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Zusammenfassung 

Die Alzheimer-Demenz ist eine schwerwiegende psychiatrische Erkrankung, die aufgrund 

steigender Lebenserwartung immer mehr Menschen weltweit betrifft. Obwohl bereits eine 

Vielzahl der pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung verstanden ist, gibt es derzeit 

keine Medikamente, die die Erkrankung heilen oder das Fortschreiten der Alzheimer-Demenz 

aufhalten können. Die Genregion um die Gene „Tanslocase of outer mitochondrial membrane 

40“ (TOMM40) und Apolipoprotein E (APOE) wurde mehrfach durch genomweite 

Assoziationsstudien mit der späten Form der Alzheimer-Demenz sowie generell mit kognitiver 

Leistung assoziiert.  

In der vorliegenden Studie wurden 558 Probanden einer gesunden Screeningstichprobe dem 

Trail Making Test (TMT) unterzogen, welcher insbesondere die Exekutivfunktionen misst. Es 

wurden gesunde Probanden untersucht, um herauszufinden, ob ohne das Vorliegen einer 

Alzheimer-Demenz Polymorphismen des Gens TOMM40 mit Ergebnissen des TMT nominal 

signifikant assoziiert sind und somit generell eine Assoziation des Gens zu kognitiven Leistungen 

besteht. Signifikante Ergebnisse wurden anschließend an einer Replikationsstichprobe von 617 

gesunden Probanden repliziert.  

Von den 113 untersuchten Variationen der TOMM40-APOE-Genregion zeigten sich 39 nominal 

signifikant mit den Ergebnissen des TMT assoziiert. Davon wurden diejenigen SNPs betrachtet, 

die unabhängig vom Kopplungsungleichgewicht waren (Index-SNPs). Im TMT-A waren 2 Index-

SNPs nominal signifikant assoziiert, die Assoziation dieser Polymorphismen zeigte sich jedoch 

nicht vom APOE ε4-Allel unabhängig. In der Replikations-Gesamtstichprobe zeigte sich keine 

signifikante Assoziation zu den TMT-A-Ergebnissen, allerdings konnte in der Subgruppe der 

Männer über einen Proxy-SNP die Assoziation des Index-SNPs rs76692773 zum TMT-A als Trend 

repliziert werden. Im TMT-B zeigten sich 5 Index-SNPs nominal signifikant assoziiert. Davon 

zeigten 4 Index-SNPs eine von APOE ε4 unabhängige Assoziation. Zwei Polymorphismen 

(rs769449 und rs76692773) hielten multiplem Testen stand. Der Index-SNP rs769449 zeigte 

auch in der Replikationsstichprobe eine nominal signifikante Assoziation und in der Subgruppe 

der Frauen einen Trend zu einer Assoziation zu den TMT-B-Ergebnissen. 

Es wurde somit eine Assoziation zwischen SNPs der TOMM40-APOE-Genregion und kognitiven 

Leistungen, wie den im TMT gemessenen Exekutivfunktionen, beobachtet. Inwiefern diese 

Assoziation einen Einfluss auf die Entwicklung einer kognitiven Verschlechterung im Sinne einer 

Alzheimer-Demenz hat, sollte Gegenstand zukünftiger Forschung sein. 
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Abstract (English) 

Alzheimer`s dementia is a severe psychiatric disorder, affecting an increasing amount of people 

worldwide, as life expectancies rise. Even though we understand a multitude of 

pathophysiological mechanisms, there is still no effective treatment that could cure, or slow the 

process of Alzheimer’s dementia. Various genome-wide association studies found regions 

around the genes „Tanslocase of outer mitochondrial membrane 40“ (TOMM40) and 

Apolipoproteine E (APOE) to be associated with both late-onset Alzheimer’s disease and 

cognitive performance.  

This study assessed 558 subjects of a healthy screening sample on the Trail Making Test (TMT), 

known to represent the executive function performance. We examined healthy subjects to 

ascertain wether TOMM40 polymorphisms were significantly associated with TMT performance 

even in the absence of Alzheimer’s dementia. Significant results were replicated on a sample of 

617 healthy subjects. This could reveal a general association between TOMM40 and cognitive 

performance.  

39 of the assessed 113 polymorphisms of the TOMM40-APOE- gene region showed nominally 

significant associations to cognitive performance in the TMT. We then focussed on the linkage 

disequilibrium (LD) of independent Index-SNPs. In the TMT-A, 2 Index-SNPs showed nominally 

significance but did not withstand the correction for APOE ε4 allele. The replication showed no 

significant association to TMT-A results, excluding a subgroup of men who showed a trend to 

TMT-A results for the Index-SNP rs76692773 via a proxy SNP. With the TMT-B, 5 Index-SNPs 

showed nominally significant association. 4 of those proved to be independent of APOE ε4 allele. 

Two polymorphisms (rs769449 and rs76692773) withstood testing multiples. When replicated 

Index-SNP rs769449 showed nominally significant association to TMT-B results for the entire 

sample and a trend to significant association in the subgroup of women to TMT-B results. 

An association between SNPs of the TOMM40-APOE- gene region and cognitive performance 

like the executive function performance tested via TMT was observed. Future studies should 

emphasize on how this association influences the development of cognitive impairment typical 

for Alzheimer’s disease.
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Abkürzungsverzeichnis 
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WAIS-IV Wechsler Adult Intelligence Scale, 4. Auflage 
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1. Einleitung 

1.1 Alzheimer-Demenz 

1.1.1 Überblick 

Demenz ist ein Syndrom, welches kognitiven Abbau und den Verlust bestimmter Fähigkeiten 

aufweist und über das normale Altern hinausgeht. Mit ca. 60-70 % der Fälle ist die 

Alzheimer-Demenz (AD) die vorrangige Form der Demenz (WHO, 2022). Erkrankte zeigen 

kognitive Beeinträchtigungen, die vor allem das Gedächtnis, aber auch Orientierung, Sprache, 

Aufmerksamkeit und Exekutivfunktionen betreffen. Daneben zeigen Betroffene emotionale 

Instabilität und eine zunehmend eingeschränkte Alltagsfähigkeit (McKhann et al., 1984). In den 

verschiedenen Stadien der AD sind die Defizite unterschiedlich ausgeprägt. So wird die AD 

mittlerweile als ein Kontinuum betrachtet, welches sich aus einer präklinischen Phase heraus 

über eine Phase der leichten kognitiven Beeinträchtigung (MCI: engl. Mild Cognitive Impairment) 

hin zu einer vollständig ausgeprägten AD entwickelt (Villemagne et al., 2013). Derzeit gibt es 

keine Heilung, nur wenige symptomatisch wirkende Präparate sind zugelassen. Es wird an 

therapeutischen Kombinationsmöglichkeiten geforscht, um der Komplexität der Erkrankung zu 

begegnen (Übersicht in Cummings et al., 2019).  

 

1.1.2 Diagnosekriterien 

Die Alzheimer-Demenz (AD) wird anhand ihrer kognitiven Beeinträchtigungen klinisch 

diagnostiziert. Dies wird durch Liquorpunktion und bildgebende Verfahren ergänzt. Die 

Diagnosestellung der AD kann jedoch schwierig sein und unterschiedliche Testverfahren können 

zu divergierenden Ergebnissen führen (Dolci et al., 2017).  

Dem National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke/ Alzheimer’s 

Disease and Related Disorders Association (NINCDS/ADRDA), zusammengefasst von McKhann et 

al. (1984), zufolge wird eine AD für wahrscheinlich gehalten, wenn sich bei der klinischen 

Untersuchung und bei psychologischen Tests eine Demenz abzeichnet, wenn sich zudem in 

mindestens zwei kognitiven Bereichen Beeinträchtigungen zeigen und sich das Gedächtnis des 

Betroffenen zunehmend verschlechtert. Es darf keine Bewusstseinstrübung vorliegen, der 

Ausbruch der Krankheit muss im Alter zwischen 40 und 90 Jahren erfolgen (meist bei ca. 65 

Jahren) und es dürfen keine anderen körperlichen oder psychischen Erkrankungen vorliegen, die 

die Symptomatik ebenso erklären könnten (vgl. McKhann et al., 1984: S. 940, Table 1). Zusätzlich 

können die Betroffenen Verhaltensauffälligkeiten zeigen und in ihren Alltagsaktivitäten 
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eingeschränkt sein. Die sichere Diagnose kann nur post mortem mittels einer pathologischen 

Untersuchung des Gehirns gestellt werden. Ergänzend fügten die Arbeitsgruppen des National 

Institute on Aging (NIA) und der Alzheimer’s Association (AA), berichtet durch McKhann et al. 

(2011), folgende Punkte hinzu: ein schleichender Ausbruch der Symptome und eine subjektiv 

oder durch Fremdanamnese ermittelte kognitive Verschlechterung, welche entweder den 

amnestischen Defiziten oder den nicht-amnestischen Defiziten angehört. Die meist 

auftretenden amnestischen Defizite bezeichnen das Gedächtnis betreffende 

Verschlechterungen, besonders beeinträchtigtes Lernen und Wiedergeben neuer 

Informationen. Nicht-amnestische Defizite sind das Gedächtnis nicht betreffende 

Beeinträchtigungen, die in drei Kategorien unterteilt werden: 1. Defizite der Kategorie 

Sprachstörungen, 2. Defizite der Kategorie räumlich-visuelle Wahrnehmung, u. a. 

verschlechterte Objekt- und Gesichtserkennung oder Alexie (Verlust der Lesefähigkeit), 3. 

Defizite der Kategorie Exekutivfunktionen, vor allem betreffend logisches Denken, 

Urteilsvermögen und Fähigkeit zur Problemlösung. Zum Teil werden Subtypen diskutiert, welche 

besonders in einer dieser Kategorien Defizite zeigen, wie z. B. der dysexekutive Subtyp (Crane 

et al., 2017).  

