auf eine Assoziation zur kognitiven

Leistung. Diese wurde gemessen mittels der NEURONORMA neuropsychological test battery, welche
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folgende kognitiven Domanen abdeckt: Aufmerksamkeit (Trail Making Test A/B, Symbol Digit
Modalities Test, Stroop Color-Word Test, verbale und visuelle Zahlenspanne vorwarts), Gedachtnis
(Free and Cued Selected Reminding Test (FCRST), Rey-Osterrieth Complex Figure Test (recall), Sprache
(Wortflussigkeitstest, Token Test, Boston Naming Test (BNT)), Konstruktionsfahigkeit (Rey-Osterrieth
Complex Figure Test (copy) und Exekutivfunktionen (phonematische Wortfliissigkeit, Tower of London
Test, Stroop Color-Word Test, Wisconsin Card Sorting Test). Die Kohorte umfasste 20 gesunde
Probanden (Durchschnittsalter 67 Jahre) und 34 Probanden mit MCI (Durchschnittsalter 66 Jahre).
Beziiglich CR1 (rs6656401, minores Allel: A) zeigten 46 % der Probanden mit MCI mit dem Genotyp GG
eine schlechtere Leistung in den 2 kognitiven Untertests FCSRT — total recall und FCSRT — free total
recall. Beim Genotyp AA zeigte sich eine schlechtere Leistung im Boston Naming Test sowohl bei
gesunden Probanden als auch bei Probanden mit MCI. Cruz-Sanabria et al. (2021) folgerten daraus,
dass CR1 einen Einfluss auf die Kognition haben kann, unabhangig von einer Demenz (Cruz-Sanabria et

al., 2021).

Nettiksimmons et al. (2016) untersuchten in einer longitudinalen Studie zwei kaukasische Kohorten
aus der US-amerikanischen Allgemeinbevdlkerung. Die erste umfasste ausschlielich weibliche
Probenden (Durchschnittsalter 71,0 Jahre), die aus der Study of Osteoporotic Fractures stammten, die
zweite umfasste ausschlieflich mannliche Teilnehmer (Durchschnittsalter 73,4 Jahre), die aus der
Studie Osteoporotic Fractures in Men stammten, auf Assoziationen zwischen der kognitiven Leistung
und SNPs in 12 zuvor in grolRen Meta-Analysen vorbeschriebenen AD Risikogenen, u.a. CR1. Die
kognitive Leistungsfahigkeit der Frauen wurde gemessen anhand des MMST, bei den Mannern erfolgte
der modifizierten MMST (3MS), im Verlauf von 10 Jahren erfolgten bis zu vier erneute Testungen. Es
zeigten sich nominal signifikante Assoziationen zwischen einer verminderten kognitiven Leistung und
Allelen von 9 SNPs in CR1. Nach multiplem Testen wiesen sie jedoch keine Signifikanz mehr. Eine
Assoziation zu einer veranderten kognitiven Leistung und dem minoren A-Allel des auch untersuchten

CR1-SNP rs6656401 zeigte sich nicht (Nettiksimmons et al., 2016).

Pedraza et al. (2014) untersuchten die Assoziation zwischen Varianten in mehreren AD Risikogenen,
u.a CR1 (rs6656401 und rs3818361) und Gedachtnis-Endophdnotypen in einer schwarzen und in einer
weillen Kohorte in den USA. Der Gedachtnis Endophanotyp wurde gemessen anhand der WMS-R-
Untertests Logisches Gedachtnis |, Logisches Gedachtnis I, Visuelles Gedachtnis I, Visuelles Gedachtnis
Il, sowie den Prozentsatz der nach 30 Minuten erinnerbaren verbalen und nonverbalen Inhalte. Die

Probanden stammten aus drei AD Fall-Kontroll-Studien der Mayo Klinik. Die erste Kohorte umfasste
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ausschlieBlich schwarze Probanden: 44 Falle mit diagnostizierter LOAD (Durchschnittsalter: 78,9 Jahre)
und 224 gesunde Kontrollen (Durchschnittsalter: 78,7 Jahre). Die zweite Kohorte und dritte Kohorte
umfassten ausschlielRlich weiRe Probanden. Die zweite beinhaltete 327 Falle mit diagnostizierter LOAD
(Durchschnittsalter: 83,2 Jahre) und 224 gesunde Kontrollen (Durchschnittsalter: 82,4 Jahre), die dritte
60 Falle mit diagnostizierter LOAD (Durchschnittsalter: 79,1 Jahre) und 529 gesunde Kontrollen
(Durchschnittsalter: 78,9 Jahre). Die zweite und dritte Kohorte wurden fiir die weiteren
Untersuchungen zusammengefast. Der APOE-Tragerstatus war bei allen Probanden bekannt, es
erfolgte eine Adjustierung nach Alter, Geschlecht, Bildungsgrad und Anzahl der vorhanden APOE-g4 -
Allele.

Bezliglich der minoren Allele von den CR1-SNPs rs6656401 (A) und rs3818362 (A) zeigte sich eine
nominal signifikante Assoziation zu einer schlechteren Leistung im Bereich Logisches Gedachtnis | in
der schwarzen Kohorte, sowohl bei den LOAD Féllen als auch bei den Kontrollen. Pedraza et al. (2014)
zogen den Schluss, dass AD Risikogene bereits vor der klinischen Diagnose einer AD die

Gedachtnisfunktion messbar beeinflussen kénnten (Pedraza et al., 2014).

Vivot et al. (2015) untersuchten in einer Studie mit 4931 Probanden aus der three city (3C)
Studienkohorte, welche aus der Allgemeinbevolkerung aus drei franzosischen Stadten stammten
(Durchschnittsalter zu Beginn: 74,0 Jahre), bekannte AD Risikogene, u.a. CR1 rs3818361, auf
Assoziationen zu einer verdnderten kognitiven Leistung, gemessen anhand von MMST (globale
Kognition), Isaac’s Test (WortflUssigkeit), Benton Visual Retention Test (visuelles Gedachtnis), Trail
Making Test A/B (Informationsverarbeitung) und National Adult Reading Test (Lese- und
Schreibkompetenz). Diese wurden im follow up (iber einen Zeitraum von 10 Jahren 4 weitere Male
erhoben. Bezliglich des minoren A-Allels von rs3818361 zeigte sich im Verlauf eine signifikante

Assoziation zu einem Abbau im Bereich der Wortflissigkeit (Vivot et al., 2015).

Sweet et al. (2012) entwickelten ein Bayes‘sches Modell, anhand dessen der Verlauf der kognitiven
Leistungsfahigkeit bei an AD Erkrankten geschatzt und in einer Kurve festgehalten werden kann. Es
wurde folgender Kurvenverlauf angenommen: eine relativ stabile Testleistung in der praklinischen
Phase, dann Ubergang in eine Phase sich schnell verringernder Testleitung, dann Abflachung und
asymptotische Anndaherung an den minimalen Testscore.

Alle untersuchten Probanden waren US-Amerikaner und stammten aus der Cardiovascular Health
Cognition Study. Bei allen war der APOE-e4-Tragerstatus bekannt. Die globale Kognition wurde

gemessen anhand des modifizierten MMST (3MS), die Aufmerksamkeit anhand des Digit Symbol
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Substitution Test (DSST), das Vorliegen von Psychosen in der Vergangenheit wurde erhoben anhand
des neuropsychiatrischen Inventars.

Zunachst wurde Uberprift, ob das erstellte Modell in der Lage ist, bei Probanden mit AD die bekannten
Effekte von APOE-€4 auf das friihere Einsetzen des geistigen Abbaus sowie den Effekt einer in der
Vergangenheit bestandenen Psychose auf die Geschwindigkeit des Abbaus abzubilden. Hierzu wurde
der geistige Abbau bei 802 kaukasischen und nicht-kaukasischen Probanden (Durchschnittsalter zu
Beginn: 73,8 Jahre), die zu Beginn keine AD hatten und im Verlauf eine AD oder ein MCI entwickelten,
im follow up untersucht. 3MS und DSST wurden von 1990 — 1999 jahrlich wiederholt. Es zeigte sich bei
APOE-g4-Tragern ein friheres Einsetzen eines geistigen Abbaus gegeniliber APOE-g4 negativen
Probanden. Bei Probanden mit Vorliegen einer Psychose in der Vergangenheit zeigte sich ein
beschleunigter geistiger Abbau gegeniliber Probanden, die nie an einer Psychose gelitten hatten.

Im Anschluss wurde untersucht, welchen Effekt Varianten in den bekannten AD Risikogenen CR1, CLU
und PICALM auf den Verlauf der AD ausuiben. Bei CR1 wurde der SNP rs3818361 betrachtet. Untersucht
wurden 1831 kaukasische, gesunde Probanden (Durchschnittsalter zu Beginn: 71,7 Jahre), die im
Verlauf gesund blieben oder AD/MCI entwickelten und bei denen Genotypisierungen von mindestens
einem der drei Risikogene vorlagen. 3MS und DSST wurden jahrlich von 1992 - 1999 wiederholt.
Beziglich dem minoren Allel von CR1 rs3818361 zeigte sich unabhangig vom APOE-e4-Tragerstatus
eine Assoziation zu einem beschleunigten geistigen Abbau, gemessen anhand des DSST (Sweet et al.,

2012).

Chung et al. (2014) untersuchten die Assoziation zwischen 12 zuvor mittels GWAS ermittelten AD
Risikogenen, u.a. CR1, und einer Verdanderung der Leistungsfahigkeit in verschiedenen kognitiven
Domadnen bei Probanden mit AD. Bei den Probanden handelte es sich um 211 Personen koreanischer
Abstammung (Durchschnittsalter 71,6 Jahre), die in einem Alter von 2 60 Jahren an AD erkrankt waren.
Es wurde die Seoul Neuropsychologiscal Screening Battery durchgefiihrt (enthielt MMST, Korean
Intrumental Activities of Daily Living, Clinical Dementia Rating, Zahlenspanne, Boston Naming Test,
Controlled Oral Word Association Test, Geriatric Depression Scale, Seoul Verbal Learning Test und Rey
Complex Figure Test), anhand derer die Domanen Aufmerksamkeit, Gedachtnis, Sprache, visuospatiale
Fahigkeiten und Exekutivfunktionen erhoben wurden.

Es zeigte sich eine signifikante Assoziation zu einer besseren Leistung im MMST mit dem minoren C-
Allel des CR1-SNPs rs11803956. Es wurde daraus der Schluss gezogen, dass CR1 mit dem Abbau

globaler kognitiver Funktionen bei Personen mit AD in Zusammenhang steht (Chung et al., 2014).
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Zijlstra et al. (2018) untersuchten 73 SNPs in der CR1-Region auf Assoziationen zur Kognition in einer
Stichprobe aus 5244 dlteren Probanden (Durchschnittsalter 75,3 Jahre) aus der PROspective Study of
Pravaststin in the Elderly at Risk, die aus Irland, Schottland und den Niederlanden stammten und alle
ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko hatten. Die kognitive Leistungsfahigkeit wurde zunachst
gemessen mittels MMST, wobei ein Punktwert unter 24 zum Ausschluss flihrte. Es folgten Stroop Color-
Word Test, Letter-Digit Coding Test und Picture-Word Learning Test. Es wurden 18 SNPs fiir die
Assoziationsanalysen gewahlt. Bei 3 SNPs zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen dem
minoren Allel und einer schlechteren, bei 9 zu einer besseren kognitiven Leistung in mindestens einem
der Tests. In der Studie sind drei SNPs genannt, deren minore Allele eine signifikante Assoziation zu
allen vier kognitiven Tests zeigten: bei rs9429944 (T), rs11117956 (G) und rs12734030 (T) lag eine
schlechtere Leistung im Stroop Test und eine bessere Leistung in den (ibrigen drei Tests vor. Zijlstra et
al. (2018) zogen den Schluss, dass CR1 nicht nur mit der AD, sondern mit der kognitiven Funktion im

héheren Lebensalter, auch bei Gesunden, in Verbindung steht (Zijlstra et al., 2018).

Keiner der in den o.g. Studien vorbeschriebenen SNPs (rs6656401, rs3818361, rs11803956, rs9429944,
rs4844599, rs11117956, rs12734030) stellte in unserer Studie einen Index-SNP dar. Sie liegen jedoch

teilweise im LD mit Index-SNPs, was im Diskussionsteil naher betrachtet werden soll.

3.7 Fragestellung

Lambert et al. (2009) zeigten mittels genomweiter Assoziationsstudien einen Zusammenhang
zwischen der AD und den SNPs rs6656401 (A) und rs3818361 (A) im Komplementrezeptor Typ 1- (CR1)
Gen. Die Assoziation von CR1 mit AD konnten von Lambert et al. (2014), Kunkle et al. (2019) und
Bellinguez et al. (2022) in GWAS repliziert werden. CR1 ist ein Komplementrezeptor, der die
Komplementfaktoren C3b und C4b bindet, das Komplementsystem inhibitorisch reguliert und auf der
Oberflache von Erythrozyten und phagozytierenden Zellen an der ABR-Clearance beteiligt ist und somit
in der Pathogenese der AD eine Rolle spielen kénnte.

In der vorliegenden Arbeit sollen mogliche Assoziationen von SNPs in der CR1-Genregion mit der
kognitiven Leistungsfahigkeit in zwei Stichproben aus der Allgemeinbevdlkerung ohne eigene und
familidre Belastung durch EOAD oder LOAD untersucht werden. In der ersten Stichprobe soll zur
kognitiven Testung die WMS-R herangezogen werden, in der zweiten Stichprobe die CERAD.

Die Frage ist, ob die Genregion CR1 mit kognitiven Funktionen in zwei fiir EOAD und LOAD unauffalligen

Stichproben assoziiert ist und diese Genregion somit moglicherweise nicht spezifisch mit der Late-
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onset Alzheimer Demenz assoziiert ist, sondern die kognitiven Funktionen auf einen neurobiologisch

Ubergreifenden Mechanismus zuriickzufiihren sein kdnnten, der sich nicht nur auf die LOAD begrenzt.

34



Material und Methoden

4  Material und Methoden

4.1 Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung

Im Vorfeld der Studie wurde die Zustimmung der lokalen Ethikkommissionen der Ludwig-Maximilians-
Universitat, Mlinchen und der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Halle (Saale) eingeholt und
in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Die Teilnahme der
Probanden erfolgte auf freiwilliger Basis. In einem ersten Gesprach wurden sie informiert (iber Ablauf,
Umfang und Zielsetzung der Studie und aufgeklart tiber die anonymisierte Verwendung der erhobenen
Daten und der Blutproben und dariber, dass auf Wunsch ein Ausscheiden aus der Studie zu jedem
Zeitpunkt moglich ist. Daraufhin erfolgte die Unterzeichnung der schriftlichen Einwilligungserklarung.
Die Durchfiihrung der Studie fand initial in der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-
Maximilians-Universitdat in Minchen statt und wurde in der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie,
Psychotherapie und Psychosomatik der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg fortgefihrt.