 

1.1.3 Ätiologie 

Definition aus dem ICD-10-Katalog: F00.0* - Demenz bei Alzheimer-Krankheit:  

„Die Alzheimer-Krankheit ist eine primär degenerative zerebrale Krankheit mit unbekannter 

Ätiologie und charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen Merkmalen. Sie 

beginnt meist schleichend und entwickelt sich langsam aber stetig über einen Zeitraum von 

mehreren Jahren.“ (Krollner und Krollner, 2021)  

Eine Vielzahl verschiedener Risikofaktoren wurde im Zusammenhang mit der AD identifiziert 

(Übersicht in Armstrong, 2019). Ein genetischer Risikofaktor ist beispielsweise die Trisomie 21, 

sodass Menschen mit Down Syndrom mit hoher Wahrscheinlichkeit die früh auftretende Form 

der AD (Early-Onset Alzheimer’s Disease, kurz EOAD) entwickeln (Sekijima et al., 1998). Die spät 

ausbrechende Form der AD (Late-Onset Alzheimer’s Disease, kurz LOAD) wurde insbesondere 

mit höherem Alter (Kukull et al., 2002), sowie mit dem Vorliegen des ε4-Allels des Gens APOE 

(Apolipoprotein E) assoziiert (Corder et al., 1993; Yu et al., 2017b). Frauen scheinen evtl. 

aufgrund hormoneller Veränderungen während der Menopause ein höheres LOAD-Risiko zu 

haben als Männer (Mosconi et al., 2017). Einen positiven Effekt auf die kognitiven Fähigkeiten 

zeigten die Gegenmaßnahmen sportliche Betätigung (Podewils et al., 2005; Morris et al., 2017; 
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Sobol et al., 2018), Ernährungsumstellung (Nolan et al., 2018) sowie kognitives Training (Emsaki 

et al., 2017), insbesondere in Kombination (Rosenberg et al., 2018). 

 

1.1.4 Epidemiologie und Verlauf 

In Deutschland leben etwa 1,6 Millionen Menschen mit Demenz, davon die meisten mit der 

LOAD (Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V., 2020b). Im Jahr 2018 lag die Prävalenz in 

Deutschland bei 1.585.166 AD-Erkrankten (Bintener et al., 2019). Weltweit leiden 

schätzungsweise 50 Millionen Menschen an Demenz, davon mindestens 60-70 % an AD, bis zum 

Jahr 2050 könnten es bis zu 152 Millionen demenziell erkrankte Menschen werden (WHO, 2022).  

Die Erkrankung wird nach ihrem Krankheitsbeginn in 2 Subtypen eingeteilt: die sogenannte 

Early-Onset Alzheimer’s Disease (EOAD), die frühe Form der Alzheimer-Demenz (AD), welche vor 

dem 60. bis 65. Lebensjahr ausbricht und nur einen geringen Teil der Fälle ausmacht. Die 

Prävalenz ist je nach Population und je nachdem, was in der Studie unter früher Demenz 

verstanden wird, sehr unterschiedlich. So berichten Kvello-Alme, Brathen et al. (2019) von einer 

Prävalenz von 76 pro 100.000 norwegische Einwohner und merken an, dass im Vergleich zu 

Studien aus England und Japan die Prävalenz in Norwegen etwas höher zu sein scheint. In 

Deutschland ist im Alter zwischen 45 und 65 Jahren etwa jeder 1000. betroffen (Deutsche 

Alzheimer Gesellschaft e.V., 2020a). Frühe Formen der AD zeigen oft einen aggressiveren Verlauf 

als die späte Form der AD (Barnes et al., 2018).  

Hiervon lässt sich die Late-Onset Alzheimer’s Disease (LOAD), die späte Form der AD abgrenzen, 

welche nach dem 60. bis 65. Lebensjahr ausbricht und mit schätzungsweise 95 % den Großteil 

der Fälle ausmacht (Übersicht in Yamazaki et al., 2019). Die Inzidenzrate der LOAD steigt mit 

dem Alter exponentiell an und verdoppelt sich alle 5 Jahre ab einem Alter von 65 Jahren (Kukull 

et al., 2002). Nach Diagnosestellung leben die Betroffenen noch durchschnittlich 4 bis 8 Jahre 

(Übersicht in Rabinovici, 2019), wobei das Überleben von verschiedenen Faktoren abhängt. 

Prognostisch ungünstig sind: männliches Geschlecht, höheres Alter und schlechtere kognitive 

Testergebnisse (Rhodius-Meester et al., 2018).  

 

1.1.5 Pathophysiologie 

Die hauptsächliche pathophysiologische Veränderung der Hirnstruktur bei von Alzheimer 

betroffenen Menschen ist das Auftreten der intrazellulären Tau-Fibrillen aus 

hyperphosphoryliertem Tau-Protein und der extrazellulären Amyloid-Plaques, aus Amyloid β-
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Peptiden (Übersicht in Hardy und Allsop, 1991). La Joie, Visani et al. (2020) fanden heraus, dass 

anhand von Positronen-Emissions-Tomografie (PET) gemessene Tau-Fibrillen-Signale je nach 

ihrer Intensität den Schweregrad der zukünftigen Atrophie der Hirnrinde vorhersagen können. 

Dieser Effekt wurde für Amyloid β nicht beobachtet. Somit könnten Tau-Signale im PET einen 

wichtigen Biomarker für den Progress der Erkrankung darstellen.  

Die von Hardy et al. (1991) postulierte Amyloid-Kaskaden-Hypothese besagt, dass die 

Pathogenese der LOAD hauptsächlich auf der veränderten Spaltung des Amyloid-Vorläufer-

Proteins (APP: engl. amyloid precursor protein) begründet ist, welches im weiteren Verlauf 

akkumuliert und für den Synapsenuntergang, Neuronenverlust und die Bildung der 

Taufibrillenbündel verantwortlich ist (Übersicht in Hardy und Allsop, 1991). APP wird entweder 

durch die α- und die γ-Sekretase gespalten, wobei ein nicht-pathogenes Peptid entsteht oder 

durch die β- und die γ-Sekretase, wodurch das toxische Aβ-Peptid entsteht (Übersicht in Esler 

und Wolfe, 2001). Mutationen in den Genen APP, Presenilin 1 und Presenilin 2 (PSEN1 und 

PSEN2), welche für das Amyloid-Vorläufer-Protein, beziehungsweise für zwei Hauptbestandteile 

der γ-Sekretase kodieren, führen sehr wahrscheinlich zur familiären autosomal vererbten Form 

der AD (Janssen et al., 2003). Möglicherweise könnte eine Modulation dieser Sekretasen die 

Produktion des Amyloid β verringern (van Maanen et al., 2018). Der enge Zusammenhang 

zwischen den für die familiäre AD untersuchten Risikogenen und der Amyloid-Kaskaden-

Hypothese macht deutlich, dass diese Hypothese mehr für die frühe Form der AD, als für die 

LOAD zutreffen mag. Trotz Hinweisen auf einen Zusammenhang mit der LOAD ist noch immer 

unklar, in welchem Ausmaß die Ablagerung oder die veränderte Verarbeitung des Amyloids β 

eine Rolle bei der Entstehung der Krankheit spielt. Andere Prozesse, wie metabolische, 

mitochondriale oder synaptische Veränderungen sowie Entzündungsprozesse, welche die 

Pathogenese der LOAD ebenfalls beeinflussen könnten, werden zurzeit diskutiert (Übersicht in 

Swerdlow, 2018).  

Eine weitere pathophysiologische Auffälligkeit ist die morphologische Veränderung 

verschiedener Regionen des Hippocampus. Dies konnten Gordon et al. (2013) bei LOAD-

Erkrankten im Vergleich zu kognitiv gesunden älteren Probanden nachweisen. Auch zeigte sich 

im Mausmodell eine regionenspezifische Vulnerabilität des Hippocampus gegenüber oxidativem 

Stress (Mehder et al., 2020). Weiterhin könnte die veränderte Genexpression des Glykoproteins 

Neuroplastin ein Biomarker für Neurodegeneration sein, welche in den Hippocampusregionen 

von LOAD-Erkrankten nachgewiesen wurde (Ilic et al., 2019). Nicht nur der Hippocampus, auch 

der Nucleus basalis Meynert zeigt sich bei LOAD degeneriert, sodass auch seine Degeneration 

als Biomarker der LOAD zum Einsatz kommen könnte (Fernández-Cabello et al., 2020). Um die 

Pathogenese der LOAD vollständig zu begründen ist unter anderem die Auswertung großer 
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Datenmengen notwendig. Dies könnte zukünftig durch die Technik der künstlichen Intelligenz 

ermöglicht werden (Übersicht in Mishra und Li, 2020). 

 

1.1.6 Genetische Grundlagen der Erkrankung 

Bei der AD wird zwischen EOAD und LOAD unterschieden. Wingo et al. (2012) berechneten eine 

Heritabilität der EOAD, also das Ausmaß der Erblichkeit, von etwa 92 bis 100 %, was für eine 

beinahe ausschließlich genetisch bedingte Erkrankung spricht. Die EOAD kann 

autosomal-dominant über eines der drei Risikogene Amyloid Precursor Protein (APP), Presenilin 

1 (PSEN1) oder Presenilin 2 (PSEN2) vererbt werden, wobei neueren Erkenntnissen zufolge nur 

eine geringe Zahl der von EOAD betroffenen Menschen diese Risikogene trägt und weitere Gene 

eine Rolle bei der Entstehung der EOAD spielen müssen (Jarmolowicz et al., 2015). Sie kann 

familiär gehäuft vorkommen, in diesen Fällen wird sie auch als familiäre Alzheimer-Demenz 

(FAD: engl. familial Alzheimer’s Disease) bezeichnet; Jarmolowicz et al. (2015) zufolge weisen 

etwa 35 % der an EOAD Erkrankten mindestens einen Verwandten ersten Grades mit AD auf. 

Beachtet werden muss die in den verschiedenen Studien uneinheitliche Verwendung der 

Bezeichnung „EOAD“, die z. T. für jedwede frühe AD-Form und z. T. nur für die autosomal-

dominant vererbte Form verwendet wird. 

Im Gegensatz zur EOAD handelt es sich bei der weit häufigeren LOAD um eine multifaktorielle 

Erkrankung, für die viele verschiedene Risikofaktoren und Risikogene (Suszeptibilitätsgene) 

identifiziert wurden (Übersicht in Armstrong, 2019). Träger1 dieser Suszeptibilitätsgene scheinen 

eine erhöhte Prädisposition (Erkrankungswahrscheinlichkeit) für die LOAD zu haben. Für die 

LOAD berechneten Wingo et al. (2012) eine Heritabilität von etwa 70 %. Damit bestätigen sie 

die These, dass es sich bei der LOAD um eine polygenetische Erkrankung handelt.  

Bei der Erforschung der polygenetischen LOAD erwiesen sich genomweite Assoziationsstudien 

(GWAS) als nützlich. Mithilfe von GWAS ist es möglich, Millionen von SNPs (engl. single 

nucleotide polymorphisms), verteilt über das gesamte Genom, auf eine Assoziation zu einer 

Erkrankung zu untersuchen. SNPs, also Einzelbasenaustausche, beschreiben die häufigste Form 

der DNA-Mutation, bei der jeweils eine DNA-Base (A, T, C, G) durch eine andere ausgetauscht 

wird (U. S. National Library of Medicine, 2018). Dieser Basenaustausch kann ohne Konsequenz 

bleiben oder aber einen Marker für eine Prädisposition für bestimmte Erkrankungen darstellen 

                                                           
1 Der Übersichtlichkeit halber wurde in der vorliegenden Arbeit die männliche Schreibweise zur 
Beschreibung gemischter Kohorten (Träger, Probanden, Teilnehmer etc.) genutzt, die weibliche 
Schreibweise nur bei ausschließlich weiblichen Kohorten.  
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(U. S. National Library of Medicine, 2018). Diese Mutationen können einen Einfluss auf die 

Proteinsynthese nehmen, indem sie beispielsweise in epigenetische Mechanismen, wie die 

DNA-Methylierung eingreifen oder zu alternativem Spleißen führen, was Ursache verschiedener 

Erkrankungen sein kann (Klinger-König et al., 2019; Chiara et al., 2020; Übersicht in Abramowicz 

und Gos, 2019). So wurden bei an LOAD Erkrankten andere Methylierungsmuster nachgewiesen 

als bei kognitiv Gesunden (Shao et al., 2018; Fransquet et al., 2020). Liu et al. (2018) zeigten 

zudem einen Einfluss der Methylierungsgrade der TOMM40-APOE-Region auf das 

Erinnerungsvermögen bei gesundem kognitiven Altern. Polymorphismen innerhalb 

nicht-kodierender Abschnitte der DNA können die Genexpression beeinflussen, indem sie mit 

einer funktionellen Variante im Kopplungsungleichgewicht liegen oder im 

Kopplungsungleichgewicht mit einer anderen nicht-kodierenden Variante gemeinsam eine 

RNA-Bindungsstelle stabilisieren (Martin et al., 2012). Weiterhin können nicht-kodierende 

Varianten innerhalb regulatorischer DNA-Abschnitte liegen, wodurch sie zur Ausprägung 

bestimmter Phänotypen beitragen können (Maurano et al., 2012). Oder sie beeinflussen die 

Genexpression, indem sie vermehrt innerhalb der Erkennungsstellen für Transkriptionsfaktoren 

liegen und diese beeinflussen, wie Ketharnathan et al. (2018) zeigen konnten. 

Aktuell werden Unterschiede zwischen den Geschlechtern viel diskutiert, deren Einfluss auf die 

LOAD ebenfalls beachtet werden sollte. So fanden Mosconi et al. (2017), dass die präklinische 

Phase der LOAD bei Frauen mit der hormonellen Umstellung der Perimenopause 

zusammenhängt und somit früher beginnt als bei Männern. Besonders für die Therapie der 

LOAD könnte dieses Forschungsfeld entscheidend sein, wie die Studie von Claxton et al. (2013) 

zeigt. Die Autoren untersuchten das Ansprechen auf eine Therapie mit intranasalem Insulin bei 

MCI-, bzw. LOAD-Patientinnen und Patienten mit und ohne APOE ε4-Allel. Dabei zeigten APOE 

ε4-negative Männer eine Verbesserung und APOE ε4-negative Frauen eine Verschlechterung 

ihrer kognitiven Leistungen. Einen Überblick über die geschlechtsspezifischen epigenetischen 

Einflüsse der Polymorphismen bieten Ratnu et al. (2017) in ihrem Review-Artikel.  

 

1.2 Das „Translocase of outer mitochondrial membrane 40“-Gen  

1.2.1 Funktion von TOMM40  

Die vorliegende Studie beschäftigt sich mit der Region um das Gen „Translocase of outer 

mitochondrial membrane 40“ kDa, kurz TOMM40 (Synonyme: TOM40, PEREC1, C19orf1, PER-

EC1, D19S1177E), welches bereits mehrfach als mögliches Suszeptibilitätsgen für die LOAD 

identifiziert wurde (Grupe et al., 2007; Abraham et al., 2008; Ma et al., 2013). Es liegt auf 
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Chromosom 19 (19q13.32), zwischen den Basenpaaren 45.394.477 und 45.406.946 und umfasst 

10 Exons, laut build GRCh37 (NCBI, 2021b). Das Gen „Translocase of outer mitochondrial 

membrane 40“, kodiert für das gleichnamige Protein. Dieses ist für die Ausformung des Kanals 

der Translokase der äußeren Mitochondrienmembran (TOM) verantwortlich und an Transport 

und Filterung der passierenden Proteinvorformen beteiligt. Der fertige TOM-Komplex enthält 

als Trimer drei TOMM40-Kanäle oder als Dimer zwei TOMM40-Kanäle, wobei er zwischen 

beiden Isoformen hin und her wechselt. Weiterhin besteht der TOM-Komplex aus der 

Proteinuntereinheit TOMM22, welche die TOMM40-Kanäle miteinander verbindet und 

essentiell für die Stabilität des Komplexes ist, aus TOMM20 und TOMM70, die vermutlich 

Rezeptorproteine sind und aus drei kleineren Proteinen TOMM5, TOMM6 und TOMM7, deren 

Funktion noch nicht abschließend geklärt wurde (Shiota et al., 2015; Bausewein et al., 2017).  

Die Funktionsstudie von Zeh (2013) zeigt die Bedeutung des Gens anhand von TOMM40-Knock-

Out-Mäusen. Homozygote Knock-Out-Mäuse, d. h. Mäuse, denen beide Genkopien des 

TOMM40-Gens fehlen, waren nicht lebensfähig und verstarben schon im Embryonalstadium. 

Heterozygote Knock-Out-Mäuse mit nur 50 % TOMM40-mRNA-Expression zeigten eine zunächst 

normale Entwicklung, jedoch mit einer um 30 % erhöhten Mortalitätsrate. Diese Mäuse wiesen 

leichte kardiale Beeinträchtigungen und langsam voranschreitende neurologische 

Veränderungen auf. Die mangelnde TOMM40-Expression konnte von den jungen Mäusen 

verhältnismäßig gut kompensiert werden, während die Kompensierung mit zunehmendem Alter 

versagte. Alte heterozygote Mäuse zeigten im Gegensatz zu jungen heterozygoten Mäusen 

einen schwer beeinträchtigten Sauerstoffverbrauch in den Mitochondrien des Herzens und des 

Gehirns. Es gab jedoch keinen Anhaltspunkt für die Entwicklung AD-typischer Phänotypen, wie 

zum Beispiel Gedächtnisverlust.  

Taylor et al. (2003) konnten in ihrer Funktionsstudie anhand von Neurospora crassa (ein 

Schimmelpilz, der in der Biologie als Modellorganismus dient) nachweisen, dass das TOMM40-

Gen für das Überleben der Pilze essentiell ist. N. crassa mit reduzierten TOMM40-Spiegeln 

zeigten einen defekten Import von Proteinvorformen in die Mitochondrien. Außerdem wurden 

erniedrigte Spiegel von TOMM6 und TOMM22 festgestellt, deren Stabilität und/oder Import von 

der Anwesenheit von TOMM40 abzuhängen scheinen. Die Ergebnisse dieser beiden 

Funktionsstudien zeigen, dass reduzierte TOMM40-Spiegel zu schweren 

Funktionseinschränkungen der Mitochondrien führen.  

Swerdlow et al. (2004) postulierten, dass eine Fehlfunktion der Mitochondrien mit der spät-

ausbrechenden nicht-familiären Form der AD (LOAD) assoziiert sein könnte (Mitochondrien-

Kaskaden-Hypothese). Zuvor wurden geschwollene und dysfunktionale Mitochondrien in 
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Hybridzellen beobachtet, welche mit der mitochondrialen DNA von LOAD-Erkrankten bestückt 

worden waren (Trimmer et al., 2000). Swerdlow et al. (2004) zufolge könnten Polymorphismen 

der Kern- sowie der mitochondrialen DNA für eine vermehrte Produktion von 

Sauerstoffradikalen sorgen, die schließlich zu verstärkter Aβ-Ablagerung, Apoptose der 

betroffenen Neuronen und Bildung von phosphorylierten Tau-Fibrillenbündeln führt. Unklar ist 

bislang, ob Amyloid β die Mitochondrienschäden mit verursacht oder ob diese unabhängig von 

Amyloid β entstehen und somit die Mitochondrien-Kaskaden-Hypothese die ältere Amyloid-

Ablagerungshypothese ablöst (Übersicht in Swerdlow, 2018).  

Wie könnten aber Polymorphismen des TOMM40-Gens einen Einfluss auf 

Mitochondrienschäden haben? Die große Mehrheit der mitochondrialen Proteine, so auch Aβ-

Peptide und APP, wird von der DNA im Zellkern kodiert, im Zytosol synthetisiert und 

anschließend erfolgt der Protein-Import über die TOM-Pore (Übersicht in Gottschalk et al., 

2014). Da TOMM40 ein essentieller Bestandteil der TOM ist, könnte eine Strukturänderung des 

Kanalproteins dafür sorgen, dass passierende Proteine mit der Pore interagieren und 

akkumulieren. So konnten Anandatheerthavarada et al. (2003) in ihrer Studie zeigen, dass APP 

unter bestimmten Umständen innerhalb der TOM-Pore akkumuliert, toxisches Amyloid β 

freisetzt und somit hauptverantwortlich für Fehlfunktionen der Mitochondrien, wie gestörtes 

Membranpotenzial und ATP-Gewinnung ist. Besonders Neurone zeigten sich anfällig für durch 

Amyloid β verursachte Mitochondrienschäden (Cha et al., 2012). Der Metabolismus der 

Mitochondrien, welcher besonders im Gehirn eine entscheidende Bedeutung für die 

Verstoffwechselung von Sauerstoff und Glukose innehat, könnte durch TOMM40-Variationen 

(durch TOMM40-Mutationen bedingte Strukturveränderungen des Proteins) bereits von Geburt 

an beeinflusst werden (Übersicht in Roses et al., 2016). Eine erhöhte Expression des 

TOMM40-Proteins zeigte in der Studie von Zeitlow et al. (2017) einen positiven Effekt für die 

Mitochondrien, u. a. festgestellt durch ein erhöhtes mitochondriales Membranpotenzial und 

eine verstärkte ATP-Produktion sowie vor allem eine gewisse Resistenz gegenüber zugefügtem 

Amyloid β.  