Der Eigenanteil lag im Rahmen der Tatigkeit als Doktorandin im Studienzentrum der Klinik und
Poliklinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg sowohl in der Rekrutierung als auch Untersuchung der Probanden der
Replikationsstichprobe. Zunachst erfolgte im Zuge der Rekrutierung die Anamneseerhebung mittels
eines strukturierten Interviews, anhand dessen ein Screening auf mogliche kognitiv beeintrachtigende
medizinische oder neurologische Zustande sowie schwerwiegende somatische Erkrankungen erfolgte.
Nach Studieneinschluss wurden die Probanden eigenstandig untersucht, wobei die
neuropsychologische Testbatterie des Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s
Disease inkl. Trail Making Test A und B und dem Test auf phonematische Flissigkeit (CERAD-Plus)
(Aebi, 2002; Memory Clinic, 2009), der Uhrentest (Shulman et al., 1993), der Hamburger-Wechsler
Intelligenztest fir Erwachsene (WAIS-1V) (Petermann, 2012) und der Wortschatztest (WST) (Schmidt
und Metzler, 1992) erhoben wurden. Im Anschluss erfolgte die elektronische Erfassung der erhobenen

Daten.

4.2 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Assoziationsstudie, in der in einer gesunden
Kohorte aus der Allgemeinbevélkerung ohne eigene oder familiare EOAD oder LOAD die Assoziation
von 380 SNPs in der CR1-Genregion mit der Gedachtnisleistung, gemessen anhand des Wechsler

Gedachtnistests - Revidierte Fassung (WMS-R) (Harting et al., 2000), untersucht wurde. Im Anschluss
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erfolgte die Replikation der besten SNPs in einer weiteren Stichprobe kognitiv unauffalliger alterer
Probanden, deren Gedachtnisleistung u.a. anhand des Consortium to Establish a Registry for

Alzheimers’ Disease (CERAD-Plus) (Morris et al., 1988) gemessen wurde.

4.3 Studienkollektiv

4.3.1 Screening-Stichprobe

Die erste Gruppe der Probanden bestand aus einer anhand von Verzeichnissen des
Einwohnermeldeamtes zufallig ausgewahlten Stichprobe von Personen aus der Miinchener
Allgemeinbevélkerung. Per Post wurden Einladungsschreiben zur Studienteilnahme verschickt, in
denen Ulber Hintergrund, Ziele und Ablauf der Studie informiert wurde. Bei Interesse an einer
Studienteilnahme erfolgte ein strukturiertes Telefoninterview, in dem psychiatrische oder
neurologische Vorerkrankungen, sowie Alkohol-, Drogen- oder Medikamentenmissbrauch,
Suizidalitat, sowohl bei den Probanden als auch bei ihren Angehérigen bis ersten Grades,
ausgeschlossen wurden. Gab es anhand des Interviews keinen Anlass zum Ausschluss aus der Studie,
wurde den Probanden ein Anamnesebogen zugeschickt, in dem, ebenfalls sowohl fiir den Probanden
als auch fir seine biologischen Angehdrigen, die somatische und neuropsychiatrische Vorgeschichte
erfasst wurde. Darliber hinaus wurde eine ausfihrliche biographische Anamnese erhoben. Waren die
notigen Voraussetzungen zur Studienteilnahme erfiillt, wurden die Probanden in die Klinik eingeladen.
Hier erfolgte eine kérperlich-neurologische Untersuchung zum Ausschluss bestehender neurologischer
Erkrankungen. Um eventuell in der Vorgeschichte aufgetretene psychiatrische Stérungen sicher
ausschlieBen zu konnen, wurde in der Klinik die deutsche Version des Strukturierten Klinischen
Interviews (SKID) zur Exploration gemal des Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders der
American Psychiatric Association in seiner vierten Revision (DSM-IV), 1994 (Wittchen et al., 1997)
durchgefiihrt. Das SKID-I diente hierbei der Erfassung von Achse-I-Storungen (psychische Storungen),
das SKID-II diente der Erfassung von Achse-II-Storungen (Personlichkeitsstorungen) (First et al., 1996;
First et al., 1997). Des Weiteren wurden Faktoren der Achsen V (psychosoziale Belastungsfaktoren)
und 1ll (globales Funktionsniveau) exploriert und beurteilt. Mit Hilfe des Leipziger Ereignis- und
Belastungsinventars (LEBI) (Richter und Guthke, 1996) wurden belastende Lebensereignisse und deren
Auswirkungen auf das Leben und die Gesundheit der Probanden erfragt. Um die psychische Verfassung
der biologischen Verwandtschaft ersten Grades zu erfassen, wurde das Family History Assessment

Module (Rice et al., 1995) eingesetzt. Bei Probanden (iber 60 Jahren wurde der Mini-Mental-Status-
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Test (MMST) (Kessler et al., 1990) erhoben, um ggf. Personen mit kognitiver Einschrankung
auszuschlieBen.

Eingeschlossen in das Kollektiv der Probanden wurden nur diejenigen, bei denen eine neurologische
oder psychiatrische Erkrankung in der Vorgeschichte ausgeschlossen werden konnte. Die
Familienanamnese durfte keine psychiatrischen Erkrankungen bei Familienangehorigen ersten Grades
aufweisen. Ein weiteres Ausschlusskriterium war eine erreichte Punktzahl von weniger als 27 von 30

Punkten im MMST. Ebenso mussten die Probanden Kaukasier sein.

4.3.2 Replikationsstichprobe

Bei der Replikationsstichprobe handelt es sich um 664 dltere Probanden aus der Allgemeinbevélkerung
von Halle (Saale). Voraussetzung fiir den Einschluss in die Studie war die Unterzeichnung einer
freiwilligen schriftlichen Zustimmung fiir die Teilnahme an dieser Studie. Die Probanden wurden
eingehend Uber Ziel, Durchfiihrung, Nutzen, Risiken, Belastung, Freiwilligkeit, Widerrufsrecht und die
Wahrung der strikten Pseudonymisierung aufgeklart. Es wurden nur Probanden mit voller
Einwilligungsfahigkeit fiur die schriftliche Zustimmung eingeschlossen. Zu den Ausschlusskriterien
gehorten: 1. kein sicheres Anwenden und Verstehen der deutschen Sprache, 2. Unzuldnglichkeiten,
welche die Durchfiihrung bestimmter Tests beeintrachtigen oder unmaoglich machen wie z.B. Blindheit,
Taubheit, Sprachschwierigkeiten oder dhnliche, 3. aktuelle medizinische oder neurologische Zustdnde,
die die Kognition beeinflussen kdnnen, 4. fortgeschrittene schwere progressive oder instabile
Krankheiten, die die Beurteilung der kognitiven Leistungsfahigkeit bzw. der moglichen Diagnose einer
demenziellen Storung beeintrachtigen, 5. Malignitdt jeglicher Organsysteme innerhalb der
vergangenen 60 Monate.

Neben der klinischen Charakterisierung mittels strukturierter psychopathologischer Skalen wurden bei
allen Probanden eine ausfiihrliche neuropsychologische Testung sowie eine korperliche und
neurologische Untersuchung durchgefiihrt. Hinsichtlich der kognitiven Testung kam u.a. die CERAD-
Plus (Memory Clinic, 2009) zum Einsatz. Personen, die im Mini-Mental-Status Test, der als Teil der
CERAD durchgefiihrt wurde, einen Wert kleiner 27 erreichten, wurden aus der Studie ausgeschlossen.
Mogliche friihere oder aktuelle neuropsychiatrische Symptome wurden mittels des Mini International
Neuropsychiatric Interview (Ackenheil et al., 1999) erhoben. Dieses Interview erfasst psychiatrische

Stérungen auf Grundlage des DSM-IV und des ICD 10.
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4.4 Wechsler Gedichtnistest - Revidierte Fassung (WMS-R)

Der Wechsler Gedachtnistest - Revidierte Fassung in seiner deutschen Adaptation (Harting et al., 2000)
ist eine Gedachtnis-Testbatterie, die vor allem im klinisch-neuropsychologischen Bereich breite
Anwendung findet. Die urspriingliche Version von 1987 war englischsprachig (Wechsler, 1987) und
erschien im Jahr 2000 in einer deutschsprachigen Version mit eigener Normierung.

Die Testbatterie besteht aus 13 Untertests, aus denen sich finf Gesamt-Indizes berechnen lassen:
Verbales Gedachtnis, Visuelles Gedachtnis, deren Summenwert den Index Allgemeines Gedachtnis
ergibt, Aufmerksamkeit/Konzentration und Verzogerte Wiedergabe (s. Tabelle 2).

Die WMS-R wird als Einzeluntersuchung durchgefiihrt und dauert zwischen 45 und 60 Minuten. Das
Vorgehen bei der Durchfiihrung des Tests und die anschlieRende Auswertung erfolgen anhand des
zugehorigen Handbuches. Die WMS-R ist normiert fiir einen Altersbereich von 16 bis 75 Jahren und
entsprechend dem Wechsler Intelligenztest (Wechsler, 1956) wurde ein Mittelwert von 100 mit einer

Standardabweichung von 15 definiert.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Untertests und die Zusammensetzung der Gesamt-Indizes der WMS-R
(In Klammern: Gewichtung des Ergebnisses bei der Auswertung)

Untertest Leistungsaspekt

Information und Orientierung

Logisches Gedachtnis | (2)
Verbales Gedéachtnis

Verbale Paarerkennung | (1)

Figurales Gedéachtnis (1) Allgemeines Gedachtnis

Visuelle Paarerkennung | (1) Visuelles Gedachtnis

Visuelle Wiedergabe | (1)

Mentale Kontrolle (1)

Zahlenspanne (2) Aufmerksamkeit/Konzentration

Blockspanne (2)

Logisches Gedachtnis Il (1)

Visuelle Paarerkennung Il (2)
Verzogerte Wiedergabe

Verbale Paarerkennung Il (2)

Visuelle Wiedergabe 11 (1)
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4.4.1 Untertests des Wechsler Gedachtnistests - Revidierte Fassung

Information und Orientierung

Der Testperson werden 16 kurze Fragen zur Orientierung beziglich der eigenen Person, Ort und Zeit,
sowie allgemeine Informationsfragen gestellt. Die Fragen 1-14 werden mit 0 oder 1 Punkt bewertet,
die Fragen 15 und 16 werden nicht bewertet, sodass der maximal erreichbare Wert bei 14 Punkten
liegt. Die erreichte Punktzahl geht nicht in die allgemeine Bewertung der WMS-R ein, sondern soll der
untersuchenden Person einen Anhalt zur Durchfihrbarkeit und Interpretierbarkeit der

Einzelergebnisse der Untertests liefern.

Mentale Kontrolle

Die Testperson wird gebeten, in drei Unteraufgaben innerhalb eines vorgegebenen Zeitrahmens
Zahlen- bzw. Buchstabenreihen aufzusagen: 1. Zahlen riickwarts von 20 bis 1, 2. das Alphabet und 3.
Zahlen in 3er-Schritten von 1 bis 40. Jede fehlerfrei ausgefiihrte Aufgabe wird mit 2 Punkten bewertet.
Bei Auftreten eines Fehlers innerhalb des Zeitrahmens wird die Aufgabe mit 1 Punkt bewertet, bei
Auftreten mehrerer Fehler innerhalb des Zeitrahmens wird die Aufgabe mit 0 Punkten bewertet. Die

maximal erreichbare Punktzahl betragt 6 Punkte.

Figurales Geddchtnis

Zunachst wird der Testperson in einem Stimulusheft fir finf Sekunden ein Muster gezeigt, welches sie
im Anschluss aus einer Auswahl von 3 Mustern wiedererkennen soll. Fir die Antwort besteht ein
Zeitfenster von flinf Sekunden. Es folgen drei weitere Aufgaben des gleichen Prinzips, wobei bei diesen
der Schwierigkeitsgrad hoher ist. Die Testperson soll sich in den Aufgaben 2-4 jeweils innerhalb von 15
Sekunden 3 Muster einprdagen und diese dann aus 9 Mustern wiedererkennen, wofiir ihr ein
Zeitfenster von je 30 Sekunden gewahrt wird. Jede richtige Antwort wird mit 1 Punkt bewertet, sodass

der maximal erreichbare Wert bei 10 Punkten liegt.

Logisches Geddchtnis | (Textreproduktion 1)

Der Testperson werden zwei kurze Geschichten vorgelesen, die sie dann jeweils im Anschluss moéglichst
genau nacherzahlen soll. Die protokollierten Antworten werden mittels Tabellen ausgewertet. Die
Testperson wird darauf hingewiesen, dass sie diese Geschichten am Ende des Tests moglichst exakt
reproduzieren soll. Pro Geschichte sind 25 Punkte erreichbar, sodass der maximal erreichbare Wert 50

Punkte betragt.
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Visuelle Paarerkennung |

Aus dem Stimulusheft werden der Testperson nacheinander insgesamt sechs Strichfiguren, die jeweils
mit einer bestimmten Farbe gepaart sind, dargeboten. Sie hat pro Figur drei Sekunden Zeit, sich diese
einzupragen. Im Anschluss wird die Testperson aufgefordert, innerhalb von fiinf Sekunden die
zugehorige Farbe in einer Farbtafel wiederzuerkennen. Es gibt insgesamt maximal sechs Durchgange
dieser Aufgaben, bei denen dieselben Figuren verwendet werden wie im ersten Durchgang, jedoch in
veranderter Reihenfolge. Sollte die Testperson den dritten Durchgang bereits fehlerfrei absolvieren,
wird der Test an dieser Stelle abgebrochen. Die Testperson wird darauf hingewiesen, dass ihr mit einer
Latenzzeit von 30 Minuten erneut dieselben Figuren zwecks Farbzuordnung gezeigt werden. Zur
Gesamtpunktzahl tragen nur die ersten drei Durchgédnge bei, wobei hier jede richtige Antwort 1 Punkt

erhalt, sodass insgesamt maximal 18 Punkte erreicht werden kdonnen.

Verbale Paarerkennung |

Der Testperson werden pro Durchgang acht Wortpaare vorgelesen, die sie sich einpragen soll. Im
Anschluss an jeden Durchgang werden der Testperson nur die jeweils ersten Worte der acht Paare
vorgelesen und sie hat nun die Aufgabe, jeweils das zugehorige zweite Wort zu erinnern. Fir jede
Antwort hat sie finf Sekunden Zeit. Es werden mindestens drei Durchgange durchgefiihrt. Sollten im
dritten Durchgang keine Fehler auftreten, wird der Test an dieser Stelle abgebrochen. Im Fall, dass hier
nicht alle Antworten korrekt sind, wird ein vierter Durchgang angeschlossen. Nach diesem Prinzip
kénnen maximal sechs Durchgidnge stattfinden. Fir jede richtige Antwort erhalt die Testperson 1
Punkt. Die Wortpaare sind aufgeteilt in leichte und schwere Kombinationen, fiir diese werden die
Punkte getrennt summiert. Die maximal erreichbare Punktzahl betrdgt insgesamt 24, davon entfallen

jeweils 12 auf die leichten und 12 auf die schweren Kombinationen.

Visuelle Wiedergabe |

Der Testperson werden vier Figuren fir jeweils zehn Sekunden gezeigt. Direkt im Anschluss an jede
Darbietung wird sie aufgefordert, die Figur aus dem Gedachtnis zu reproduzieren. Die Auswertung
erfolgt anhand eines Auswertungsbogens mit Beispielzeichnungen. Die maximal erreichbare Punktzahl

betragt 41.

Zahlenspanne
In diesem Untertest gibt es zwei Aufgabentypen, die ,Zahlenspanne vorwarts” und die ,,Zahlenspanne
rickwarts”, in denen der Testperson jeweils Zahlenreihen vorgelesen werden, die sie im Anschluss in

gleicher (Zahlenspanne vorwiérts) bzw. in umgekehrter (Zahlenspanne riickwérts) Reihenfolge
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wiederholen soll. Jeder der beiden Aufgabentypen besteht aus sechs Durchgdngen. In jedem
Durchgang werden zwei Zahlenfolgen gleicher Lange vorgelesen. Die Zahlenfolgen bestehen zunachst
aus drei Zahlen und steigen mit jedem Durchgang um eine Zahl an. Werden beide Reihen eines
Durchganges falsch wiederholt, wird der Test abgebrochen. Fiir jede korrekt wiederholte Zahlenfolge

erhalt die Testperson 1 Punkt, sodass die maximale Punktzahl 24 betragt.