Es besteht weiterer Forschungsbedarf darüber, wie die molekularen Mechanismen ablaufen, die 

über Polymorphismen des TOMM40-Gens zu einer Interaktion der Pore mit dem APP und somit 

zu dysfunktionalen Mitochondrien führen, und ob dieser Vorgang zur Entstehung der Alzheimer-

Pathogenese beiträgt. Geklärt werden muss außerdem, ob durch ein Eingreifen in die Expression 

des TOMM40 ein protektiver Effekt auf die Mitochondrien erzielt werden kann.  
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1.2.2 Genetik von TOMM40 

Schon vor etwa 10 Jahren konnten mehrere genomweite Assoziationsstudien (GWAS) einen 

Zusammenhang zwischen TOMM40 und der LOAD bestätigen. So stellten Grupe et al. (2007) in 

ihrer Metaanalyse verschiedener GWAS sowie Yu et al. (2007) und Abraham et al. (2008) in ihren 

GWAS eine signifikante Assoziation von Polymorphismen des Gens TOMM40 mit der LOAD fest. 

Ebenso konnten Harold et al. (2009) in ihrer GWAS eine genomweit signifikante Assoziation 

verschiedener TOMM40-Polymorphismen, u. a. rs2075650, zur LOAD beobachten. Sie wiesen 

darauf hin, dass der SNP rs2075650 mit dem SNP rs429358, der u. a. für das APOE ε4-Allel 

ausschlaggebend ist, im Kopplungsungleichgewicht (engl.: linkage disequilibrium, kurz LD) liegt. 

Die gesamte TOMM40-APOE-Region liegt in einem hohen LD und je nach Studie zeigten SNPs 

des TOMM40-Gens unabhängige oder von APOE-abhängige Assoziationen zur LOAD. So zeigte 

sich beispielsweise die von Yu et al. (2007) beobachtete Assoziation von TOMM40 zur LOAD 

nicht länger signifikant nach Korrektur für das APOE ε4-Allel. Auch Bao et al. (2016) und Huang 

et al. (2016) fanden in ihren Metaanalysen verschiedener Studien eine Assoziation des Gens 

TOMM40 mit der LOAD. Bislang konnte nicht eindeutig geklärt werden, ob sämtliche Effekte der 

TOMM40-Polymorphismen eigentlich auf APOE zurückzuführen sind. Ma et al. (2013) und Takei 

et al. (2009) zeigten in ihren Assoziationsstudien eine signifikante Assoziation mehrerer 

TOMM40-Polymorphismen bzw. Polymorphismen der direkten Umgebung von TOMM40 mit 

der LOAD. Du et al. (2019) konnten eine Assoziation von rs76692773 zur LOAD beobachten. Jiao 

et al. (2015) führten eine polygenetische Analyse durch und identifizierten drei TOMM40-

Polymorphismen, von denen zwei einen protektiven Effekt bezüglich der LOAD zeigten und ein 

Polymorphismus mit einem höheren Risiko für LOAD einherging. Sie stellten fest, dass die 

Variationen sich untereinander beeinflussen und ihre Effekte entweder abschwächen oder 

verstärken können. 

Roses et al. (2010) konnten in ihrer Studie durch genetische Abstammungsuntersuchungen 

herausfinden, dass der Polymorphismus rs10524523 im Gen TOMM40 signifikant mit dem 

Ausbruchsalter und dem Erkrankungsrisiko für eine LOAD assoziiert ist. Es handelt sich bei 

rs10524523 um ein Desoxythymidin-Homopolymer, das eine variable Anzahl von Thymidin (T)-

Basen, sogenannte Poly-T-Wiederholungen aufweist, welche in S (engl. short) bei ≤ 19 T-Basen, 

L (engl. long) bei ≥20 bis ≤29 T-Basen und VL (engl. very long) bei ≥ 30 T-Basen eingeteilt werden 

(Roses et al., 2014). Die Assoziation zur AD hängt stark von der Länge der Poly-T-

Wiederholungen ab und davon, welche Allelkombination der APOE-Allele der Betroffene trägt. 

Die verschiedenen Allele des APOE-Gens sind populationsspezifisch jeweils mit 

unterschiedlichen Längen von TOMM40‘523-Poly-T-Wiederholungen gekoppelt: Das Allel ε4 des 

APOE-Gens ist bei Kaukasiern stark mit dem TOMM40‘523-L-Allel (20-29 Basen) gekoppelt (Yu 
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et al., 2017b). Probanden mit dem Haplotyp APOE ε3/ε4 entwickelten im Durchschnitt 7 Jahre 

früher die LOAD, wenn ihr APOE ε3-Allel mit längeren Poly-T-Wiederholungen gekoppelt war, 

als Probanden, deren APOE ε3-Allel mit kürzeren Poly-T-Wiederholungen gekoppelt war (Roses 

et al., 2010). Dagegen stellten Yu et al. (2017a) fest, dass S Poly-T-Wiederholungen bei APOE 

ε3/ε3-Trägern mit stärkerem kognitiven Verlust assoziiert waren als ε3/ε3-Homozygote mit VL 

Poly-T-Wiederholungen. Johnson et al. (2011) stellten einen signifikanten Zusammenhang 

zwischen längeren Poly-T-Wiederholungen in TOMM40 (rs10524523) und abnehmendem 

Hirnvolumen sowie abnehmender kognitiver Leistung bei asymptomatischen APOE ε3/ε3-

Trägern fest. Und bei APOE ε3/ε3-Trägern zeigte sich der SNP rs2075650 signifikant mit einer 

erhöhten Wahrscheinlichkeit für das Ausbrechen der LOAD assoziiert (Soyal et al., 2020). Der 

Polymorphismus rs10524523 könnte die Möglichkeit bieten, den Effekt des TOMM40-Gens auf 

die AD unabhängig von dem des APOE-Gens zu betrachten. Der Zusammenhang zwischen den 

APOE-Allelen und den TOMM40‘523 Poly-T-Wiederholungen ist je nach Ethnie unterschiedlich 

(Yu et al., 2017b).  

Mehrere Studien untersuchten den Einfluss von Polymorphismen auf verschiedene 

Endophänotypen bei Late-onset Alzheimer-Patienten (in Kapitel 1.4 wird das Konzept erläutert). 

So fanden Cruchaga et al. (2013) in ihrer GWAS einen genomweit signifikanten Zusammenhang 

zwischen SNPs des Gens TOMM40 und den für die LOAD bekannten Biomarkern im Liquor p-Tau 

und Tau fest. Souza et al. (2016) stellten eine signifikante Assoziation zwischen dem 

Polymorphismus rs2075650 des Gens TOMM40 und dem Biomarker Aβ 42 fest, welcher je nach 

Konzentration im Liquor die Amyloidablagerung im Gehirn widerspiegelt. Potkin et al. (2009) 

fanden in ihrer GWAS heraus, dass die Polymorphismen rs2075650 und rs11556505 des Gens 

TOMM40 genomweit signifikant mit Hippocampus-Atrophie als quantitativ messbarem 

Endophänotyp der AD assoziiert sind. Dies wurde durch Arpawong et al. (2017) bestätigt, die 

eine Assoziation zwischen erniedrigtem Hippocampusvolumen und verminderter Merkfähigkeit 

bei Trägern der Variation rs11556505-T und des APOE-ε4 Allels beobachteten. Auch Marioni et 

al. (2018) fanden SNPs des TOMM40-Gens mit der LOAD assoziiert. Sie fanden Hinweise darauf, 

dass die Assoziation durch die Genexpression des TOMM40-Gens und durch DNA-Methylierung 

besonders im präfrontalen Kortex vermittelt wird. Da für diese Aufgaben eine Vielzahl 

verschiedener SNPs in Frage kommt, schlossen die Autoren, dass mehrere SNPs im TOMM40-

Gen an der so vermittelten Assoziation zur LOAD beteiligt sein müssen. 

Davies et al. (2014) und De Jager et al. (2012) beobachteten in ihren GWAS, dass TOMM40 und 

die umgebende APOE-Region mit nicht-pathologischem kognitiven Altern assoziiert ist. Auch 

Mise et al. (2017) fanden einen Zusammenhang zwischen TOMM40 und kognitivem Abbau. Sie 

stellten fest, dass dieser mit einer geringeren mRNA-Expression von TOMM40 bei AD-Patienten 
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assoziiert war. Eine veränderte Genexpression des Gens TOMM40 könnte so Einfluss auf die 

Kognition nehmen. 

In einer prospektiven Studie untersuchten Shadyab et al. (2017) Polymorphismen, welche in 

verschiedenen GWAS mit langer Lebensdauer bei Frauen unterschiedlicher Ethnien assoziiert 

wurden. Dabei fanden sie heraus, dass u. a. der TOMM40 SNP rs2075650 (Allel G) bei 

kaukasischen Frauen signifikant mit langer Lebensdauer assoziiert ist. Yashin et al. (2018) 

konnten hingegen für Männer und Frauen für die Variation rs2075650-A eine signifikante 

Assoziation zu langer Lebensdauer feststellen. 

 

1.3 Weitere Gene der untersuchten Genregion 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Genregion umfasst neben dem TOMM40-Gen das 

Apolipoprotein E-Gen sowie die Gene Apolipoprotein C1 (APOC1) und „Nectin cell adhesion 

molecule 2“ (NECTIN2). Die gesamte Genregion steht im Verdacht, mit Kognition, langer 

Lebensdauer und der AD assoziiert zu sein. 

 

1.3.1 „Apolipoprotein E“-Gen 

Von den vielen Genen, welche einen Einfluss auf die Entstehung der LOAD zu haben scheinen, 

ist das Apolipoprotein E-Gen, kurz APOE, (v. a. das ε4-Allel) das am besten untersuchte Gen. Als 

Erste postulierten Corder et al. (1993) APOE als mögliches Risikogen für die sporadische späte 

Form der AD. Das Gen APOE liegt auf Chromosom 19 (19q13.32), zwischen den Basenpaaren 

45.409.039 und 45.412.650 (NCBI, 2021a). Dort liegt es mit den Apolipoprotein-Genen C1 und 

C2 in einem Gencluster. Genprodukt des APOE-Gens ist das Apolipoprotein E, ein wesentlicher 

Bestandteil von Chylomikronen, welche im Körper in die Verteilung triglyzeridreicher 

Lipoproteinkomponenten involviert sind. Es sorgt für die Aufnahme der Lipidpartikel in die 

Leberzellen. Mutationen des Gens führen zu verschiedenen Formen der Hyper- oder 

Dyslipoproteinämie durch gestörte Abläufe im Fettstoffwechsel (Übersicht in Marais, 2019).  

Die APOE-Allele ε2, ε3 und ε4 unterscheiden sich an zwei Positionen, was den Einfluss ihrer 

Proteinprodukte auf die LOAD zu beeinträchtigen scheint (Übersicht in Yamazaki et al., 2019). 

Das Allel ε2 wurde mit einem protektiven Effekt hinsichtlich der LOAD assoziiert (Saddiki et al., 

2020). Das Allel ε4 ist hingegen mit einem höheren Risiko für die LOAD assoziiert, wobei sich 

dieses Risiko mit jedem ε4-Allel verdoppelt (Yu et al., 2017b). Weiterhin ist das APOE ε4-Allel 

mit einem früheren Ausbruch der Krankheit assoziiert. So lag das Alter des Krankheitsausbruchs 
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ohne APOE ε4-Allel bei durchschnittlich 84,3 Jahren, mit einem APOE ε4-Allel bei 75,5 Jahren 

und bei 68,4 Jahren mit zwei APOE ε4-Allelen (Corder et al., 1993).  

APOE liegt in unmittelbarer Nachbarschaft des Gens TOMM40 und wurde zumindest teilweise 

in der vorliegenden Arbeit mit analysiert. Die beiden Gene zeigen ein starkes 

Kopplungsungleichgewicht (LD) untereinander (Yu et al., 2017b), wobei an LOAD Erkrankte ein 

stärkeres LD zwischen Risikovariationen der Gene TOMM40, APOE und APOC1 aufwiesen als 

gesunde Probanden (Zhou et al., 2019). Mithilfe des Polymorphismus rs10524523 (kurz ‘523), 

welcher sich in Intron 6 des TOMM40-Gens befindet, kann das Ausbruchsalter der LOAD noch 

genauer vorhergesagt werden, als es bislang aufgrund der APOE ε4-Allele möglich war.  

 

1.3.2 „Apolipoprotein C1“-Gen und „Nectin cell adhesion molecule 2“-Gen 

In der vorliegenden Studie wurden neben TOMM40 einige SNPs der unmittelbar benachbarten 

Genregion, unter anderem innerhalb der Gene Apolipoprotein C1 (APOC1) und „Nectin cell 

adhesion molecule 2“-Gen (NECTIN2), untersucht. APOC1 liegt auf Chromosom 19 (19q13.32) 

zwischen den Basenpaaren 45.417.577 und 45.422.606 innerhalb eines Apolipoprotein-

Genclusters (NCBI, 2022b). Es kodiert für das Apolipoprotein C1, welches vor allem in der Leber 

synthetisiert wird. Apolipoprotein C1 ist in den Stoffwechsel des HDL (high density lipoproteins) 

und VLDL (very low density lipoproteins) involviert (Fuior und Gafencu, 2019). NECTIN2 liegt 

ebenfalls auf Chromosom 19 (19q13.32), zwischen den Basenpaaren 45.349.393 und 45.392.485 

(NCBI, 2022a). Es kodiert für ein Membranglykoprotein aus drei Immungobulin-ähnlichen 

Domänen. Das NECTIN2-Protein ist als Plasmamembrankomponente an der Ausbildung von 

Adhäsionsverbindungen zwischen Zellen beteiligt und wirkt als Eintrittspforte für 

Mutationsvariationen bestimmter Viren, wie zum Beispiel des Herpes-simplex-Virus 

(Molfetta et al., 2019). Porcellini et al. (2010) vermuten, dass dies einen Einfluss auf die 

Prädisposition gegenüber zerebralen Virusinfektionen haben könnte, welche sie mit dem 

zunehmenden Auftreten der LOAD in Verbindung bringen. Han et al. (2017) beobachteten, dass 

ein Polymorphismus des NECTIN2-Gens (rs6857) mit einem niedrigeren Spiegel an NECTIN2 

assoziiert ist und stellten die Vermutung auf, dass dieser SNP eine Risiko-Variation für LOAD sein 

könnte, indem er die Expression des Gens NECTIN2 mittels Mikro-RNA (miRNA) 

herunterreguliert. Ferrari et al. (2017) konnten, neben der Assoziation zur AD, auch eine 

Assoziation zwischen rs6857-T und Frontotemporaler Demenz beobachten. Szymczak et al. 

(2020) stellten eine Assoziation einer NECTIN2-Variation (rs11672399-A) zu längerer 

Lebensdauer fest. Da jedoch die gesamte Genregion um TOMM40 und APOE mit langer 
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Lebensdauer assoziiert zu sein scheint, ist unklar, ob diese Assoziation unabhängig von den 

Einflüssen der Gene APOE und TOMM40 ist (Sebastiani et al., 2017). 

 

1.4 Endophänotypen 

Die zugrundeliegenden genetischen Faktoren komplexer psychiatrischer Erkrankungen, wie der 

LOAD, zu untersuchen, hat sich in den letzten Jahren als aufwendig und nicht immer erfolgreich 

herausgestellt, sodass es gewinnbringend sein kann, quantifizierbare und möglichst objektive 

Endophänotypen zu finden (Übersicht in Ertekin-Taner et al., 2013). Die Hoffnung ist, dass diese 

Endophänoytpen monogenetisch oder durch eine kleinere Anzahl von Risikogenen vererbt 

werden als die komplexe Erkrankung, was die Zuordnung von Variationen leichter macht und 

dass diese Endophänotypen somit diagnostische Biomarker oder neue Therapieansätze 

darstellen (Übersicht in Gottesman und Gould, 2003).  

Endophänotypen sollten Gottesman und Gould zufolge (Übersicht in Gottesman und Gould, 

2003; modifiziert nach Gershon und Goldin, 1986) bestimmte Kriterien erfüllen: (1.) Sie sollten 

in der Bevölkerung mit einer Erkrankung zusammenhängen, (2.) vererbbar sein, (3.) unabhängig 

vom Krankheitsstatus auffindbar sein (auch bei Individuen, bei denen die Krankheit noch nicht 

ausgebrochen ist), (4.) innerhalb betroffener Familien gemeinsam mit der Erkrankung auftreten 

bzw. gemeinsam vererbt werden und wenn möglich (5.) bei nicht-betroffenen 

Familienmitgliedern in einem höheren Maße festgestellt werden als in der 

Allgemeinbevölkerung. Besonders in der Erforschung psychiatrischer Erkrankungen ist es jedoch 

eine Herausforderung, Endophänotypen zu finden, die alle diese Kriterien erfüllen. Ertekin-

Taner et al. (2013) führen dies in ihrem Reviewartikel darauf zurück, dass die Diagnosestellung 

psychiatrischer Erkrankungen in erster Linie auf dem klinischen Erscheinungsbild beruht und 

dieses aufgrund vielfältiger genetischer und umweltbedingter Ursachen heterogen sein kann. 

Endophänotypen können unterschiedlicher Natur sein; so gibt es neben biochemischen oder 

neuroanatomischen auch kognitive oder neuropsychologische Endophänotypen (Übersicht in 

Gottesman und Gould, 2003). Bei der LOAD haben sich bisher unterschiedliche Endophänotypen 

als informativ erwiesen. Aufgrund der spezifischen Pathophysiologie, hauptsächlich definiert 

durch Amyloid β-Plaques und hyperphosphorylierte Tau-Protein-Fibrillen, konnten Amyloid β- 

und Tau-Spiegel im Liquor als neuropathologische Endophänotypen genutzt werden (Racine et 

al., 2016). Erhöhtes Amyloid β wurde zum Beispiel mit stärkerer Abnahme der exekutiven 

Funktionen und möglichem Übergang zu einer MCI assoziiert (Clark et al., 2016). Ein Vorteil von 

Endophänotypenstudien ist, dass auch Individuen aufgenommen werden können, die noch nicht 

mit der Erkrankung diagnostiziert wurden. Neuroanatomische Endophänotypen, wie die 
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strukturellen Veränderungen bestimmter Hirnregionen, bieten den Vorteil, dass keine 

Kontamination der Kontrollprobandengruppe durch Probanden stattfindet, welche sich 

unbekannterweise bereits in einer präklinischen Phase der AD befinden, wie es in Fall-Kontroll-

Studien vorkommen kann, die sich vor allem auf das klinische Erscheinungsbild verlassen. 

Neuroanatomische Endophänotypen können vor allem durch MRT-Studien untersucht werden 

(Fernández-Cabello et al., 2020). Die Ausprägung der Genexpression wurde ebenfalls als 

Endophänotyp für einige Risikogene untersucht, wie z. B. die Genexpression der protektiven 

oder mit erhöhtem Risiko assoziierten Allele des APOE-Gens (Corder et al., 1994; Corder et al., 

1993).  

Kognitive Endophänotypen bieten ähnliche Vorteile wie neuropathologische Endophänotypen, 

weil auch sie bereits in frühen (wenn auch nicht in präklinischen) Phasen der Erkrankung zum 

Einsatz kommen können und die statistische Aussagekraft über die Vererbbarkeit der Variation 

erhöhen, da sie quantitativ messbar sind. So können, besser als in herkömmlichen Fall-Kontroll-

Studien, durch kognitive Veränderungen in den frühesten Stadien der LOAD genetische 

Risikofaktoren identifiziert werden (Übersicht in Ertekin-Taner et al., 2013). Ein weiterer Vorteil 

kognitiver Endophänotypen ist die Möglichkeit, den Verlauf des kognitiven Abbaus anhand 

wiederholter neuropsychologischer Testungen zu beobachten. Sie bieten damit Hinweise auf 

den Einfluss verschiedener Risiko-Loci zu unterschiedlichen Zeitpunkten.  

 

1.4.1 Mittels TMT gemessene Exekutivfunktionen als kognitive Endophänotypen  

Auch unabhängig von der LOAD konnten zahlreiche Studien genetische Polymorphismen der 

TOMM40-APOE-Genregion mit kognitiven Leistungen assoziieren. So beobachteten Davies et al. 