Visuelle Merkspanne (Blockspanne)

Analog zur Zahlenspanne ist der Untertest Blockspanne in die beiden Aufgabentypen ,Blockspanne
vorwarts” und ,Blockspanne rlickwarts” unterteilt. Die Testperson hat die Aufgabe, Blockspannen
steigender Lange in gleicher, bzw. in umgekehrter Reihenfolge zu repetieren. Hier gibt es einmal sieben
und einmal sechs Durchgange mit jeweils zwei Blockspannen gleicher Léange. Im ersten Durchgang
besteht eine Blockspanne aus zwei Zahlen, mit jedem Durchgang wird die Spanne um eine Zahl langer.
Die Zahlen werden der Testperson nicht vorgelesen, sondern die untersuchende Person tippt
unregelmaRig auf einen Zahlenwirfel, der auf einem Blockspannbrett montiert ist. Die Testperson wird
aufgefordert, die entsprechenden Zahlen im Anschluss ebenfalls anzutippen. Werden beide Reihen
eines Durchganges falsch wiederholt, wird der Test abgebrochen. Fiir jede korrekt wiederholte

Zahlenfolge erhalt der Proband 1 Punkt, sodass die maximale Punktzahl 26 betragt.

Logisches Geddchtnis Il (Verzégerte Textreproduktion)

30 Minuten nach Beendigung des Untertests Logisches Gedachtnis | wird die Testperson gebeten, die
dort vorgelesenen Geschichten noch einmal zu reproduzieren. Kann die Testperson sich nicht erinnern,
kénnen vorgegebene Hilfestellungen geleistet werden. Die Auswertung erfolgt entsprechend zu

IM

,Logisches Gedachtnis |“. Der maximal erreichbare Gesamtwert betragt 50 Punkte.

Visuelle Paarerkennung Il

Zwischen den Untertests Visuelle Paarerkennung | und Il miissen ebenfalls 30 Minuten liegen. Der
Testperson werden erneut die Figuren aus Visuelle Paarerkennung | gezeigt. Sie wird aufgefordert, die
korrekten Farben erneut zuzuordnen, wobei nur ein Durchgang absolviert wird. Jede korrekte Antwort

wird mit 1 Punkt bewertet, sodass die maximal erreichbare Punktzahl 6 betragt.

Verbale Paarerkennung Il

Der Testperson werden erneut die ersten Worte der Wortpaare aus dem Untertest Verbale
Paarerkennung | genannt und sie wird aufgefordert, das jeweils zugehoérige Wort zu erinnern. Es wird
ein Durchgang absolviert. Pro richtige Antwort erhalt der Proband 1 Punkt, der maximale Gesamtwert

betragt 8 Punkte.
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Visuelle Wiedergabe I
Die Testperson wird gebeten, die Figuren aus dem Untertest Visuelle Wiedergabe | erneut in
willkirlicher Reihenfolge zu reproduzieren. Die Auswertung erfolgt analog zu Visuelle Wiedergabe |,

die maximal erreichbare Punktzahl betragt 41.

4.4.2 Auswertung des Wechsler Gedachtnistests - Revidierte Fassung

Stichprobe und Datenerhebung

Die Normierung der deutschen Adaptation der WMS-R erfolgte fiir einen Altersbereich von 16 bis 75
Jahren. Es wurden hierzu die Daten einer quotierten Stichprobe (Friedrichs, 1985) von insgesamt 210
deutschstammigen Probanden, die in sieben Altersgruppen a 30 Personen unterteilt wurden, erhoben.
Die Stichprobe wurde anhand von demographischen Stichproben des Statistischen Jahrbuchs fir die
Bundesrepublik Deutschland von 1995 geschichtet, die Probanden wurden anhand von im Vorhinein
festgelegten Geschlechts- und Bildungskriterien zufallig auf die Altersgruppen verteilt. Die Rohwerte
der Untertests weichen in ihrer GréBenordnung stark voneinander ab, sodass eine Zusammenfassung
und Gewichtung der Punkte erfolgen musste. Die Rohwerte wurden in Indizes mit einem Mittelwert
von 100 und einer Standardabweichung von 15 umgewandelt, die Skalenwerte wurden zur
Normalverteilung hin normalisiert und abweichende Werte wurden geglattet. Die Altersabhdngigkeit

der Ergebnisse wurde dabei beriicksichtigt.

Einfluss demographischer Faktoren auf den Wechsler Geddchtnistest - Revidierte Fassung

Mogliche Unterschiede in den Summenrohwerten der fiinf zusammengefassten Leistungsaspekte
beziiglich Geschlecht, Alter und Bildung wurden mittels univariaten Varianzanalysen (ANOVA)
Uberpruft, um ggf. entsprechende Anpassungen in der Normierung vornehmen zu kdnnen (s. Tabelle
3). Bezliglich des Geschlechts gab es keine signifikanten Effekte in den univariaten F-Tests. Mit
steigender Altersgruppe sanken die erreichten Rohwerte signifikant, sodass hier eine altersabhangige
Normierung zum Ausgleich notwendig war. Die Schulbildung zeigte ebenfalls Auswirkungen auf die
Ergebnisse der Untertests: Es stellte sich eine signifikant positive Korrelation zwischen Hohe des
Bildungsgrades und erbrachter Gedéachtnisleistung dar, die auch hier eine Anpassung der Normierung

rechtfertigte.
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Tabelle 3: F-Werte der ANOVA fiir die einzelnen Summenrohwerte (Harting et al., 2000)

Skalenwerte Altersgruppe Schulabschluss | Geschlecht
Allgemeines Gedachtnis 8.87*** 39,99*** 2,56
Verbales Gedachtnis 3,68%* 46,93*** 1,81
Visuelles Gedéachtnis 5,74%** 23,60%** 1,93
Aufmerksamkeit/Konzentration 10,52*** 42,00%** 2,10
Verzogerte Wiedergabe 11,93*** 47,66%** 2,07

***.p<0,001; **: p<0,01

Reliabilitdt

Zur Bestimmung von Stabilitatskoeffizienten fiir alle Untertests wurden mit 40 Probanden, bei denen
alle Altersgruppen vertreten waren, Wiederholungsuntersuchungen durchgefiihrt. Um Lerneffekte zu
vermeiden, lag der Abstand zur ersten Untersuchung bei 6 Monaten. Fiir die einzelnen Untertests und
die zusammengefassten Indizes ergaben sich Reliabilitatskoeffizienten von 0,42 bis 0,88 mit einem
Median von 0,78.

Die Auswertung der Untertests Logisches Gedachtnis und Visuelle Wiedergabe ist im Gegensatz zu der
der anderen Untertests komplex, weswegen hier die Interrater-Reliabilitdt bestimmt wurde. Diese lag

bei 0,99 (Logisches Gedachtnis) bzw. 0,97 (Visuelle Wiedergabe).

Validitit

Zur Uberpriifung der Validitat wurden 125 Patientenprotokolle einer klinischen Stichprobe analysiert.
Es wurden sieben Untergruppen mit jeweils gleich lokalisierter Hirnschadigung gebildet und dartber
hinaus wurden zwei psychiatrische Patientengruppen verglichen, ndmlich Patienten mit einer Major
Depression und Patienten mit einer wahrscheinlichen milden oder moderaten AD. Zusammengefasst
ergab die Auswertung der Daten, dass die WMS-R trotz Sprachlastigkeit der Untertests sowohl die

Schwere als auch die Art von klinisch relevanten Gedachtnisstérungen valide darzustellen vermag.

4.4.3 Darstellung von Demenz im Wechsler Gedachtnistest - Revidierte Fassung

Im Vergleich zu an einer Major Depression erkrankten Patienten liegen sowohl der Gesamt-Index als
auch der verzogerte Reproduktions-Index bei Patienten mit einer AD drei Standardabweichungen
unterhalb des Mittelwertes. Bei depressiven Patienten liegt diese Abweichung durchschnittlich bei
lediglich einer Standardabweichung. Die Messung des relativen Behaltensverlusts kann einen
richtungsweisenden Hinweis in der Demenzdiagnostik geben und einen wichtigen Beitrag zur

Abgrenzung einer mnestischen Beeintrachtigung im Rahmen einer Major Depression gegeniiber einer
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beginnenden Demenz leisten (Hart et al., 1987; Welsh et al., 1991; Lachner und Engel, 1994). Die WMS-
R eignet sich aufgrund ihres hohen Schwierigkeitsgrades jedoch nur zur Diagnostik friiher Stadien der

Demenz.

4.5 Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease (CERAD)

Mit dem Ziel der Entwicklung einer standardisierten Testbatterie zur Diagnostik einer Alzheimer
Demenz, welche die fiir diese Erkrankung typischen Defizite in den Bereichen Gedachtnis, Sprache,
Praxie und Orientierung abbilden sollte, griindete das National Institute on Aging (NIA) 1986 das
Consortium to Establish a Registry for Alzheimers' Disease (CERAD) (Morris et al., 1988). Es entstand
die englischsprachige neuropsychologische (NP) Testbatterie CERAD-NP, fiir welche in Studien eine
gute Reliabilitat, Validitat und Auswertungsobjektivitdt nachgewiesen werden konnte (Morris et al.,
1988; Morris et al., 1989; Satzger et al., 2001). Die deutsche Ubersetzung erfolgte durch die Memory
Clinic des Universitatsspitals Basel, spater erfolgte zur verbesserten Abklarung subkortikaler Stérungen
die Erweiterung zur CERAD-Plus (Aebi, 2002; Memory Clinic Basel, 2005).

Die CERAD-Plus setzt sich zusammen aus 8 Tests (urspriingliche CERAD) sowie 3 zusatzlichen,

optionalen Aufgaben (,,Plus”). Diese sollen im Folgenden vorgestellt werden.

4.5.1 Klassische CERAD

1. Verbale Fliissigkeit: Kategorie , Tiere”'
Aufgabe: Die Testperson wird aufgefordert, eine Minute lang so viele verschiedene Tiere wie moglich
aufzahlen.

Erfasste Leistungen: verbale Produktion, semantisches Gedachtnis

2. 15 Items des Boston Naming Test (BNT)

Aufgabe: Der Testperson werden je 5 haufig, mittelhdaufig und weniger haufig im allgemeinen
Sprachgebrauch vorkommende Items in Form von Strichzeichnungen dargeboten, die sie benennen
soll. Bewertet wird die Anzahl der spontan richtig erfolgten Antworten.

Erfasste Leistungen: visuelle Wahrnehmung, Wortfindung

3. Mini Mental Status Test (MMST)
Aufgabe: Etabliertes Testinstrument zur Detektion basaler kognitiver Fahigkeiten, bestehend aus

mehreren Untertests.
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Erfasste Leistungen: Orientierung, Merkfahigkeit, Sprache, konstruktive Praxis

4. Wortliste Lernen

Aufgabe: Der Testperson werden schriftlich 10 gebrauchliche Worter vorgelegt, die diese laut vorlesen
und im Anschluss in beliebiger Reihenfolge aus der Erinnerung verbal reproduzieren soll. Es erfolgen 2
weitere Durchgange, in denen dieselben Worter in veranderter Reihenfolge vorgelegt werden und
reproduziert werden sollen.

Erfasste Leistungen: Erinnern neu erlernter Informationen

5. Figuren Abzeichnen
Aufgabe: Der Testperson werden Zeichnungen von 4 einfachen geometrischen Figuren dargeboten,
die in ihrer Komplexitdt zunehmen. Diese sollen abgezeichnet werden.

Erfasste Leistungen: konstruktive Praxis

6. Wortliste Abrufen
Aufgabe: Die Testperson soll die 10 in Aufgabe 4 erlernten Woérter erneut wiedergeben.

Erfasste Leistungen: verbales episodisches Gedachtnis

7. Wortliste Wiedererkennen (Diskriminabilitdt)
Aufgabe: Der Testperson werden nacheinander 20 Woérter dargeboten, von denen 10 aus Aufgabe 4
stammen. Sie soll angeben, welche neu sind und welche bereits erlernt wurden in Aufgabe 4.

Erfasste Leistungen: Differenzierung zwischen Abruf- und Speicherstérung des Gedachtnisses

8. Figuren Abrufen
Aufgabe: Die Testperson wird aufgefordert, die in Aufgabe 5 abgezeichneten Figuren aus dem
Gedachtnis zu zeichnen.

Erfasste Leistungen: nonverbales Gedachtnis

Zusdtzlich berechenbare Variablen
Wortliste Intrusionen:

Anzahl der in den Aufgaben Wortliste Abrufen und Wortliste Lernen falsch genannte Woérter.

Wortliste Savings (in %):

Darstellung der verbalen Behaltensleistung mittels des Verhéltnisses aus den Ergebnissen den

Aufgaben Wortliste Abrufen und Wortliste Lernen (unmittelbar nach dem 3. Durchgang):
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Wortliste Abrufen
Wortliste Savings = x 100
Wortliste Lernen Durchgang 3

Figuren Savings (in %):
Darstellung der nonverbalen Behaltensleistung mittels des Verhaltnisses aus den Ergebnissen den
Aufgaben Figuren Abrufen und Figuren Abzeichnen:

Figuren Abrufen

Figuren Savings = x 100
Figuren Abzeichnen

4.5.2 ,Plus“-Erweiterung

Trail Making Test (TMT)

Trail Making Test A (TMT A)

Aufgabe: Der Testperson werden auf einem Blatt eingekreiste Zahlen (1-25) dargeboten. Diese sollen
so schnell wie moglich in aufsteigender Reihenfolge verbunden werden.

Erfasste Leistungen: psychomotorische Geschwindigkeit

Trail Making Test B (TMT B)

Aufgabe: Der Testperson werden auf einem Blatt eingekreiste Zahlen und Buchstaben dargeboten.
Zahlen und Buchstaben sollen so schnell wie moéglich abwechselnd in aufsteigender nummerischer
bzw. alphabetischer Reihenfolge verbunden werden.

Erfasste Leistungen: Exekutivfunktionen

Phonematische Fliissigkeit (S-Wérter)
Aufgabe: Die Testperson soll innerhalb von 1 Minute so viele Wérter wie moéglich nennen, die mit ,,S"
beginnen.

Erfasste Leistungen: Wortfliissigkeit
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4.6 Laborverfahren

4.6.1 DNA-Extraktion

In der folgenden Tabelle (Tabelle 4) sind die fiir die DNA-Extraktion verwendeten Materialien,

Reagenzien und Gerate aufgefihrt.

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fiir die DNA-Extraktion

Material, Reagenz, Gerat Hersteller

EDTA Monovette Sarstedt, Nimbrecht

Qiagen DNA Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

50 ml Zentrifugenrohre Sarstedt, Nimbrecht

Vortex Genie Scientific Industries, New York, USA

Jedem Studienteilnehmer wurden 7 ml vendses Blut entnommen. Hierzu wurden
Ethylendiamintetraessigsdaure- (EDTA-) Monovetten verwendet. Um trotz Anonymisierung eine
korrekte Zuordnung der Proben zu den erhobenen Daten gewahrleisten zu kénnen, wurden die
Blutrohrchen mit Barcodes versehen. Die Extraktion der DNA erfolgte nach dem Protokoll des Qiagen
DNA Blood Maxi Kits (Qiagen, 2005).