(2014) in ihrer GWAS eine Assoziation zwischen der TOMM40-APOE-Genregion und nicht-

pathologischem kognitiven Altern. Yu et al. (2017a) und Johnson et al. (2011) beobachteten, 

dass nicht-demenziell erkrankte Probanden mit einem bestimmten APOE ε3/3-TOMM40'523-

Haplotypen mit stärkerem kognitiven Abbau assoziiert waren, als solche mit längeren bzw. 

kürzeren Poly-T-Wiederholungen.  

Kognitive Funktionen, welche in kristalline und fluide Intelligenz unterteilt werden (Übersicht in 

Brown, 2016), nehmen im Alter unterschiedlich stark ab. Die kristalline Intelligenz, wie zum 

Beispiel Allgemeinwissen oder Vokabeln, bleibt häufig bis ins hohe Alter unverändert, während 

die fluide Intelligenz, wie Anpassungsfähigkeit, Verarbeitungsgeschwindigkeit und die 

Exekutivfunktionen, im Alter stark nachlässt (Stankov, 1988; Gilsoul et al., 2019; Schubert et al., 

2019).  
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Für die Erfüllung des ersten Gütekriteriums für Endophänotypen laut Gottesman und Gould 

spricht, dass die Arbeitsgruppen des National Institute on Aging (NIA) und der Alzheimer’s 

Association (AA) Defizite in der Kategorie exekutive Dysfunktionen in die Diagnostikkriterien für 

eine wahrscheinliche LOAD aufgenommen haben (McKhann et al., 2011). Collette et al. (1999) 

stellten bereits Ende der Neunziger Jahre fest, dass von der LOAD Betroffene, im Vergleich zu 

Menschen mit nicht eingeschränkter Kognition, signifikant schlechter in Tests abschnitten, die 

verschiedene Exekutivfunktionen (u. a. geteilte Aufmerksamkeit, Inhibition, sowie Manipulation 

des Arbeitsgedächtnisses) untersuchten. Vor allem die Exekutivfunktionen Unterdrückung und 

Wechseln zwischen verschiedenen Aufgaben (gemessen anhand des TMT) können einen 

generellen kognitiven Abbau bei älteren Menschen vorhersagen (Clark et al., 2012). Schlechte 

Exekutivfunktionen zeigten sogar eine validere Vorhersage für kognitiven Abbau als die 

Diagnostik von APOE-Genotypen (Fine et al., 2008). So sind die Ergebnisse des TMT-A 

gemeinsam mit denen des TMT-B ein Maß für die derzeitige kognitive Gesamtfunktion, sowie 

ein möglicher Hinweis auf zukünftigen kognitiven Abbau (Blacker et al., 2007) und ein 

Screeninginstrument für Alltagstauglichkeit (Cornelis et al., 2019). Damit ist das erste Kriterium 

erfüllt, welches verlangt, dass der Endophänotyp in der Bevölkerung mit der untersuchten 

Erkrankung zusammenhängen sollte (Übersicht in Gottesman und Gould, 2003). 

Es gibt drei Hauptbereiche der Exekutivfunktion: Diese sind das Wechseln zwischen 

verschiedenen Aufgaben (task switching), die Unterdrückung (inhibition) vorbestehender, 

jedoch unpassender Antworten und das Aktualisieren bzw. Überblicken der vom 

Arbeitsgedächtnis dargebotenen Informationen (updating/monitoring) (Miyake et al., 2000). 

Die Exekutivfunktionen zeigen eine hohe Heritabilität (Mez et al., 2016) und haben einen im 

höchsten Maße gemeinsamen erblichen Faktor, der über allgemeine Intelligenz hinausgeht und 

ihre Korrelation bedingt (Friedman et al., 2008). Die Auswahl des TMT als Testmethode für die 

Fragestellung der vorliegenden Studie basiert also auf der Erkenntnis, dass die drei o. g. 

Exekutivfunktionen miteinander in ausreichendem Maße korrelieren und somit gemeinsam 

gemessen werden können. Die individuelle Ausprägung der drei Exekutivfunktionen ist, wie 

Zwillingsstudien zeigen, zeitlich stabil und durch zusätzliche genetische Faktoren zu erklären 

(Friedman et al., 2008). Veränderungen der Exekutivfunktionen als Gesamtes sind dagegen eher 

umweltbedingt (Friedman et al., 2016). Für die vorliegende Studie könnte das bedeuten, dass 

gerade der TMT, der mehrere Exekutivfunktionen zusammen misst, für die Auswertung 

ebenjener verlässlicher sein könnte als ein Test, der sich auf eine bestimmte Exekutivfunktion 

spezialisiert, welche individuell verschieden ausgeprägt sein kann. Mit den Studienergebnissen 

zur Heritabilität der Exekutivfunktionen durch Friedman et al. (2008; 2016) und Mez et al. (2016) 
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wird das zweite Kriterium von Gottesman et al. (2003) erfüllt, welches besagt, dass valide 

Endophänotypen vererbbar sein sollten. 

Das dritte Kriterium von Gottesman und Gould, welches verlangt, dass ein Endophänotyp 

unabhängig vom Krankheitsstatus auffindbar sein sollte, ist bei der LOAD nicht erfüllt. Denn 

während in der MCI-Phase leichte kognitive Beeinträchtigungen beobachtbar sind, kommen 

diese in der zuvor unauffälligen präklinischen Phase noch nicht vor. Diese kognitiven 

Beeinträchtigungen können amnestischer (das Gedächtnis betreffender) oder nicht-

amnestischer Art sein sowie vielfältig oder einzeln auftreten (Brandt et al., 2009). Auch die 

Exekutivfunktionen zeigen sich bei von einer MCI Betroffenen gestört, wobei die Einbußen je 

nach Art der MCI unterschiedlich ausfallen können (Brandt et al., 2009; Summers und Saunders, 

2012). Wie früh kognitive Defizite eintreten und ab wann sie als messbarer Endophänotyp für 

die LOAD gewertet werden können, ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch unklar. Bis zu einem 

gewissen Grad können kognitive Beeinträchtigungen in der MCI-Phase kompensiert werden, da 

noch immer ein Teil der neuronalen Plastizität vorhanden ist (Belleville et al., 2011). Das 

jährliche Risiko einer Verschlechterung der kognitiven Funktionen, im Sinne eines Übergangs zur 

LOAD, liegt jedoch bei MCI-Betroffenen bei 22 % im Vergleich zu 8 % bei kognitiv gesunden 

Probanden (Davis et al., 2018). Summers und Saunders (2012) fanden heraus, dass besonders 

die von multiplen Beeinträchtigungen (amnestischen und z. B. exekutiven Funktionen) 

betroffenen MCI-Patienten (amnestic multidomain MCI) häufig eine Progression zur LOAD 

zeigten, während Gedächtnisdefizite (amnestische MCI) allein keine zuverlässige Vorhersage 

einer Verschlechterung hin zu einer LOAD ermöglichten. Das vierte Kriterium ist nach heutigem 

Verständnis der LOAD als erfüllt anzusehen, da gestörte Exekutivfunktionen als Teil der 

Alzheimersymptome bei LOAD-Patienten in betroffenen Familien auftreten müssten, jedoch 

war die Studienlage dazu wenig auskunftsfähig. Das fünfte Kriterium von Gottesman und Gould 

wurde Hazlett et al. (2015) zufolge erfüllt: Nicht von der LOAD betroffene ältere Menschen mit 

einer Familienanamnese der Erkrankung zeigten deutlich schlechtere Exekutivfunktionen als 

solche ohne positive Familienanamnese. Die Exekutivfunktionen stellen somit kognitive 

Endophänotypen dar, welche für die kognitive Gesundheit und Eigenständigkeit der Probanden 

aussagekräftig sind und die, bis auf das dritte (und ggf. vierte) Kriterium, die Kriterien für valide 

Endophänotypen von Gottesman und Gould (2003) erfüllen.  
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1.5 Zielstellung 

Die genaue Ätiologie der schwerwiegenden Late-onset Alzheimer-Demenz konnte bislang nicht 

eindeutig festgestellt werden. Als gesichert gilt, dass vor allem genetische Faktoren eine 

essentielle Rolle spielen, es sich jedoch um eine polygenetische Erkrankung handelt, bei der im 

Rahmen einer Vielzahl von GWAS verschiedene Suszeptibilitätsgene detektiert werden konnten. 

Eines dieser mit der Late-onset Alzheimer-Demenz assoziierten Gene ist das „Translocase of 

outer mitochondrial membrane 40“-Gen (Ma et al., 2013).  

Dieses TOMM40-Gen sollte in der vorliegenden Studie untersucht werden, um der Frage auf den 

Grund zu gehen, ob es sich bei der LOAD um eine spezifische Erkrankung oder um ein Kontinuum 

kognitiver Verschlechterung handelt, welches als Teil des physiologischen Alterungsprozesses 

betrachtet werden muss.  

Es stellt sich die Frage: Gibt es Polymorphismen im „Translocase of outer mitochondrial 

membrane 40“-Gen, die mit kognitiver Leistungsfähigkeit bei gesunden Probanden assoziiert 

sind?  

Um dieser Frage nachzugehen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine erste Screeningstichprobe 

von 558 gesunden jungen Erwachsenen dem Trail-Making-Test mit seinen Untertests TMT-A und 

TMT-B unterzogen. Dieser Test misst die kognitive Gesamtfunktion und spiegelt die 

Exekutivfunktionen wider, welche als kognitive Endophänotypen gewertet wurden. Signifikante 

Assoziationen wurden daraufhin in einer zweiten Replikationsstichprobe von 617 Probanden 

weiterverfolgt. 

Ziel der Arbeit war es, durch die Assoziation der Polymorphismen der Genregion um das 

„Translocase of outer mitochondrial membrane 40“-Gen zu den Testergebnissen des TMT an 

gesunden Probanden, einen Beitrag zur Ursachenforschung der komplexen Late-onset 

Alzheimer-Demenz zu leisten.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Vorbedingungen und Studiendesign 

2.1.1 Voraussetzung der Studiendurchführung 

Die Studie wurde zunächst an der Ludwig-Maximilians-Universität München 

(Screeningstichprobe) und später an der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

(Replikationsstichprobe) durchgeführt. Alle Teilnehmer gaben ihr informiertes Einverständnis, 

die Studie wurde sowohl durch die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universität 

München als auch der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg genehmigt und unter 

Berücksichtigung der in der Deklaration von Helsinki festgelegten ethischen Standards 

durchgeführt. 