Zur Zelllyse wurden zunachst 500 pl Qiagen Protease und 12 ml des Guanidinhydrochlorid (GHCI)-
haltigen Lysepuffers zu der Blutprobe gegeben, welche dann fiir 60 Sekunden auf einem Vortex
homogenisiert wurde. Danach erfolgte im Wasserbad eine Inkubation bei 70 °C fir 30 Minuten. Zur
Ausféllung der DNA wurden 10 ml Ethanol zugegeben, im Anschluss erfolgte fiir 2 Minuten eine
Durchmischung auf dem Vortex.

Die Probe wurde nun bei Raumtemperatur schrittweise auf eine QlAamp Maxi Sdule aufgebracht und
nach jedem Schritt fir 3 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert, sodass eine selektive Bindung der DNA
an die Silikagelmembran erfolgen konnte. Das Eluat wurde jeweils verworfen. Verbliebene Protein-
und RNA-Kontaminationen wurden in einem ersten Waschschritt mit 5 ml Puffer AW1 und
anschlieRender Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 4000 rpm entfernt. In einem zweiten Waschschritt
mit 5 ml ethanolhaltigem, salzarmen AW2-Puffer und 15-mindtiger Zentrifugation bei 4000 rpm
wurden die librigen GHCI-Salze ausgewaschen und die Silikagelmembran getrocknet. Um die DNA zu

eluieren, wurde die Silikagelmembran-Saule in ein neues Auffangrohrchen umgesetzt und nach
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zweimaliger Inkubation bei Raumtemperatur fir jeweils 5 Minuten mit insgesamt 1,5 ml TRIS-

(Tris(hydroxymethyl)Jaminomethan-) haltigem AE-Puffer bei 5000 rpm fiir 2 Minuten zentrifugiert.

4.6.2 Konzentrationseinstellung der DNA

In der folgenden Tabelle (Tabelle 5) sind die fiir die Konzentrationsbestimmung der DNA verwendeten

Materialien, Reagenzien und Gerate aufgefiihrt.

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien, Puffer und Reagenzien fur die DNA-Konzentrationseinstellung

Material, Reagenz, Gerat Hersteller

96 well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-One, Frickenhausen
Human genomic DNA 100 ng/ul Clontech, Mountain View, USA

Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA
Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Victor 3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

Fir eine erfolgreiche Hochdurchsatzgenotypisierung missen alle zu analysierenden DNA-LGsungen
eine einheitliche Konzentration aufweisen. Die Bestimmung der Ausgangskonzentrationen der DNA-
Losungen erfolgte indirekt mittels des Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen, der selektiv an
doppelstrangige DNA bindet.

Zunachst wurde eine DNA Verdiinnungsreihe zur Erstellung einer Standardkurve hergestellt. Hierbei
handelte es sich um eine 1:2 Verdiinnungsreihe eines 100 ng/ul DNA-Standards, die aus acht Punkten
mit 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 und 0 ng/pl bestand. Als Verdiinnungsmittel wurde
bidestilliertes Wasser verwendet. Die zu quantifizierenden DNA-L6sungen wurden in einer 96 well
Platte 1:10 vorverdiinnt. Auf eine schwarze 96 well Platte wurden in jede Vertiefung 50 ul
autoklaviertes, destilliertes Wasser pipettiert. Danach wurden je 5 pl der Standardverdiinnungsreihe
bzw. der verdiinnten DNA-L6sung nachgelegt. In jede Vertiefung wurden 145 ul 1:156 vorverdiinntes
PicoGreen zugegeben, sodass die Endverdiinnung des PicoGreens bei 1:200 lag. Mit Hilfe eines
Roboters (Janus Automated Workstation) erfolgte die halbautomatische Messung der Konzentration.
Der Greifarm des Roboters liberfiihrte die Mikrotiterplatte in den Victor Multilabel Counter 1420, in

dem diese in horizontaler Ebene doppelellipsenférmig geschittelt wurde, wodurch eine gleichmaRige
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Durchmischung der Lésungen erfolgte. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde bei 485 nm angeregt, die
Messung der Emission erfolgte bei 520 nm. Mit Hilfe der Standardkurve wurden die Konzentrationen
der DNA-L6sungen bestimmt. Die notwendige Verdiinnung, um eine Konzentration von 50 ng/ul zu

erhalten, wurde berechnet und die Verdiinnung erfolgte automatisch durch den Pipettierroboter.

4.6.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte mittels SNP Arrays, die es ermoglichen, zahlreiche DNA-Sequenzen
gleichzeitig zu untersuchen. Auf einer Tragerplatte, dem Array, werden Oligonukleotidsequenzen
immobilisiert. Diese Sequenzen besitzen an definierter Lokalisation spezifische Sonden, die sich zu den
zu bestimmenden SNPs in der Probanden-DNA (Target-DNA) komplementar verhalten. Die Probanden-
DNA wird zunachst fluoreszenzmarkiert und nach enzymatischer Spaltung und Replikation mit den
Sonden in Kontakt gebracht. Wenn Probanden-DNA auf eine komplementare Sonde trifft, erfolgt eine
Hybridisierung. Nach mehreren Waschschritten konnen die Fluoreszenzsignale der gebundenen
Target-DNA mittels eines Scanners detektiert werden. Da die Lokalisation der Sonden bekannt ist, kann
daraus auf das Vorhandensein bestimmter Target-Sequenzen riickgeschlossen werden.

Die Genotypisierung erfolgte auf SNP Chips. Dazu wurde die DNA in der auf 50 ng/ul eingestellten
Verdinnung zur Verfligung gestellt. Die Imputation erfolgte in sechs Chargen, zum Teil auf
verschiedenen Plattformen. Die Qualitatskontrolle und Imputation von Charge 1 [Human610-
Quadvl_B (Priebe et al., 2013; Drago et al., 2014), Human660W-Quad_v1_A (Priebe et al., 2013),],
Charge 2 [HumanHap 300 v1.0.0 (Need et al., 2009)] und Charge 3 [Affymetrix 6.0 (Bramon et al.,
2014)] erfolgten im Rahmen der gréRten Schizophrenie Metaanalyse (Psychiatric GWAS Consortium).
Charge 4 [HumanHap 300 v1.0.0 (Stefansson et al., 2008)], Charge 5 [lllumina Human OmniExpress
12v1.0 (Lencz et al., 2013)] und Charge 6 [lllumina Omnil-Quad (Galfalvy et al., 2015)] wurden anhand
derselben Kriterien qualitatskontrolliert und imputiert.

Die Genotypisierung der 664 Probanden der Replikationsstichprobe erfolgte mittels Global Screening

Arrays von lllumina.

4.6.4 Qualitatskontrolle

Um Fehler in den Assoziationsanalysen zu vermeiden, erfolgten sorgfiltige Qualitatskontrollen,
anhand derer sowohl Probanden als auch SNPs ein- bzw. ausgeschlossen wurden. Fir die
Qualitatskontrollen kam die Software PLINK 1.9 (Chang et al., 2015) zum Einsatz. In einem ersten

Schritt wurde in der Screeningstichprobe ein qualitatskontrolliertes Set von SNPs gefiltert (missingness
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< 0,05), anhand dessen Probanden, bei denen das in der Probe ermittelte vom tatsachlichen
Geschlecht abwich, detektiert und aussortiert wurden. Die Schwellenwerte fiir die Probanden call
rates, welche ein MaR fiir die Qualitdt der DNA und mogliche Prozessierungsfehler darstellen, waren
spezifisch fur die einzelnen Chips und lagen bei 96-99 %. Proben, die unterhalb dieses Schwellenwertes
lagen, wurden ebenfalls eliminiert.

Im Anschluss wurde die Qualitat der SNPs bewertet. Ausschlusskriterien waren eine SNP call rate < 99
%, Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) bei den Kontrollen (p < 10®) oder bei den
Fallen (p < 10%°) und SNPs mit Differenzen in den SNP call rates von > 0,02 zwischen den Kontrollen
und den Fallen. Bei weiblichen Teilnehmern galten als zusatzliche Ausschlusskriterien das Vorliegen
von X-chromosomalen Markern mit einer Heterozygotenrate > 2 %, einer missingness 2 0,05 oder HWG
p < 10% Um versteckte Verwandtschaft, Abweichungen von der Heterozygotenfrequenz zu
detektieren und Populationsstratifikationsanalysen durchzufiihren, wurde ein streng kontrolliertes Set
von autosomalen Markern (MAF > 0,05, HWG p 2 0,05, call rate 2 0,99) verwendet, die sich nicht im
LD (r? £ 0,2) befanden. Mehrere Regionen, die sich in hohem LD befanden, wurden ausgeschlossen.
Hierzu zahlten u. a. verlangerte MHC-Regionen.

Um versteckte Verwandtschaft auszuschlieBen, wurden bei Paaren, bei denen 1t > 0,2 betrug, ein
Proband entfernt. Fdlle wurden mit Prioritdat Uber Kontrollen behalten. Individuen mit einer
Abweichung der Heterozygotenfrequenz von |Fret) = 0,2 wurden ebenfalls eliminiert. Mogliche
Populationsstratifikationseffekte wurden mittels einer Hauptkomponentenanalyse anhand von
EIGENSTRAT untersucht. Outlier wurden ausgeschlossen.

Nach Abschluss der chip-weisen Qualitatskontrolle wurden bekannte Duplikate auf verschiedenen
Chips miteinander verglichen. Wenn die Konkordanzrate unter 99 % lag, wurden beide Proben
verworfen, lag sie darliber, wurde die Probe mit der schlechteren Qualitdt von weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Eine komplette detaillierte Beschreibung aller Schritte findet sich in einer genomweiten
Assoziationsstudie von Rujescu et al. (Rujescu et al., 2018), wobei die vorliegende Arbeit eine Charge
weniger umfasst.

Fiir die Replikationsstichprobe wurden &dhnliche Qualitatsschritte durchgefihrt. Mogliche
Populationsstratifikationseffekte innerhalb der ausgewdhlten Probanden wurden mittels einer
Hauptkomponentenanalyse anhand von EIGENSTRAT untersucht. Outlier wurden ausgeschlossen. Die

verbliebenen Probanden bildeten ein homogenes Cluster kaukasischer Abstammung.
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4.6.5 Pre-phasing und Imputation

Es erfolgten ein pre-phasing der Datensatze mit Hilfe der Software SHAPEIT (Delaneau et al., 2011) und
anschlieRend eine Imputation auf das 1000 Genomes Referenzsample (Phase 1 Version 3) mittels der
Software IMPUTE2 (Howie et al., 2009; Howie et al., 2011) in der Screeningstichprobe. Die Imputation
fir das X-Chromosom wurde fiir Manner und Frauen separat durchgefiihrt. Nach der Imputation
wurden die sechs Chargen zu einem groRen Datensatz kombiniert, wobei alle Marker mit INFO <0,6
sowohl in den einzelnen Chargen als auch in dem gesamten Set ausgeschlossen wurden. Marker, deren
MAF zwischen den Datensdtzen um mehr als 0,1 abwich, wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die
Analysen zur Detektion unbekannter Verwandtschaft, Abweichungen von der Heterozygotenfrequenz
und Populationsstratifikation wurden auf dem kombinierten Datensatz ebenso durchgefiihrt wie auf

den einzelnen Chips.

4.7 Analyse

557 Kontrollprobanden mit validen Genotyp- und Phanotypdaten wurden fir die erste
Assoziationsanalyse ausgewahlt. Die Rohwerte der finf Index-Skalen wurden mittels linearer
Regression fiir Alter, Geschlecht und Bildungsgrad adjustiert. Residuen wurden durch eine inverse
Rang-Transformation normalisiert und standardisiert. Hohe Werte der Rohdaten korrelierten mit
hohen Werten der transformierten Variablen. Die Assoziationsanalyse erfolgte mittels additiver
linearer Regression mit der Software PLINK 1.9 (Chang et al., 2015). Fir die verschiedenen Chargen
wurde mittels Dummy Variablen korrigiert. Die Kodierung des Genotyps erfolgte anhand der Anzahl

der Effektallele unter Verwendung eines additiven Modells.

Die Assoziationsanalyse erfolgte fiir 380 Marker, die in der CR1 Region, bzw. 20 kb up- und downstream
von dieser lokalisiert sind. Um LD unabhangige Loci zu erhalten, wurden die SNPs basierend auf allen
Assoziationsergebnissen nach folgendem Schema ,,geclumpt”: Der SNP mit dem niedrigsten p-Wert in
einer der funf durchgefiihrten linearen Regression wurde ausgewahlt und als Index-SNP definiert. Alle
Marker im LD (r? > 0,1) und in einer Distanz von 3000 kb zum Index-SNP wurden diesem zugeordnet.
AnschlieBend wurde mit den verbleibenden Varianten genauso verfahren, bis alle SNPs einem Index-
Marker zugewiesen waren. Das Resultat waren 20 Index-SNPs, die jeweils unabhadngige Loci

reprasentieren und deren Assoziationsergebnisse im Weiteren diskutiert werden.
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Eine Korrektur fiir multiples Testen nach Bonferroni z.B. flr die Anzahl der LD-unabhédngigen Index-
SNPs erfolgte nicht, da eine zweite unabhangige Replikationsstichprobe eingesetzt wurde. Auch in
dieser Stichprobe wurde die Assoziation ausgewahlter Varianten zwischen Genotypverteilung und
kognitiver Leistung mittels linearer Regression im additiven Modell durchgefiihrt. Als Kovariablen

wurden ebenfalls Alter, Geschlecht und Schulbildung mit eingeschlossen.
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5 Ergebnisse

5.1 Beschreibung der Stichprobe

Fiir die vorliegende Untersuchung der Assoziation zwischen genetischen Markern in der CR1-
Genregion und der Gedachtnisfunktion wurde bei 557 Probanden der Screeningstichprobe und 664
Probanden der Replikationsstichprobe sowohl eine Genotypisierung vorgenommen als auch eine
kognitive Testung durchgefihrt (fir die Screeningstichprobe die WMS-R (Harting et al., 2000), fir die
Replikationsstichprobe die CERAD (Morris et al., 1988). Das Durchschnittsalter der 283 (50,81 %)
weiblichen und 274 (49,19 %) méannlichen Probanden der Screeningstichprobe lag bei 50,64 (SD 13,49)
Jahren. 114 (20,47 %) der Probanden hatten einen Hauptschulabschluss, 200 (35,91 %) einen
Realschulabschluss und 243 (43,63 %) hatten Abitur. In der Replikationsstichprobe beendeten 51
Personen (7,7 %) die Schule mit einem Hauptschulabschluss, 337 (50,8 %) mit einem
Realschulabschluss und 276 (41,5 %) mit dem Abitur. Im Mittel zeigte die Stichprobe ein Alter von
68,81 Jahren (SD 7,15). 277 (41,72 %) Manner und 387 (58,28 %) Frauen konnten eingeschlossen
werden.

Alter, Geschlecht und Bildungsgrad wurden in den Berechnungen beider Stichproben als Kovariablen
bericksichtigt.

Die beiden Stichproben unterschieden sich signifikant in der Geschlechtsverteilung (Chi-Quadrat nach
Pearson: p = 0,009, df = 1, chi? = 6,84), der Schulbildung (Chi-Quadrat nach Pearson: p < 0,01, df = 2,

chi? = 48,1), wie auch in Hinblick auf das mittlere Alter signifikant (Mann-Whitney-U-Test: p < 0,01).

5.2 Beschreibung der Polymorphismen

Die insgesamt 380 SNPs, die auf Chromosom 1g32.2 in der Region von CR1 und den 20 kb up- und
downstream flankierenden Regionen liegen, stehen teilweise im Kopplungsungleichgewicht
zueinander. Die genaue Position, Funktion und Lokalisation der Index-Marker ist Abb. 4 und Tabelle 6
zu entnehmen.

Vier SNPs liegen im CR2-Gen, wobei es sich dabei um eine missense Variante und drei Varianten in
intronischen Bereichen handelt. In CR1 bzw. dicht flankierend liegen eine upstream Genvariante und

neun Intronvarianten. Die Gbrigen sechs Index-SNPs liegen in intronischen Bereichen von CR1L.
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Tabelle 6: Lokalisation der Index-SNPs in der CR1-Genregion auf Chromosom 1

SNP Position* rc\il"aa'ﬁhstgelegenes Funktion
rs17045328 207478831 CR2 Intronvariante
rs17258982 207480019 CR2 missense Variante
rs17258996 207480099 CR2 Intronvariante
rs4314882 207484680 CR2 Intronvariante
rs80141998 207494970 CR1 2 kb upstream Variante
rs114467562 207501158 CR1 Intronvariante
rs61822964 207502367 CR1 Intronvariante
rs115854345 207515067 CR1 Intronvariante
rs144015064 207521833 CR1 Intronvariante
rs186998459 207524880 CR1 Intronvariante
rs116146912 207575043 CR1 Intronvariante
rs6681449 207577009 CR1 Intronvariante
rs34720009 207582157 CR1 Intronvariante
rs116125277 207617072 CR1 Intronvariante
rs34775017 207651031 CRI1L Intronvariante
rs6540438 207651093 CR1L Intronvariante
rs147774007 207655896 CRI1L Intronvariante
rs115664697 207656493 CR1L Intronvariante
rs113630340 207659983 CR1L Intronvariante
rs6686325 207660012 CRI1L Intronvariante

*Build: GRCh38

54




Ergebnisse

— ™
oo
Chromosom1 mom g
o U o
CR1
] 3 Ll L = L Ll - - 1l Ll NI T - 1 | T — 3 [ | - | L ] f
5 3
I 1 s T ™ ™ T T | L N §  ma ) ™1 1t = LU L B N T 1
1 25 B 5| 67 8910 11 12 1314151617 18 1920 22123 25 6 27 28 29 30 31 32 3334353637 pRg 4142 43 44
CR2 a2 380 40
CD46P1
CRI1L
L 2 %
I < axmm
lleocases
M oo~~~
o~ @ - = [Tl
I @ =R
fmd @ g o3 o o n3 8 N 25883N
Mmoo by 9w =1 WwoIn hir =] 0 fosgH0uw
noog = o i o m o = 25 o T - S 1~ 1DfMe
R ) = i 8 :n n e aw o = s B oRe
oy m = 2 % oo Do = o & o mmeg
[ i = = ® & o @ bt = = R
S & = = i = D =2 m = n P e e 0
R T ] o = o o %] T wow
nm Lo = @ ﬁ E m [l i ol [ iy
4 i il

Abb. 4: Lokalisation der Index-SNPs im CR1 Gen und in an diese angrenzenden Regionen auf Chromosom 1. Dargestellt ist die Isoform CR1*2.

Oberer Teil: Chromosom 1 mit Markierung der Lokalisation von CR1; darunter in Boxen dargestellt die Lokalisation der low copy repeats (LCR); mittlerer Teil: CR1
mit flankierenden Bereichen, graue Pfeile geben die Leserichtung an, schwarze, nummerierte Kasten stellen Exons dar, verbindende Linien bilden Introns ab; CR1
flankierende Bereiche: links von CR1 dargestellt ist CR2, rechts CR1L und die Pseudogene CD46P1 (graue Box) und CDCA4P3; unterer Teil: Lokalisation der Index-
SNPs(Quelle: maRstabsgetreu nach Ensembl und NCBI, jeweils Build GRCh38)
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5.3 Assoziation der Polymorphismen mit den Leistungen im Wechsler Gedachtnistest -

Revidierte Fassung

Die Assoziation zwischen den untersuchten Markern in der CR1 Region und der
Gedachtnisleistung wurde in der Screeningstichprobe mittels linearer Regression fiir jeden der
funf Gesamt-Indizes der WMS-R bestimmt: Verbales Gedachtnis, Visuelles Gedachtnis,
Allgemeines Gedéichtnis, Aufmerksamkeit/Konzentration und Verzogerte Wiedergabe. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst und werden anschlieBend fiir alle 5

Hauptbereiche gesondert dargestellt.
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Tabelle 7: Nominal signifikante Assoziationen der Index-SNPs in der CR1-Region mit den Indizes
der WMS-R

SNP Al | A2 MAF Gesamt-Indizes Ba1 SE P
(4314882 |T |C |o0o029 | Visuelles 0,604 |0,192 | 0,0017
Gedachtnis

Allgemeines 0,443 | 0,177 | 0,0129
Gedachtnis

rs114467562 | T | C | o0034 | Jerzoserte 0,472 | 0,178 | 0,0081
Wiedergabe
Verbales 0,451 |0,178 |0,0114
Gedachtnis

rs61822964 | G | A | 0097 | Jerzoserte 0273 |0,105 | 0,0098
Wiedergabe

Aufmerksamkeit/

rs186998459 | A T 0,014 .
Konzentration

0,592 0,287 0,0395

é!izr:het':iis 0,415 | 0210 | 0,0492
5116146912 | T | C | 0024 oot
ales 0,625 |0,209 |0,0030
Gedachtnis
(6681449 |G | A | 0188 | Visuelles 0,190 |0,077 |0,0145
Gedachtnis
\V/\Zzs’egf:se 0657 |0323 |0,04285
rs116125277 |C |G | 0,012 Verbalegs
aes 0654 |0323 |0,0435
Gedachtnis
(34775017 |G | c | o045 | Visuelles 0544 |0,158 | 0,0006
Gedachtnis
Allgemeines 0275 |0,125 |0,0284
Gedachtnis
(6540438 | C | A |o00s9 | erzogerte 0338 |0,125 |0,0071
Wiedergabe
Verbales 0343 |0,125 | 0,0063
Gedachtnis
rs6686325 | A |G | 0244 | Verzogerte 0,143 |0,069 |0,0381
Wiedergabe

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = minore Allelfrequenz, Ba1 = Regressionskoeffizient
in Bezug auf A1, SE = Standardfehler, P = p-Wert (signifikante Assoziation: p < 0,05)

5.3.1 Allgemeines Gedachtnis

In der Domane Allgemeines Gedachtnis lagen nominal signifikante Assoziationen mit drei
Varianten vor. Schlechtere Leistungen fanden sich bei Vorliegen des selteneren Allels der SNPs
rs114467562 (T, p =0,013) und rs116146912 (T, p = 0,050). Hinsichtlich des SNPs rs6540438 war

das minore C-Allel mit einer besseren Leistung assoziiert (C, p = 0,028) (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Darstellung der signifikanten Assoziationsergebnisse mit

dem Index Allgemeines

Gedachtnis
SNP BP Al | A2 | MAF Ba1 SE P
rs114467562 | 207674503 T C 0,034 -0,443 0,177 0,013
rs116146912 | 207748388 T C 0,024 -0,415 0,210 0,050
rs6540438 207824438 C A 0,059 0,275 0,125 0,028

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = minore Allelfrequenz, Ba1 = Regressionskoeffizient
in Bezug auf A1, SE = Standardfehler, P = p-Wert

5.3.2 Verbales Gedachtnis

Die Domane Allgemeines Gedachtnis der WMS-R setzt sich zusammen aus den Unterkategorien
Verbales Gedachtnis und Visuelles Gedachtnis. Flr das Verbale Gedachtnis zeigten die drei mit
der Domaéne Allgemeines Gedéachtnis assoziierten SNPs ebenfalls Assoziationen (Tabelle 9). Das
minore T-Allel von rs116146912 (p = 0,003) sowie das ebenfalls seltenere T-Allel von
rs114467562 (p = 0,012) waren mit einer schlechteren Leistung verkniipft, wahrend das minore
Allel C des SNPs rs6540438 (p = 0,006) gehauft bei besseren Leistungen beobachtet wurde.
Dariber hinaus zeigte sich eine Assoziation mit dem SNP rs116125277. Trager des selteneren C-

Allels (p = 0,044) zeigten im verbalen Gedachtnis ebenfalls eine bessere Leistung.

Tabelle 9: Darstellung der signifikanten Assoziationsergebnisse mit dem Index Verbales
Gedachtnis

SNP BP Al | A2 | MAF Ba: SE P

rs114467562 | 207674503 | T |C | 0,034 -0,451 0,178 0,012
rs116146912 | 207748388 | T |C | 0,024 -0,625 0,209 0,003
rs6540438 | 207824438 |C | A | 0,059 0,343 0,125 0,006
rs116125277 | 207790417 |C |G | 0,012 0,654 0,323 0,044

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = minore Allelfrequenz, Ba: = Regressionskoeffizient
in Bezug auf A1, SE = Standardfehler, P = p-Wert

5.3.3 Visuelles Gedéachtnis

Fiir das Visuelle Gedachtnis zeigten sich drei Assoziationen mit SNPs, die bisher in dieser
Untersuchung weder mit dem Allgemeinen Gedachtnis noch mit dem Verbalen Gedachtnis in

Verbindung gebracht worden waren. Dabei waren in Bezug auf die selteneren Allele fir
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rs4314882 (T, p=0,002) schlechtere, flir rs6681449 (G, p =0,015) und rs34775017 (G, p = 0,0007)

im Mittel bessere Leistungen zu beobachten (Tabelle 10).

Tabelle 10: Darstellung der signifikanten Assoziationsergebnisse mit dem Index Visuelles
Gedachtnis

SNP BP Al | A2 | MAF Ba1 SE P
rs4314882 207658025 T c 0,029 -0,604 0,192 0,002
rs6681449 207750354 G A 0,188 0,190 0,077 0,015
rs34775017 | 207824376 G C 0,045 0,544 0,158 0,0007

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = minore Allelfrequenz, Ba: = Regressionskoeffizient
in Bezug auf A1, SE = Standardfehler, P = p-Wert

5.3.4 Verzogerte Wiedergabe

Fiir die Domane Verzogerte Wiedergabe lieBen sich finf Assoziationen mit folgender
Assoziationsrichtung in Bezug auf die seltenere Allele ermitteln: Das G-Allel von rs61822964 (p
= 0,010), das C-Allel von rs116125277 (p = 0,043), das C-Allel von rs6540438 (p = 0,007) sowie
das A-Allel von rs6686325 (p = 0,038) waren mit einer besseren Leistung assoziiert, das T-Allel

von rs114467562 (p = 0,0082) hingegen mit einer schlechteren Leistung (Tabelle 11).

Tabelle 11: Darstellung der signifikanten Assoziationsergebnisse mit dem Index Verzogerte
Wiedergabe

SNP BP Al | A2 | MAF Ba1 SE P

rs114467562 | 207674503 T C 0,034 -0,472 0,178 0,008
rs61822964 | 207675712 G A 0,097 0,273 0,105 0,010
rs116125277 | 207790417 C G 0,012 0,657 0,323 0,043
rs6540438 207824438 C A 0,059 0,338 0,125 0,007
rs6686325 207833357 A G 0,244 0,143 0,069 0,038

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = minore Allelfrequenz, Ba: = Regressionskoeffizient
in Bezug auf A1, SE = Standardfehler, P = p-Wert

Interessanterweise zeigten die SNPs rs6540438 und rs114467562 nicht nur Assoziationen mit
der Verzogerten Wiedergabe, sondern, wie oben erwdhnt, auch mit dem Allgemeinen
Gedachtnis und dem Verbalen Gedachtnis. Zusatzlich konnte fiir SNP rs116125277 neben einem

Zusammenhang mit der Verzogerten Wiedergabe auch eine Assoziation mit dem Verbalen
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Gedachtnis (s.0.) identifiziert werden, wahrend der SNP rs116146912 neben dem Allgemeinen

Gedachtnis auch ein Assoziationssignal fiir das Verbale Gedachtnis zeigte.

5.3.5 Aufmerksamkeit/Konzentration

Die Domane Aufmerksamkeit/Konzentration war lediglich mit einem SNP assoziiert: das A-Allel
von rs186998459 (p = 0,040) war mit einer besseren Leistung in diesem kognitiven Bereich

signifikant verknlpft (Tabelle 12).

Tabelle 12: Darstellung der signifikanten Assoziationsergebnisse mit dem Index
Aufmerksamkeit/Konzentration

SNP BP Al | A2 | MAF Ba1 SE P

rs186998459 | 207698225 A T 0,014 0,592 0,287 0,040

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = minore Allelfrequenz, Ba: = Regressionskoeffizient
in Bezug auf A1, SE = Standardfehler, P = p-Wert

5.4 Replikation der Ergebnisse an der zweiten Stichprobe

Fir alle nominal signifikanten Assoziationen in der Screeningstichprobe sollte ein
Replikationsversuch in der zweiten Stichprobe erfolgen. Die zehn SNPs, die zuvor mittels WMS-
R Assoziationen zur kognitiven Leistung gezeigte hatten, sollten in einer Replikationsstichprobe
mit der CERAD in Assoziation gebracht werden. Da im Rahmen der Genotypisierung der
Replikationsstichprobe eine andere genetische Plattform zur Anwendung kam, konnten nicht
alle vorbeschriebenen SNPs in der zweiten Stichprobe detektiert werden bzw. mussten
entsprechende Proxies ermittelt werden. Flr zwei SNPs (rs114467562 und rs116146912)
konnten keine Proxies ermittelt werden, sodass diese nicht in die Analysen eingingen (Tabelle

13).
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Tabelle 13: Darstellung der signifikant assoziierten SNPs (Stichprobe 1) und deren Proxies
(Stichprobe 2)

SNPsrp1 Alsrp; SNPsrp> Al s, r? D'
rs4314882 T rs78042401 C 0,7 0,96
rs114467562* T

rs61822964 G rs61822963 A 1 1
rs186998459 A rs41274768 A 0,4 1
rs116146912* T

rs6681449 G rs17046851 G 1 1
rs116125277** C rs116125277 C 1 1
rs34775017 G rs115360994 G 0,4 1
rs6540438 C rs41303261 A 1 1
rs6686325 A rs4844614 T 1 1

STP = Stichprobe; Al = minores Allel, r? = r-Quadrat, D' = D-Prime, * kein Proxy vorhanden; **
SNP sowohl in Stichprobe 1 als auch in Stichprobe 2 genotypisiert.

Flr rs61822964, rs116125277, rs34775017 und rs6686325 konnten keine Assoziationen mit der
CERAD berichtet werden. Ebenso gab es fiir keinen der getesteten SNPs eine Assoziation mit den
CERAD Unterskalen TMT A/B, den 15 Items des Boston Naming Test oder der Wortflissigkeit.

Im Folgenden soll deshalb nur auf die verbliebenen vier SNPs und die CERAD-Substests MMST,
verbales Gedachtnis (Wortliste Lernen, Abrufen, Intrusionen, Wiedererkennen) und visuelles

Gedachtnis (Figuren Abzeichnen, Abrufen, Savings) eingegangen werden.