 

2.1.2 Stichprobe, Auswahl der Probanden, Ein- und Ausschlusskriterien 

Für die erste Stichprobe wurden nichtverwandte Freiwillige zufällig aus der 

Allgemeinbevölkerung Münchens ausgewählt. Der Erstkontakt fand per Brief statt und 

Personen, die sich zurückmeldeten, wurden zunächst per Telefon bezüglich ihres 

Gesundheitszustandes befragt. Bei Interessenten ohne relevante psychiatrische 

Vorerkrankungen wurden anschließend anhand eines semi-strukturierten Interviews detaillierte 

medizinische und psychiatrische Anamnesen der Teilnehmer und deren Verwandten ersten 

Grades erhoben. Blieben diese Anamnesen leer, wurden die Teilnehmer zu einem umfassenden 

Interview ins Studienzentrum der Klinik eingeladen, in welchem die deutsche Version des 

Structured Clinical Interviews für DSM-IV (SCID I und II gemäß der Klassifikation des DSM-IV) 

(First et al., 1997a; First et al., 1997b) genutzt wurde, um das Vorhandensein jedweder 

psychiatrischer Störung über die bisherige Lebenszeit auszuschließen. Zusätzlich wurde das 

FHAM (Family History Assessment Module) (Rice et al., 1995) teilweise in überarbeiteter Form 

durchgeführt, um psychiatrische Störungen unter den Verwandten ersten bis dritten Grades 

auszuschließen. Es erfolgte außerdem eine neurologische Untersuchung, um Personen mit 

derzeitigen Beeinträchtigungen des zentralen Nervensystems zu erfassen. Bei über 60 Jahre 

alten Testpersonen wurde der MMST (Mini Mental Status Test) (Folstein et al., 1975) 

durchgeführt, um Personen mit möglichen kognitiven Beeinträchtigungen auszuschließen. Es 

musste dabei ein Score von mindestens 27 von 30 möglichen Punkten erreicht werden. Bei allen 

Studienteilnehmern handelte es sich um Kaukasier. 
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Bei der Replikationsstichprobe handelt es sich um ältere Probanden aus der 

Allgemeinbevölkerung von Halle (Saale). Diese mussten für den Studieneinschluss volljährig 

sowie einwilligungsfähig sein. Ausgeschlossen wurden Probanden mit Sprachbarrieren 

gegenüber der deutschen Sprache, Unzulänglichkeiten bei der Testdurchführung (z.B. Blindheit, 

Taubheit), bei Vorliegen aktueller medizinischer oder neurologischer Zustände, die die Kognition 

beeinflussen können oder mit fortgeschrittenen schweren progressiven oder instabilen 

Krankheiten, die die Beurteilung der kognitiven Leistungsfähigkeit bzw. der möglichen Diagnose 

einer demenziellen Störung beeinträchtigen sowie bei Malignität jeglicher Organsysteme 

innerhalb der vergangenen 60 Monate. Alle Probanden wurden einer ausführlichen 

neuropsychologischen Testung (CERAD-Plus (Memory Clinic, 2009) und WAIS-IV (Petermann, 

2012)) sowie einer körperlichen und neurologischen Untersuchung unterzogen. Mögliche 

frühere oder aktuelle neuropsychiatrische Symptome wurden mittels des MINI (Mini 

International Neuropsychiatric Interview) (Ackenheil et al., 1999) erhoben. Dieses Interview 

erfasst psychiatrische Störungen auf Grundlage des DSM-IV und des ICD 10. Probanden mit 

einem MMST < 27 (aus CERAD), einem IQ < 80 (WAIS-IV) oder psychischen Auffälligkeiten (MINI) 

wurden ausgeschlossen. 

 

2.2 Trail Making Test 

2.2.1 Hintergrund und Einsatzgebiet des Trail Making Tests 

Der Trail Making Test wurde von der US-Armee als Teil der Army Individuals Tests Battery als 

Instrument zur Beurteilung eventueller Hirnschäden angewandt (War Department, Adjutant 

Generals Office, 1944) und anschließend in die Testbatterie von Halstead-Reitan aufgenommen 

(Reitan und Wolfson, 1985). Heutzutage handelt es sich dabei um ein weitverbreitetes 

neuropsychologisches Screening-Instrument für die Erfassung von Aufmerksamkeitsstörungen 

und Störungen der Exekutivfunktionen, wobei Teil A Aufschluss über die 

Wahrnehmungsgeschwindigkeit gibt, während Teil B die Exekutivfunktionen 

(Verarbeitungsgeschwindigkeit und Aufgabenwechsel) misst (Sánchez-Cubillo et al., 2009). 

Weitere Einsatzmöglichkeiten des TMT sind die Differenzierung zwischen Alzheimer-Erkrankten 

und Menschen mit ungestörter Kognition (Wei et al., 2017) oder Screening nach generellen 

Hirnschäden (MacPherson et al., 2017). Weniger gut geeignet scheint der TMT für die 

Differenzierung zwischen LOAD und Frontotemporaler Demenz zu sein (Ritter et al., 2017). 
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2.2.2 Durchführung 

Der TMT enthält zwei Teile (A und B), in jedem Teil finden sich jeweils 25 auf dem Testblatt 

verteilte Kreise. In Teil A enthalten alle Kreise Zahlen (von 1 bis 25), welche durch die Testperson 

in aufsteigender Reihenfolge verbunden werden sollen. In Teil B kommen zusätzlich zu den 

Zahlen auch Buchstaben vor, die in alphabetischer Reihenfolge alternierend mit den 

aufsteigenden Zahlen verbunden werden müssen. Somit ergibt sich eine Folge von 1-A-2-B-3-C 

und so weiter. Das Testergebnis ist die gemessene Zeit in Sekunden, welche der Proband für die 

Durchführung der beiden Untertests jeweils benötigt. Der Trail Making Test sollte so schnell wie 

möglich und fehlerlos durchgeführt werden. Im Falle eines Fehlers muss der Proband zum 

letzten korrekten Kreis zurückgeführt werden. Die Stoppuhr läuft stetig weiter und führt bei 

Fehlern zu einem zeitlich schlechteren Ergebnis. Die Aufgabe ist bewältigt, wenn der mit „Ende“ 

markierte Kreis erreicht ist. Vor Teil A und Teil B gibt es jeweils eine Beispielaufgabe, um zu 

prüfen, ob der Proband die Aufgabenstellung verstanden hat und sowohl körperlich als auch 

geistig in der Lage ist, den Test zu bewältigen. Wenn der Proband das Beispiel erfolgreich 

beendet hat, darf er mit dem eigentlichen Teil A bzw. Teil B beginnen (Reitan, 1992). 

 

2.2.3 Bewertung 

Die benötigte Zeit in Sekunden stellt den erreichten Score dar. Dieser wird für Teil A und Teil B 

getrennt betrachtet. Der Cut-Off-Punkt zwischen „normal“ bzw. „gesund“ auf der einen Seite 

und „beeinträchtigt“ auf der anderen Seite liegt für Teil A zwischen 39 und 40 Sekunden und für 

Teil B zwischen 85 und 86 Sekunden (Reitan, 1992). Die nach Reitan (1992) festgelegten 

Punktwerte für den TMT-A und den TMT-B sind in Tabelle 1 aufgeführt. Die Cut-off-Werte 

führten im Rahmen der vorliegenden Studie nicht zum Ausschluss von Teilnehmern.  

Tabelle 1 Punktränge des TMT nach Reitan und Wolfson (1985) 

 vollkommen 
normal 

normal geringfügig/ 
mittelgradig 
beeinträchtigt 

mittelgradig/ 
schwer 
beeinträchtigt 

Teil A 0 – 26 Sek. 27 – 39 Sek. 40 –   51 Sek.   52 Sek. + 

Teil B 0 – 65 Sek. 66 – 85 Sek. 86 – 120 Sek. 121 Sek. + 
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2.3 Laborverfahren 

Labortechnische Verfahren wurden aufgrund der Komplexität von geschultem Personal 

durchgeführt.  

 

2.3.1 DNA-Extraktion  

Da für die Genotypisierung der SNPs der zu untersuchenden Genregion um TOMM40 und APOE 

hochreine genomische DNA benötigt wurde, erfolgte bei jedem Probanden eine Blutentnahme 

mit anschließender DNA-Extraktion. Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 2 aufgeführt. 

Tabelle 2 Material für die DNA-Extraktion 

Material Hersteller 

EDTA-Monovette Sarstedt, Nümbrecht 

Qiagen DNA Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden 

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 

50 ml Zentrifugenröhre Sarstedt, Nümbrecht 

Vortex Genie Scientific Industries, New York, USA 

 

Von allen Studienteilnehmern wurden jeweils 7 ml venöses Blut in EDTA-Monovetten 

abgenommen. Anschließend erfolgte, dem Protokoll des Qiagen DNA Blood Maxi Kits (Qiagen, 

2005) folgend, die DNA-Extraktion. Ziel war es, die DNA zur weiteren Verarbeitung von anderen 

Bestandteilen (wie RNA und Proteinen) zu isolieren. Um zunächst ein Zelllysat zu erhalten, 

wurden 500 µl Qiagen Protease und 12 ml des Guanidinhydrochlorid (GHCl)-haltigen Lysepuffers 

zu den Blutproben gegeben. Guanidinhydrochlorid denaturiert u. a. die DNA-Bindeproteine, 

wodurch die Freisetzung der DNA erleichtert wurde. Die so entstandene Blutmischung wurde 

anschließend 60 Sekunden auf einem Vortex homogenisiert und dann für 30 Minuten bei 70°C 

im Wasserbad inkubiert. Durch die Zugabe von 10 ml Ethanol wurde die Hydrathülle der DNA 

entfernt. Die Blutmischung wurde erneut für 2 Minuten auf dem Vortex gemischt. Anschließend 

wurde die Blutmischung sukzessive auf eine QIAamp Maxi Säule überführt und bei 

Raumtemperatur für 3 Minuten bei 3000 rpm (engl. revolutions per minute) zentrifugiert. So 

wurde eine selektive Bindung der DNA an die Silicagelmembran erreicht. Nun folgte der erste 

Waschschritt, bei dem die Protein- und RNA-Kontaminationen entfernt wurden, da sie, im 

Gegensatz zur DNA, nicht an der Membran haften bleiben. Hierfür wurden 5 ml Guanidin-HCl-
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haltiger Puffer dazugegeben. Das Gemisch wurde anschließend bei Raumtemperatur für 2 

Minuten mit einer Rotationsgeschwindigkeit von 4000 rpm zentrifugiert. In einem zweiten 

Waschschritt wurde ein ethanolhaltiger, salzarmer Puffer zugegeben und das Gemisch für 15 

Minuten bei wiederum 4000 rpm zentrifugiert. Bei diesem Waschschritt wurde das 

Guanidinhydrochlorid-Salz herausgewaschen und anschließend wurde die Silicagelmembran 

getrocknet. Nun folgte die Elution der DNA, also das Herauslösen der DNA aus der Gelmembran. 