5.4.1 SNP rs4314882 (Proxy: rs78042401, r*=0,70)

Fiir rs4314882 konnte in der Screeningstichprobe eine signifikante Assoziation mit der Doméne
Visuelles Gedachtnis detektiert werden (p = 0,002). Trager des selteneren T-Allels zeigten hierbei
eine schlechtere Leistung.

In der Replikationsstichprobe zeigte sich fiir den Proxy rs78042401 ein signifikanter
Zusammenhang mit dem Untertest Wortliste Wiedererkennen (Diskriminabilitat) (p = 0,007; B =
-3,951) und es ergaben sich fir die visuellen Untertests folgende Assoziationen: Figuren
Abzeichnen: p = 0,065 (B =-0,379), 4 Figuren Abrufen: p = 0,021 (B =-0,867), 5 Figuren Abrufen:
p =0,030 (B =-0,945) und Figuren Savings: p = 0,771 (B = -2,454). Fiir alle Werte zeigten Trager

des minoren C-Allels schlechtere Leistungen. Somit kann von einer indirekten Replikation
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ausgegangen werden, bei der Trager des jeweils selteneren Allels schlechtere Leistungen im

visuellen Gedachtnis zeigten.

5.4.2 SNP rs186998459 (Proxy: rs41274768, r*=0,43)

In der Screeningstichprobe ergab sich flir den SNP rs186998459 eine marginale Assoziation mit
der Domane Aufmerksamkeit/Konzentration (p = 0,040). Trdger des selteneren A-Alleles
lieferten bessere Leistungen.

In der Replikationsstichprobe zeigten fiir den Proxy rs41274768 Trager des ebenfalls selteneren
A-Alleles hingegen schlechtere Leistungen im MMST (p = 0,037, B = -0,273) sowie eine hohere
Anzahl an Intrusionen (p = 0,023, B = 0,389). Dariiber hinaus zeigten Trager des selteneren A-
Alleles schlechtere Leistungen in den CERAD-Untertests zum visuellen Gedachtnis: 4 Figuren
Abrufen (p = 0,022, B =-0,788), 5 Figuren Abrufen (p = 0,020, B = -0,935) und einen Trend mit
dem Wert Figuren Savings (p = 0,083, B =-13,180).

Aufgrund der gegensitzlichen Allel-Assoziationen der beiden mit r? = 0,43 im LD liegenden und
daher nur sehr begrenzt vergleichbaren Variationen zeigt sich zwar keine direkte Replikation,

trotzdem gibt es Assoziationen mit beiden SNPs in beiden Stichproben.

5.4.3  SNP rs6681449 (Proxy: rs17046851, r*= 0,99)

Flir rs6681449 zeigte sich in der Screeningstichprobe eine Assoziation mit der Domane Visuelles
Gedachtnis (p = 0,015), wobei Trager des selteneren G-Allels bessere Leistungen zeigten.

In der Replikationsstichprobe ergab sich fiir den entsprechenden Proxy-SNP rs17046851 eine
Assoziation mit den verbalen Werten der CERAD: Wortliste Lernen (p = 0,019, B =0,490) und ein
Trend mit der Wortliste Abrufen (p = 0,051, B = 0,219). Trager des selteneren G-Allels zeigten
jeweils bessere Leistungen. Damit ergibt sich bezlglich genereller Gedachtnisleistungen jeweils
eine indirekte Replikation. Bei der Screeningstichprobe ist jedoch das visuelle Gedachtnis

betroffen und bei der Replikationsstichprobe das verbale Gedachtnis.

5.4.4 SNP rs6540438 (Proxy: rs41303261, r?=0,98)

Fiir die Domane Allgemeines Gedachtnis zeigte sich in der Screeningstichprobe eine marginale
Signifikanz fiir den SNP rs6540438 (p = 0,028). Trager des selteneren C-Alles zeigten hierbei
bessere Leistungen. Interessanterweise konnten bezliglich dieses Allels auch bessere Leistungen
in den Domanen Verbales Gedéachtnis (p = 0,006) und Verzogerte Wiedergabe (p = 0,007)

festgestellt werden.
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In der Replikationsstichprobe zeigten Trager des selteneren A-Allels bei dem Proxy rs41303261
schlechtere Leistungen im MMST (p = 0,040, B = -0,670) sowie eine erhoéhte Anzahl an
Intrusionen (p = 0,002; B = 0,409). Somit ergeben sich fiir diese Variante zwar Assoziationen in

beiden Stichproben, jedoch keine Replikation der Assoziationsrichtung.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Ergebnisse

Die letzten Jahre hat es in der Genetik der Alzheimer Erkrankung durch genomweite
Assoziationsstudien eine rasante Entwicklung gegeben. In der letzten, grofRten genomweiten
Assoziationsstudie zur Late onset Alzheimer Demenz (LOAD) wurden insgesamt 111326 AD-Fille
und 677663 Kontrollen untersucht. Viele der bereits mehrfach in der Literatur replizierten mit
der LOAD in Zusammenhang stehenden Assoziationsgene konnten auch in dieser genomweiten
Studie bestatigt werden. Innerhalb der bereits bekannten LOCI ergab sich fiir einen SNP
(rs679515) des CR1 Gens die drittbeste Signifikanz von p = 7,2 x 10, OR = 1,13 [1,11 — 1,15]
(Bellenguez et al., 2022). Das CR1 Gen zdhlt somit zu einem der vielversprechendsten Gene bei
der Suche nach den Ursachen der Alzheimer Demenz und einer damit hoffentlich
eingehgehenden Detektion moglicher Behandlungsmoglichkeiten. Da die Entstehung der
Alzheimer Demenz sehr komplex ist und mit hoher Wahrscheinlichkeit durch viele
unterschiedliche, u.a. neurobiologische und genetische Prozesse beeinflusst wird, stellt sich die
Frage, wie spezifisch das CR1 Gen fiir die LOAD ist. Es besteht die Moglichkeit, dass das CR1 Gen
sich nicht nur auf die LOAD auswirkt, sondern generelle, grundlegende Prozesse der Kognition
beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb 380 genetische Varianten der CR1-Region, vertreten
durch 20 Index SNPs, auf ihre Assoziation zu kognitiven Leistungen in einer Kohorte aus der
Allgemeinbevodlkerung (n = 557) untersucht, sowie in einer zweiten unabhangigen Stichprobe (n
= 664) teilweise repliziert. Die kognitive Leistungsfahigkeit der Screening-Kohorte wurde anhand
der Wechsler Memory Scale in ihrer revidierten deutschen Fassung (WMS-R) gemessen, die der
Replikationsstichprobe anhand der erweiterten Testbatterie des Consortium to Establish a
Registry for Alzheimers’ Disease (CERAD-Plus). Die Fragestellung war insbesondere, ob ohne
das Vorliegen einer Alzheimer Demenz bzw. eines Mild Cognitive Impairments (MCI)
Polymorphismen der CR1 Genregion mit kognitiven Leistungen signifikant assoziiert sind und
somit generell eine Assoziation des Gens zur Kognition besteht.

Insgesamt konnten in der Screeningstichprobe signifikante Ergebnisse bezliglich 10 Index-SNPs
und der WMS-R detektiert werden. In der Replikationsstichprobe konnten aufgrund
unterschiedlicher Genotypisierungsplattformen nur 8 der 10 SNPs weiterverfolgt werden.

FUr rs61822964, rs116125277, rs34775017 und rs6686325 konnten keine Assoziation mit der
CERAD berichtet werden. Ebenso gab es fiir keinen der getesteten SNPs Assoziationen mit den

CERAD Unterskalen TMT A/B, Boston Naming Test oder Wortflissigkeit. In der folgenden

64



Diskussion

Diskussion sollen demzufolge zunachst die Hauptergebnisse fiir die verbliebenen vier SNPs
diskutiert werden.

Es konnten indirekte Replikationen fiir zwei der vier SNPs aus der Screeningstichprobe anhand
der Proxy-SNPs aus der Replikationsstichprobe gefunden werden. Trager des seltenen T-Allels
von rs4314882 bzw. des seltenen C-Allels des Proxies rs78042401 (r? = 0,70) zeigten jeweils
schlechtere Leistungen in visuellen Gedachtnisdomanen. Zum anderen zeigten das seltene G-
Allel rs6681449 und das seltene G-Allel seines Proxies rs17046851 (G-Allel; r? = 0,99) beide
Assoziationen zu einer besseren Leistung, jedoch in unterschiedlichen Gedachtnisbereichen
(Kategorie Visuelles Gedachtnis der WMS-R in der Screening- und verbale Gedachtnisaspekte
der CERAD-Plus in der Replikationsstichprobe).

Fiir die Gbrigen beiden SNPs aus der Screeningstichprobe ergaben sich keine Replikationen. Zwar
zeigten sich jeweils Assoziationen zur Gedachtnisleitung, diese waren jedoch gegensatzlich: In
der Screeningstichprobe war das seltene A-Allel von rs186998459 mit einer besseren Leistung
in der Kategorie Aufmerksamkeit/Konzentration assoziiert, wahrend das seltene A-Allel des
Proxy rs41274768 (r*= 0,43) mit schlechteren Leistungen im MMST sowie in visuellen Untertests
assoziiert war. Des Weiteren war in der Screeningstichprobe das seltene C-Allel des SNPs
rs6540438 assoziiert mit besseren Leitungen in den 3 Kategorien Allgemeines Gedachtnis,
Verbales Gedachtnis und Verzogerte Wiedergabe, wahrend das seltene A-Allel des Proxy-SNPs
rs41303261 (r> = 0,98) assoziiert war mit schlechteren Leitungen im MMST sowie héheren
Werten im Bereich Intrusionen, was schlechteren verbalen Gedachtnisleistungen entspricht.

Im Folgenden sollen die vier genannten SNPs naher diskutiert werden.

6.1.1 Rs4314882 (T-Allel)

Das seltene T-Allel des SNPs rs4314882 zeigte in der Screeningstichprobe eine Assoziation zu
einer schlechteren Leistung in der Kategorie Visuelles Gedachtnis der WMS-R (p = 0,002). Dies
lieR sich anhand der Ergebnisse der Replikationsstichprobe indirekt replizieren: die
Assoziationen des seltenen C-Allel des Proxies rs78042401 (r?> = 0,70) wiesen in dieselbe
Richtung. Hier bestand eine Assoziation zu einer schlechteren Leistung in den CERAD-Untertests
Figuren Abzeichnen (p = 0,065), 4 Figuren Abrufen (p =0,021) und 5 Figuren Abrufen (p = 0,030),
welche jeweils visuelle Gedachtnisdomadnen abbilden, sowie den Untertest Wortliste
Wiedererkennen (Diskriminabilitat) (p = 0,007). Somit zeigten in beiden Stichproben Trager des
selteneren Allels eine Assoziation zu einer schlechteren Leistung im Bereich des visuellen

Gedachtnisses.
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Rs4314882 ist bisher nicht in anderen Studien vorbeschrieben, liegt jedoch im LD mit dem SNP
rs4844609 (r? = 0,67). Keenan et al. (2012) beobachteten einen Zusammenhang zwischen der
seltenen Variante von rs4844609 (A-Allel) und einem Abbau des episodischen Gedachtnisses,
welcher in Abhdngigkeit einer Interaktion des SNPs mit APOE-e4 und dabei vermehrt
auftretende AD-typische Neuropathologien zu entstehen scheint (Keenan et al. 2012). Zhu et al.
(2017) stellten einen Zusammenhang zwischen derselben minoren Variante und vermehrten
zerebralen AR-Ablagerungen bei Probanden mit MCl und gesunden Kontrollprobanden fest.
Sowohl das T-Allel von rs4314882 als auch das C-Allel des Proxies rs78042401 (r? = 0,7) stellen
die selteneren Allele dar. Dass beide mit einem schlechteren Abschneiden in den visuellen
Kategorien assoziiert sind, kann auf eine Bestdtigung des Ergebnisses aus der
Screeningstichprobe durch die Replikationsstichprobe gewertet werden.

Rs4314882 liegt in CR2/5'CR1. In den bisherigen groRen GWAS wurde CR2 nicht als AD-
Kandidatengen beschrieben (Bellenguez et al., 2022). Lediglich in einer Studie von Lancour et al.
(2018) zeigte sich eine Assoziation zwischen CR2 und der AD. Sie vermuteten, dass diese auf der
Beeinflussung zerebraler immunologischer Prozesse, ahnlich wie bei CR1, beruhen koénnte
(Lancour et al., 2018). Die Studie von Lancour et al. (2018) beruht auf Gen-Gen-Interaktionen
und der Beeinflussung gemeinsamer biologischer Prozesse durch verschiedene Gene, die mit
der Entstehung einer AD in Zusammenhang stehen konnten. Entsprechend kann nicht deutlich
differenziert werden, ob der Einfluss von CR1 bzw. seinem 5‘-Ende oder direkt von CR2 ausgeht.

Es unterstreicht jedoch ebenfalls den Einfluss der CR1 einschlieRenden Genregion.

6.1.2 Rs6540438 (C-Allel)

In der Screeningstichprobe war das seltene C-Allel des SNPs rs6540438 assoziiert mit besseren
Leitungen in 3 Kategorien der WMS-R: Allgemeines Gedachtnis (p = 0,028), Verbales Gedachtnis
(p = 0,006) und Verzogerte Wiedergabe (p = 0,007). Das seltene A-Allel des Proxy-SNPs
rs41303261 (r?= 0,98) dagegen war assoziiert mit schlechteren Leitungen im MMST (p = 0,040)
sowie hoheren Werten im Bereich Intrusionen (p = 0,002), was schlechteren verbalen
Gedachtnisleistungen entspricht. Somit zeigen beide Stichproben Assoziationen zu
Gedachtnisleistung sowohl in verbalen als auch in allgemeinen Domanen, jedoch sind die
Assoziationsrichtungen gegensatzlich.

Ein Grund hierfir kann darin liegen, dass der MMST, welcher in der CERAD als Summenwert
erhoben wird, die Gedachtnisleistung zu breit abbildet. Eine Starke des MMST liegt in der
Heterogenitat seiner verschiedenen Untertests, wodurch Demenzen sowohl in friihen als auch

in spateren Stadien detektiert werden kénnen, d.h. er bildet einen breiten Messbereich ab (Aebi,
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2002). Die einzelnen Untertests sind je nach Demenzstadium unterschiedlich aussagekraftig. So
bilden die Untertests zu Gedachtnis und Orientierung bereits friihe Stadien ab, der MMST
beinhaltet jedoch auch Tests zum Benennen von Gegenstanden und das Befolgen von
Anweisungen, welche keine Gedachtnisleistung abpriifen und eher spatere Stadien abbilden.
Somit sind einige der Tests also im oberen Leistungsbereich nicht differenzierungsfahig, was sich
auf die Ergebnisse der Assoziation in einer gesunden Stichprobe auswirken kann (Satzger et al.,
2001; Luck et al., 2009). Ferner kann eine weitere Begriindung fir zwischen den Stichproben
divergierende Ergebnisse darin liegen, dass die WMS-R Gedéchtnisleistungen abprift, der
MMST jedoch auch andere kognitive Aspekte (Harting et al., 2000; Satzger et al., 2001).

Rs6540438 ist in CR1L lokalisiert. Die Funktion von CR1L ist beim Menschen bislang nicht
abschlieRend geklart, Gber mogliche regulatorische Eigenschaften des Gens wird spekuliert
(Birmingham und Hebert, 2001). Eine genomweite DNA Methylierungsstudie zeigte, dass CR1L
unterschiedlich zwischen AD und Kontrollen methyliert war (Bahado-Singh et al., 2021).
Rs6540438 liegt in geringem LD mit den in der Publikation von Brouwers et al. (2012)
beschriebenen SNPs rs646817 (LD zu rs6540438: r? = 0,16) und rs1746659 (LD zu rs6540438 r? =
0,16). Brouwers et al. (2012) entdeckten in einer Studie an einem flamischen Kollektiv eine
signifikante Assoziation zwischen dem selteneren G-Allel von rs646817 und dem minoren A-Allel
von rs1746659 und einer erhohten AB1-42-Konzentration im Liquor. Zwar wiirde es hierbei eine
gewisse Kongruenz zu der Assoziation des seltenen A-Allels des Proxy-SNPs rs41303261 (LD zu
rs6540438: r? = 0,98, zu rs646817 und rs1746659: r2 = 0,16) mit schlechteren Leistungen im
MMST und einer erhdéhten Anzahl an Intrusionen in der eigenen Replikationsstichprobe
ergeben, da die Assoziationsrichtung in der Screeningstichprobe jedoch entgegengesetzt war,
und die r>-Werte der LDs sehr gering ausfallen, ist ein moglicher Vergleich zwischen den
Ergebnissen der Studie von Brouwers et al. (2012) und den eigenen Ergebnissen mit Vorsicht zu

betrachten.

6.1.3 Rs6681449 (G-Allel)

In der Screeningstichprobe zeigte sich beziiglich des seltenen G-Allels eine Assoziation zu einer
besseren Leistung in der Kategorie Visuelles Gedachtnis der WMS-R (p = 0,015). Auch in der
Replikationsstichprobe zeigte sich eine Assoziation zwischen dem seltenen Allel des Proxies
rs17046851 (G-Allel; r> = 0,99) und einer besseren Leistung, jedoch in den CERAD-Untertests
Wortliste Lernen (p = 0,019) und Wortliste Abrufen (p = 0,051), welche jeweils verbale
Leistungsaspekte abbilden. Demnach kann von einer indirekten Replikation ausgegangen

werden, die zwar keine eindeutige Assoziation zu einem einzelnen Gedachtnisbereich abbilden
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konnte, jedoch auf einen Zusammenhang zu einer besseren generellen Gedachtnisleistung

hinweisen kann.

Rs6681449 liegt in einem Intron in CR1 und ist bisher in keinen anderen Studien vorbeschrieben
worden. Er liegt im LD mit den SNPs rs11117956 (r? = 0,80) und rs12734030 (r?> = 0,84), welche
Zijlstra et al. (2018) auf Assoziationen zur Kognition in einer Stichprobe aus 5244 ilteren,
gesunden Probanden untersuchten. Rs11117956 und rs12734030 liegen miteinander im LD (r?
= 0,67). Die minoren Allele der beiden genannten SNPs zeigten eine signifikante Assoziation zu
einer veranderten Leistung in den vier erhobenen kognitiven Tests. Rs11117956 (G) und
rs12734030 (T) waren signifikant assoziiert mit einer schlechteren Leistung im Stroop Color-
Word Test (testet Aufmerksamkeit) und mit besseren Leistungen in den Tests MMST (allgemeine
kognitive Testung), Letter-Digit Coding Test (testet Verarbeitungsgeschwindigkeit), Picture-
Word Learning Test (testet verbales Lernen). Zijlstra et al. (2018) zogen den Schluss, dass CR1
nicht nur mit der AD, sondern mit der kognitiven Funktion im hdheren Lebensalter, auch bei
Gesunden, in Verbindung steht (Zijlstra et al., 2018). Die in der Studie gefundenen
Zusammenhdnge weisen teilweise in dieselbe Richtung wie die Ergebnisse unserer
Untersuchungen. Es zeigte sich sowohl bei Zijlstra et al (2018) als auch in unserer
Replikationsstichprobe eine Assoziation zu einer besseren Leistung der Trager des selteneren
Allels in verbalen kognitiven Domanen (Wortliste lernen und abrufen bzw. Picture-Word
Learning Test). Darlber hinaus zeigten bei Zijlstra et al. (2018) Trager der minoren Allele eine
bessere Leistung im MMST. Auch wenn wir keine direkte Assoziation mit dem MMST in unseren
Stichproben finden konnten, scheint dieses Ergebnis kongruent zu unseren Ergebnissen, dass
Trager der minoren Allele sowohl bessere Leistungen im visuellen Gedachtnis (WMS-R) als auch
im verbalen Bereich (Wortliste lernen und abrufen, CERAD) aufwiesen, da sowohl das visuelle

Gedachtnis als auch das verbale Gedachtnis Bestandteil des MMST sind.

Des Weiteren liegt rs6681449 im, wenn auch nur geringen, LD mit den SNPs rs11803956 (r? =
0,33) und rs12034383 (r* = 0,33). Beziiglich rs11803956 (minores T-Allel) und rs12034383 (minor
es G-Allel) entdeckten Brouwers et al. (2012) einen Zusammenhang zu einer erhohten
Konzentration von APi.s; im Liquor bei Probanden mit AD. Bei Zhu et al. (2017) war ein
vermindertes Volumen des Temporallappens assoziiert mit rs12034383 (majores A-Allel), wobei
die groRte Signifikanz bei den Probanden mit MCI gefunden wurde (Zhu et al., 2017). Chung et
al. (2014) wiesen eine signifikante Assoziation zu einer besseren Leistung im MMST mit dem

minoren C-Allel des von rs11803956 (C-Allel) in einer koreanischen Stichprobe mit AD nach.
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Insgesamt kam hiermit festgehalten werden, dass es sowohl bei Chung et al. (2014) als auch bei
Zijlstra et al. (2018) eine Assoziation zu besseren Leistungen im MMST mit dem jeweils minoren
Allel des proxy-SNPs gab und dass wir zwar keine direkte Assoziation mit dem Gesamtwert des
MMST finden konnten, jedoch mit besseren Leistungen in Aspekten des visuellen und verbalen

Gedachtnisses, die beide Bestandteile des MMST sind.

6.1.4 Rs186998459 (A-Allel)

In der Screeningstichprobe war das seltene A-Allel von rs186998459 mit einer besseren Leistung
in der Kategorie Aufmerksamkeit/Konzentration assoziiert (p = 0,039), wahrend das seltene A-
Allel des Proxy rs41274768 (r?= 0,43) mit schlechteren Leistungen im MMST (p = 0,037) sowie
in den visuellen Untertests 4 Figuren Abrufen (p = 0,022), 5 Figuren Abrufen (p = 0,020) und
Figuren Savings (p = 0,083) assoziiert war. Demnach konnte beziglich dieses SNPs keine
Replikation erzielt werden. Es zeigten sich somit in beiden Stichproben Assoziationen zu
Gedachtnisleistungen, jedoch sind diese gegensatzlich und betreffen unterschiedliche
Domaédnen. Es ist jedoch anzumerken, dass aufgrund des geringen LD nur von einer

eingeschrankten Vergleichbarkeit auszugehen ist.

6.1.5 Rs114467562 (T-Allel)

In der Screeningstichprobe war das T-Allel (minor) von rs114467562 signifikant assoziiert mit
schlechteren Leistungen in den WMS-R Untertests Allgemeines Gedachtnis, Verzogerte
Wiedergabe und Verbales Gedachtnis. Da zu diesem SNP in der Replikationsstichprobe kein
Proxy vorlag, konnte keine Replikation erfolgen. Der SNP liegt in einem Clump mit dem in
mehreren Studien vorbeschriebenen SNP rs6656401 (s. Abschnitt 3.6 ,,CR1 und Kognition®).
Chibnik et al. (2011) beobachteten vermehrte zerebralen AR-Ablagerungen im Zusammenhang
mit rs6656401 (A-Allel, minor) (Chibnik et al., 2011).

Cruz-Sanabria et al. (2021) zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer
schlechteren kognitiven Leistung und dem minoren A-Allel (rs6656401), sowohl bei Gesunden
als auch bei Probanden mit MCI.

Pedraza et al. (2014) wiesen beziiglich rs6656401 (A, minor) eine nominal signifikante
Assoziation zu einer schlechteren Leistung im Bereich Logisches Gedachtnis | in einer schwarzen
US-amerikanischen Kohorte, sowohl bei LOAD Fillen als auch bei gesunden Kontrollen nach. Sie
zogen den Schluss, dass AD Risikogene bereits vor der klinischen Diagnose einer AD die

Gedachtnisfunktion messbar beeinflussen kdnnten.
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6.2 Diskussion der Methoden

Laborverfahren

Zur Gewinnung der DNA wurden jedem Studienteilnehmer 7 ml venéses Blut entnommen.
Anhand eines normierten Protokolls des Qiagen DNA Blood Maxi Kits (Qiagen, 2005) wurde die
DNA extrahiert. Die erhaltenen DNA-Losungen wurden auf eine einheitliche Konzentration
eingestellt, um eine fir alle Proben vergleichbare Hochdurchsatzgenotypisierung zu
ermoglichen. Samtliche Schritte wurden von qualifiziertem Personal durchgefiihrt, das sich an
standardisierten Protokollen orientierte, sodass unterschiedliche Probenqualitdten durch
verschiedene Labormitarbeiter minimiert werden konnten. Die Messung der Konzentration und
die anschlieBende erforderliche Verdiinnung erfolgte halbautomatisch durch einen
Pipettierroboter (Janus Automated Workstation), wodurch ebenfalls ein standardisierter
Arbeitsablauf sichergestellt wurde. Fehler in den Laborverfahren konnten auf diese Weise
minimiert werden. Um mangelhafte Datensatze, die inkorrekte Assoziationsriickschliisse zur

Folge hatten, zu vermeiden, sind strenge Qualitatskontrollen notwendig.

Qualitdtskontrolle

Die Genotypisierung erfolgte auf SNP Chips, die Imputation der Screeningstichprobe wurde in
sechs Chargen durchgefiihrt, fiir die Replikation wurde auf direkt bestimmte SNPs
zurlickgegriffen. Samtliche Schritte wurden standardisiert von qualifiziertem Laborpersonal
bzw. von qualifizierten Statistikern durchgefiihrt. Fehlerhafte Verfahrensablaufe und
Probenkontamination konnten so minimiert werden. Um Fehler in den Assoziationsanalysen zu
vermeiden, erfolgte der Ein- bzw. Ausschluss der Probanden anhand sorgfiltiger
Qualitatskontrollen mittels der Software PLINK 1.9 (Chang et al., 2015).

Allelfrequenzen kdnnen zum einen durch Einschluss von Probanden abweichender Ethnizitaten,
zum anderen durch den Einschluss erst- und zweitgradiger Verwandter oder Duplikate verfalscht
werden. Somit waren die erhobenen Daten nicht reprasentativ fir eine bestimmte Population.
Um dies zu vermeiden, erfolgten Hauptkomponentenanalysen mittels EIGENSTRAT (Price et al.
2006). Der Schwellenwert fir Verwandtschaft wurde als 1t < 0,2 definiert.

Um trotz qualifizierten Laborpersonals mogliche Kontamination der Proben auszuschliel3en,
wurden starke Abweichungen der heterozygoten Genotypen der autosomalen und X-
chromosomalen Marker vom Mittelwert ermittelt. Dies wurde als moégliche Verunreinigung
gewertet, woraufhin die Probe ausgeschlossen wurde. Der Schwellenwert fir die

Heterozygotenfrequenz |Fnet| lag bei 2 0,2.

Um Typisierungsfehler zu vermeiden, gab es ebenfalls strenge Kriterien fir den Einschluss von
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SNPs. Dies waren die SNP call rate mit einem Schwellenwert von > 96-99 %, Analysen auf
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) und die Ermittlung der Minor-
Allelfrequenz (MAF). Die Schwellenwerte lagen hier fiir das HWE bei den Kontrollen bei p < 10®
und bei den Fillen bei p < 10, und fir die MAF bei beiden Gruppen bei > 1%.

Die Datensatze wurden nach pre-phasing auf das 1000 Genomes Referenzsample (Phase 1
Version 3) imputiert mittels der Software IMPUTE2 (Howie et al., 2009; Howie et al., 2011). Im
Anschluss wurden die sechs Chargen zu einem grofRen Datensatz kombiniert. Auch hier galten
eine Abweichung von INFO < 0,6 und MAF < 0,01 als Ausschlusskriterium, auBerdem ein
Abweichen der MAF der Marker zwischen den Datensdtzen um mehr als 0,1. Ebenfalls wurden
im kombinierten Datensatz und auf den einzelnen Chips Analysen auf Verwandtschaft,

Abweichungen von der Heterozygotenfrequenz und Populationsstratifikation durchgefihrt.

Lokalisation der Index-SNPs

Samtliche SNPs, die signifikante Assoziationen zur Gedachtnisleistung zeigten, lagen in nicht-
kodierenden Bereichen. Veranderungen in kodierenden Bereichen koénnen direkt zu
fehlerhaften oder fehlenden Genprodukten und somit z. B. zur Entstehung von Krankheiten
flihren (Rose, 2018). Aber auch in nicht-kodierenden Bereichen lokalisierte SNPs kbnnen Effekte
auf die Genexpression und -regulation austiben. Zum einen kdnnen sie Einfluss auf das SpleiRen
der mRNA nehmen bzw. zu alternativem SpleiBen fiihren, woraus verdnderte Proteine
resultieren kdnnen (Pan et al.,, 2008). Auch beeinflussen Introns den Transport und die
Transkription der mRNA (Chorev und Carmel, 2012), sodass in Genen, die eine hohere Anzahl an
Introns besitzen, die Genexpressionsrate héher zu sein scheint als in Genen mit einer geringeren
Zahl an Introns (Shabalina et al., 2010). Des Weiteren scheinen Introns am nonsense-mediated
decay beteiligt zu sein. Dies bedeutet, dass mRNA mit fehlerhaften, vorzeitigen Stop-Codons,
eliminiert wird (Chorev und Carmel, 2012). Studien zeigten, dass Introns unabhangig von
Promotoren eine Transkription initiieren kénnen (Rose, 2018). Dariiber hinaus besteht die
Moglichkeit, dass die Assoziation eines nichtkodierenden SNPs daraus resultiert, dass er in
hohem LD mit einer funktionellen Variante liegt (Jo und Choi, 2015). Um genauere Aussagen
darliber zu treffen, ob und welche der Mechanismen jeweils fiir die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten SNPs zutreffen, missen weiterfiihrende Studien angeschlossen werden. Denkbar
waren genetische Replikationsstudien mit gréReren Studienkollektiven, in denen die entdeckten
Assoziationen noch einmal eingehend Uberprift werden. Auch die Untersuchung der
funktionellen Relevanz der einzelnen SNPs ware von Bedeutung. Die in dieser Studie erhobenen

Daten kénnen lediglich als Hinweise auf eventuelle Zusammenhange gewertet werden.
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Einschlusskriterien der Screeningstichprobe

Die Gruppe der Probanden der Screeningstichprobe bestand aus zufallig ausgewahlten nicht
verwandten, deutschstammigen Personen aus der Miinchener Allgemeinbevoélkerung. Vor
Studienbeginn wurden mogliche psychiatrische und neurologische Vorerkrankungen sowie
Alkohol-, Drogen- oder Medikamentenmissbrauch, Suizidalitat sowohl bei den Probanden als
auch bei ihren Angehdrigen bis ersten Grades, ausgeschlossen. Dies erfolgte detailliert anhand
des SKID | und —Il, sodass sowohl Achse-I- (psychische Storungen) als auch Achse-II-Stérungen
(Personlichkeitsstorungen) bei den Studienteilnehmern sicher eruiert werden konnten (First et
al., 1996; First et al., 1997). Belastende Lebensereignisse und deren Auswirkungen auf das Leben
und die Gesundheit der Probanden wurde anhand des Leipziger Ereignis- und
Belastungsinventars (LEBI) (Richter und Guthke, 1996) ermittelt. Die psychische Verfassung der
biologischen Angehorigen wurde mit Hilfe des Family History Assessment Module (Rice et al.,
1995) erfasst. Da samtliche Beurteilungen auf Grundlage von Befragungen stattfanden, sind
fehlerhafte Studieneinschliisse durch Falschantworten, z. B. durch mangelnde Information (iber
den Gesundheitsstatus von Angehorigen, nicht ganzlich auszuschlieBen. Ein weiteres
Ausschlusskriterium fir die Studienteilnahme war eine erreichte Punktzahl von weniger als 27
von 30 Punkten im MMST. Dies war von groRer Bedeutung, da sowohl bereits bestehende
Demenzen als auch weitere Erkrankungen, die sich haufig negativ auf die kognitive Leistung
auswirken konnen, die Studienergebnisse beeinflusst hatten. Um aussagekraftige Resultate zu
erzielen, mussten diese Faktoren daher sicher ausgeschlossen werden.

Das Studienkollektiv ist in genetischer Hinsicht als reprasentativ fir die europaische
Allgemeinbevolkerung anzusehen. Dies zeigt ein Vergleich der Effektallelfrequenzen der
Studienpopulation mit der der europdischen Population des 1000 Genomes Projects Phase 3

(Tabelle 14).
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Tabelle 14: Vergleich der Allelfrequenzen der nominal signifikant assoziierten SNPs des
Screeningkollektivs mit der europaischen Population des 1000 Genomes Projects Phase 3

SNP Effektallel Frequenz Screening II;;’e;:e‘: :Et(:g(;ac-;enames Project
rs4314882 T 0,030 0,024
rs114467562 | T 0,034 0,021
rs61822964 A 0,903 0,929
rs186998459 A 0,014 0,015
rs116146912 | T 0,025 0,020
rs6681449 A 0,812 0,817
rs116125277 C 0,013 0,045
rs34775017 C 0,955 0,952
rs6540438 A 0,941 0,952
rs6686325 A 0,244 0,277

Einschlusskriterien der Replikationsstichprobe

Die Replikationsstichprobe bestand aus zufallig ausgewahlten deutschstammigen Probanden
aus der Allgemeinbevolkerung von Halle (Saale). Es erfolgte die Erhebung strukturierter
psychopathologischer Skalen und eine ausfiihrliche neuropsychologische Testung sowie eine
korperliche und neurologische Untersuchung. Hinsichtlich der kognitiven Testung kam u.a. die
CERAD-Plus (Memory Clinic, 2009) zum Einsatz, wobei Probanden mit weniger als 27 im MMST
erreichten Punkten aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Mogliche friihere oder aktuelle
neuropsychiatrische Symptome wurden mittels des Mini International Neuropsychiatric
Interview (Ackenheil et al., 1999) erhoben, welches psychiatrische Stérungen auf Grundlage des
DSM-IV und des ICD 10 erfasst. Auch in diesem Kollektiv sind fehlerhafte Studieneinschliisse
durch Falschantworten nicht vollstdandig auszuschlieRen.

Dieses Probandenkollektiv kann ebenfalls hinsichtlich der genetischen Allelfrequenzen als

reprasentativ fur die europaische Allgemeinbevdlkerung angesehen werden (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Vergleich der Allelfrequenzen der Proxy SNPs des SReplikationskollektivs mit der
europaischen Population des 1000 Genomes Projects Phase 3

SNP Effektallel Frequenz Replikation ;Ze:;;e; :Etegz:;enomes Project
rs78042401 C 0,025 0,030
rs61822963 A 0,094 0,091
rs41274768 A 0,031 0,021
rs17046851 G 0,194 0,193
rs116125277 C 0,019 0,023
rs115360994 G 0,025 0,028
rs41303261 A 0,051 0,049
rs4844614 T 0,252 0,245
Ethnische Herkunft

Die AD weist zwischen verschiedenen Ethnien eine unterschiedlich hohe Pravalenz auf (Prince
et al., 2015). Auch die Verteilung der verschiedenen CR1-Isoformen variiert je nach ethnischer
Zugehorigkeit (Zhu et al., 2015). Aus diesen Griinden mussten die Studienteilnehmer, um valide
Studienergebnisse erlangen zu kénnen, beziiglich ihrer ethnischen Herkunft eine maoglichst
homogene Gruppe darstellen. Daher wurden in die beiden Studienkollektive nur Probanden
aufgenommen, die kaukasischer Abstammung waren. Die Ergebnisse sind daher nicht auf
andere Populationen projizierbar. Um Aussagen iber die Auswirkung verschiedener SNPs in der
CR1-Genregion auf andere Bevolkerungsgruppen treffen zu koénnen, missten die

Untersuchungen in gréBerem Rahmen mit weiteren ethnischen Gruppen wiederholt werden.

Geschlechts- und Altersverteilung der Stichproben

Frauen erkranken in Europa laut Statistik haufiger an der AD als Manner. Dies wird zum einen
der hoheren Lebenserwartung von Frauen zugeschrieben, da die Wahrscheinlichkeit, an einer
Demenz zu erkranken, mit dem Lebensalter ansteigt (Alzheimer Europe, 2013; Mielke et al.,
2014). Weitere Einflussfaktoren wie eine hohere ,kognitive Reserve” bei Mannern, bedingt
durch einen hoheren Bildungsgrad gegeniiber Frauen in der entsprechenden Generation,
geboren in der ersten Hilfte des 20. Jhd., werden diskutiert (Mielke et al., 2014). Die
Geschlechterverteilung im Screeningkollektiv war mit einem Anteil von 49,19 % weiblichen und
50,81 % mannlichen Teilnehmern ausgeglichen. Der Altersdurchschnitt der Probanden lag im
Mittel bei 50,64 Jahren. Dieser liegt deutlich unterhalb des durchschnittlichen Erkrankungsalters

einer LOAD, welches per Definition mit 65 Jahren beginnt, seine héchste Pravalenz aber jenseits
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des 80. Lebensjahres hat und mit 90-95 % die haufigste Form der AD ausmacht (Cacace et al.,
2016). In der Replikationsstichprobe lag der Anteil der weiblichen Teilnehmer bei 58,67 % und
der der mannlichen Teilnehmer bei 41,33 %. Der Altersdurchschnitt der Probanden war mit
68,81 Jahren deutlich hoher als der der ersten Stichprobe und somit knapp oberhalb des
durchschnittlichen Erkrankungsalters einer LOAD. Dies ist von Relevanz, um den Einfluss von
Polymorphismen im CR1-, d. h. einem Alzheimer-Kandidatengen, auf die Gedachtnisleistung

einer gesunden Stichprobe valide untersuchen zu kdnnen.

Stichprobengréfie

Die Aussagekraft einer Studie wird maRgeblich durch ihre Teststarke oder statistische power
bestimmt. Diese gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine Alternativhypothese
korrekterweise angenommen wird und ist u. a. abhangig von der StichprobengrofRe und der
Effektstarke (Schulz und Grimes, 2005). Je groRer die Stichprobe ist, desto grofer ist die
Wahrscheinlichkeit, assoziierte Varianten aufzudecken. In genetischen Assoziationsstudien, die
sich mit haufig vorkommenden Varianten befassen, sollte dieses Kollektiv im Idealfall
mindestens einige tausend Probanden umfassen (Colhoun et al., 2003). Das in der vorliegenden
Studie untersuchte Kollektiv umfasste 557 Probanden in der ersten und 664 Probanden in der
zweiten Stichprobe. Die Probanden wurden anhand strenger Ein- und Ausschlusskriterien in die
Studie eingeschlossen, sodass homogene Stichproben untersucht werden konnten. Dies ist bei
einem derartigen Studienansatz zur Generierung aussagekraftiger Ergebnisse von groRer
Bedeutung. Folgende Studien mit grofReren Teilnehmerzahlen waren dennoch zwingend
erforderlich, um mogliche Effekte eindeutiger darstellen zu kdnnen und um die in dieser Studie

erzielten Ergebnisse zu replizieren.

Testverfahren

Die kognitive Leistungsfahigkeit der Probanden der Screeningstichprobe wurde anhand der
Wechsler Memory Scale — Revised Version (WMS-R) in ihrer deutschen Adaptation (Harting et
al., 2000) gemessen Diese besteht aus einer Batterie von 13 Untertests, aus denen sich die funf
Gesamt-Indizes Verbales Gedachtnis, Visuelles Gedachtnis, Allgemeines Gedachtnis,
Aufmerksamkeit/Konzentration und Verzogerte Wiedergabe ergeben.

Die WMS-R wird als Einzeluntersuchung durchgefiihrt und wurde durch Mitarbeiter geleitet, die
im Vorfeld eingehend geschult wurden, um ein standardisiertes Vorgehen sicherzustellen.
Sowohl die Ablaufe als auch die Auswertung der Ergebnisse anhand des zugehorigen
Handbuches wurden mehrfach geprobt und durch die Studienleitung Gberpriift. Trotz eines
derart standardisierten Vorgehens kdnnen individuell unterschiedliche Bewertungen von
Testergebnissen, die einen gewissen subjektiven Ermessensspielraum zulassen, jedoch nie ganz
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ausgeschlossen werden. Wechsler (1987) beschreibt eine Interrater-Reliabilitdt fir die
Unterkategorie Logisches Gedachtnis von 0,99 und fiir das Visuelle Gedachtnis von 0,97. Fiir die
Ubrigen Testdomadnen wurde diese nicht bestimmt, da die Autoren der WMS-R deren
Auswertung aufgrund der deutlich geringeren Antwortvielfalt fiir weniger komplex hielten
(Wechsler, 1987). Es kann also insgesamt von einem hohen MaR an Interpretationsobjektivitat
ausgegangen werden. Um tageszeitliche Schwankungen der geistigen Leistungsfahigkeit der
Probanden auszuschlielen, fanden die Testungen moglichst vormittags statt. Hier sind
interindividuell unterschiedliche Leistungskurven jedoch nicht bericksichtigt. Darliber hinaus
konnen die Testleistungen der Probanden durch unterschiedliche Copingstrategien in
Prifungssituationen negativ beeinflusst sein. Die WMS-R ist normiert fiir einen Altersbereich
von 16 bis 75 Jahren, welcher vom Probandenkollektiv eingehalten wurde.

Die kognitive Leistungsfahigkeit der Replikationsstichprobe wurde gemessen anhand der
CERAD-Plus. Diese stellt eine standardisierte Testbatterie zur Diagnostik einer Alzheimer
Demenz dar, welche die fiir diese Erkrankung typischen Defizite in den Bereichen Gedachtnis,
Sprache, Praxie und Orientierung abbildet und fir die in Studien eine gute Reliabilitat, Validitat
und Auswertungsobjektivitdt nachgewiesen werden konnte (Morris et al., 1988; Morris et al.,
1989; Satzger et al., 2001; Aebi, 2002; Memory Clinic Basel, 2005). Sie wird als
Einzeluntersuchung erhoben, welche nach einheitlichen Standards durchgefiihrt wurde. Wie
oben bei der WMS-R beschrieben, sind auch hier Einfliisse durch interindividuelle tageszeitliche
Leistungsschwankungen und Copingstrategien nicht vollstandig auszuschlieBen. Die CERAD-
Testbatterie ist normiert flr einen Altersbereich von 49 bis 92 Jahren, der Plus-Teil fur einen

Altersbereich von 55 bis 88 Jahren, was dem Probandenkollektiv entspricht.

Limitationen

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine explorative Studie, deren nominal
signifikante Ergebnisse in einer unabhangigen Stichprobe Uberpriift werden sollten, sodass in
der Screeningstichprobe auf eine Korrektur fir multiples Testen der 20 Index SNPs verzichtet
wurde. Als Limitation muss jedoch angefiihrt werden, dass in der Replikation aufgrund
unterschiedlicher Genotypisierungsmethoden nur im LD liegende Variationen bestimmt werden
konnten, sowie eine andere Testmethode fiir die kognitive Leistungserfassung verwendet

wurde, sodass die Ergebnisse nur bedingt vergleichbar waren.

Ausblick

Zuklnftige Studien sollten demzufolge grofRere Stichproben mit einheitlichen Testverfahren
innerhalb moéglicher Substichproben umfassen. Dariber hinaus ware es wiinschenswert, wenn
direkt genomweite Sequenzierdaten mit kognitiven Phanotypen in Zusammenhang gebracht
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werden kdnnten, um die Unsicherheiten durch Proxies und ungeniigende LD-Abdeckung zu
umgehen. Auch sollten mogliche Zusammenhange mit der Kognition nicht nur in der
Allgemeinbevélkerung ohne Risiko fliir LOAD oder EOAD untersucht werden, sondern auch in
Stichproben anderer Demenzformen und anderer neuropsychiatrischer Erkrankungen.
Schlussendlich sollten signifikant erworbene SNPs auf Funktionalitat getestet und weiterverfolgt

werden.
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7  Abkiirzungsverzeichnis

3MS modifizierter Mini Mental Status Test

AA Alzheimer's Association

AD Demenz bei Alzheimer-Krankheit

ANOVA univariate Varianzanalyse

APOE Apolipoprotein E

APP Amyloid Precursor Protein

AS Aminosaure

AB B-Amyloid

BNT Boston Naming Test

CAA zerebrale Amyloid Angiopathie

ccp complement control protein

cCT kraniale Computertomographie

CD46P1 CD46 molecule pseudogene 1

CDCA4P3 cell division cycle associated 4 pseudogene 3

CERAD Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease

CERAD-NP neuropsychologische Testbatterie des Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer's Disease

CERAD-Plus erweiterte neuropsychologische Testbatterie des Consortium to Establish a
Registry for Alzheimer's Disease

cMRT kraniale Magnetresonanztomographie

CR1 Komplementrezeptor 1

CR1L Komplementrezeptor-1-like

CR2 Komplementrezeptor 2

Crry CR1-related protein Y

DAA decay-accelerating activity

DAF decay-accelerating factor

DSM-IV Diagnostisches und Statistisches Manual psychischer Stoérungen, vierte
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Fhet Heterozygotenfrequenz

GHCI Guanidinhydrochlorid

GWAS genomweite Assoziationsstudien

H high

HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

L low

LCR low copy repeat

LD Linkage Disequilibrium

LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar
LHR long homologous repeat

lincRNA long intergenic non-coding RNA
LOAD late-onset Alzheimer’s disease

MAF Minorallelfrequenz

MAK Membranangriffskomplex

MCI Mild cognitive impairment

MCP membrane cofactor of proteolysis
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex
MMST Mini-Mental-Status-Test

NFT neurofibrillary tangles

NIA National Institute on Aging

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

(0N oxidativer Stress

PGC Psychiatric GWAS Consortium

PMN polymorphkernige Leukozyten

RCA regulators of complement activation
RFPL Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
RISC RNA-induced silencing complex
ROS reaktive Sauerstoffspezies

S slow

SCR short consensus repeat

sCR1 [6slicher Komplementrezeptor 1
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TMT A/B Trail Making Test A/B
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WAIS-IV Wechsler Adult Intelligence Scale — Fourth Edition
WST Wortschatztest

WMS-R Wechsler Memory Scale - Revised
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