Die Silicagelmembran wurde hierfür zweimal hintereinander mit jeweils 0,75 ml TRIS-haltigem 

Puffer (bestehend aus 10 mM Tris-Cl und 0,5 mM EDTA) (Qiagen, 2021) für je 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 2 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. 

 

2.3.2 DNA-Konzentrationseinstellung  

Tabelle 3 Material für die Konzentrationseinstellung der DNA 

Material Hersteller 

96 well Platte, schwarz, mit flachem Boden Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Humane genomische DNA 100 ng/µl Clontech, Mountain View USA 

Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA 

Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Thermo Fast 96 well Platte ABgene, Hamburg 

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

 

Der nächste Schritt war die Konzentrationseinstellung der DNA, bei der die in Tabelle 3 

aufgelisteten Materialien verwendet wurden. Für die Genotypisierung ist es notwendig, dass 

alle DNA-Lösungen die gleiche Konzentration aufweisen. Die Bestimmung der DNA-

Konzentration der Proben erfolgte mittels einer Standardverdünnungsreihe und unter 

Verwendung des Farbstoffs PicoGreen. Dabei handelt es sich um einen fluoreszierenden 

Farbstoff, der doppelsträngige DNA (dsDNA) selektiv bindet. Um die Konzentrationen der 

unbekannten DNA-Lösungen zu quantifizieren, wurde im Vorfeld die Standardverdünnungsreihe 

vorbereitet. Dafür wurde ein DNA-Standard mit bekannter Konzentration (100 ng/µl) verwendet 

und dieser in 8 Punkten in einem Verhältnis von 1:2 mit destilliertem Wasser verdünnt. So 
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entstand eine Verdünnungsreihe mit 100 ng/µl, 50 ng/µl, 25 ng/µl, 12,5 ng/µl, 6,25 ng/µl, 

3,125 ng/µl, 1,5625 ng/µl und 0 ng/µl. Die DNA-Lösungen unbekannter Konzentration wurden 

1:10 mit destilliertem Wasser in einer 96 well Platte verdünnt.  

Anschließend wurden in eine schwarze 96 well Platte mit flachem Boden pro Vertiefung je 50 µl 

autoklaviertes, destilliertes Wasser vorgelegt. Nun wurden in Duplikaten je 5 µl der 

Standardverdünnungsreihe beziehungsweise der verdünnten Proben-DNA dazu pipettiert. 

Parallel wurde vom Farbstoff PicoGreen eine Verdünnung im Verhältnis 1:156 hergestellt. Zu 

jeder zu messenden Probe wurden jeweils 145 µl PicoGreen hinzugefügt. Dies ergab eine 

Endverdünnung des PicoGreens von 1:200. Die Konzentrationsmessung erfolgte 

halbautomatisiert durch den Roboter (Janus Automated Workstation). Durch den Greifarm der 

Janus Workstation wurde die Platte automatisch in den Victor 3 Multilabel Counter 1420 

überführt. Um eine homogene Durchmischung der Proben zu erreichen, wurde die Platte im 

Messgerät für 30 Sekunden in horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschüttelt. Nun wurde das 

PicoGreen durch Licht einer Wellenlänge von 485 nm angeregt und bei 520 nm wurde die 

Emission gemessen. Die ermittelten Fluoreszenzwerte wurden vom Messgerät direkt an einen 

Rechner weitergegeben, welcher die Konzentrationen der unbekannten DNA-Lösungen anhand 

der Fluoreszenzwerte der Standardkurve berechnen konnte. Zudem wurden jeweils die 

Mittelwerte der in Duplikaten gemessenen Proben ermittelt. Die Mengen an DNA und Wasser, 

welche nötig waren, um die gewünschte Konzentration von 50 ng/µl zu erreichen, wurden 

berechnet und die Verdünnung der Proben erfolgte automatisch durch den Pipettierroboter. 
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2.3.3.1 Bestimmung der APOE Genotypen 

Tabelle 4 Material 

Material Hersteller 

APOE rs7412, TaqMan ® SNP Assays,  
Assay ID: C__904973_10 

Applied Biosystems, Foster City, CA 

APOE rs429358, TaqMan ® SNP Assays,  
Assay ID: C__3084793_20 

Applied Biosystems, Foster City, CA 

TaqMan ® Genotyping Mastermix Thermo Fisher Scientific 

MicroAmp ® Optical 96-well Reaktionsplatte 
mit Barcode 

Thermo Fisher Scientific 

MicroAmp ® Optical Adhesive Film (Klebefolie) Thermo Fisher Scientific 

Bio-RAD CFX Connect System Bio-RAD Laboratories, Hercules, CA 

10 ng genomische DNA Aus den vorherigen Arbeitsschritten 
erhalten 

 

Die Genotypisierung der APOE ε-Allele erfolgte durch Allelkombinationen der SNPs rs7412 und 

rs429358 mittels vorgefertigter TaqMan SNP Genotyping Assays. Es wurden die in Tabelle 4 

genannten Materialien und Geräte genutzt. Für jeden SNP (also insgesamt zweimal) wurden je 

5 µl TaqMan Mastermix, 0,25 µl SNP spezifischer Genotyping Assay Mix und 3,75 µl DNAse-

freies Wasser gemischt und auf eine MicroAmp ® Optical 96-well Reaktionsplatte gegeben. Die 

Platte wurde mit dem MicroAmp ® Optical Adhesive Film abgedeckt und kurz zentrifugiert. Nun 

wurde die Klebefolie entfernt und je Vertiefung 10 ng genomischer DNA zugegeben, was ein 

Gesamtvolumen von 10 µl pro Vertiefung (engl. well) ergab. Um die gewünschten SNPs zu 

vervielfältigen, wurde im nächsten Schritt eine PCR durchgeführt. Bei 95°C wurde die Mischung 

10 Minuten lang erhitzt, um die Taq-Polymerase zu aktivieren und die DNA-Stränge vollständig 

zu denaturieren, die Denaturierung wurde in weiteren Zyklen auf 15 Sekunden verkürzt. Nun 

wurde die Mischung für eine Minute auf 60°C heruntergekühlt, sodass sich die spezifischen 

Primer an die DNA anlagern (Annealing) und die Taq-Polymerase komplementäre Basen 

anbauen konnte (Extension). Diese zwei Schritte wurden insgesamt 40mal wiederholt, um 

genügend DNA-Material zu erhalten. Anschließend wurde die Polymerase-Kettenreaktion bei 

4°C angehalten. Mit Hilfe des Bio-RAD CFX Connect Systems wurden zum Schluss die Genotypen 

ausgelesen und die Allele unterschieden.  
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2.3.3.2 Bestimmung der TOMM40 Genotypen 

Die Genotypisierung der Screening- und Replikations-Stichproben erfolgte auf SNP-Chips 

unterschiedlicher Hersteller (Illumina und Affymetrix), deren Prinzip sich jedoch ähnelt. So 

wurden z.B. bei Illumina-Chips nach Fragmentierung der Probanden-DNA und Vervielfältigung 

der DNA-Fragmente diese Fluoreszenz-markiert und auf ein Trägermaterial (Array) gegeben. Für 

jedes Allel eines zu typisierenden SNPs fanden sich an definierten Stellen des Arrays 100 % 

komplementäre Sonden. Wenn eine Hybridisierung an diesen Stellen stattgefunden hatte, 

konnte diese nach mehreren Reinigungsschritten anhand der Fluoreszenzsignale durch einen 

Scanner detektiert werden.  

Für die Genotypisierung der Screening-Stichprobe kamen sowohl SNP-Arrays von Illumina 

(Human610-Quadv1_B, Human660W-Quad_v1_A, HumanHap 300 v1.0.0, OmniExpress 12v1.0, 

Omni1-Quad) als auch von Affymetrix (Affymetrix 6.0) zum Einsatz. Die Genotypen der 

Replikationsstichprobe wurde mittels Global Screening Array von Illumina bestimmt. 

 

2.4 Analyse und Verarbeitung der Daten 

2.4.1 Apolipoprotein E ε4-Dosis-Bestimmung 

Wie unter 3.3.3 beschrieben, wurden die SNPs rs7412 und rs429358 genotypisiert. Anschließend 

wurden die Haplotypen und die APOE ε4-Dosis bestimmt. Die häufigsten Allelvariationen des 

APOE-Gens lauten: ε2 (rs7412-T, rs429358-T), ε3 (rs7412-C, rs429358-T) und ε4 (rs7412-C, 

rs429358-C) (Rall et al., 1982; SNPedia, 2019). Jeder Mensch besitzt zwei APOE-Allele, je eines 

von jedem Elternteil. Dementsprechend ergeben sich homozygote und heterozygote Genotypen 

sowie die daraus resultierende APOE ε4-Dosis, welche in Tabelle 5 dargestellt sind. Für den 

APOE-Status wurde die APOE ε4-Dosis verwendet. 

Tabelle 5 Kodierung der Apolipoprotein E-Genotypen und ε4-Dosis 

APOE-Genotypen Haplotypen APOE ε4-Dosis 

APOE-ε2/ε2 TT TT 0 

APOE-ε2/ε3 TT CT 0 

APOE-ε2/ε4  TT CC 1 

APOE-ε3/ε3 CT CT 0 

APOE-ε3/ε4 CT CC 1 

APOE-ε4/ε4 CC CC 2 
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2.4.2 Qualitätskontrolle  

Die Qualitätskontrolle und Imputation erfolgte für jede der 6 Chargen der Screeningstichprobe 

separat, für die Chargen 1 (Priebe et al., 2013; Drago A. et al., 2014), 2 (Need et al., 2009) und 3 

(Bramon et al., 2014) im Rahmen einer Schizophrenie-Assoziationsstudie des PGC (Ripke et al., 

2014). Die Chargen 4 (Stefansson et al., 2008), 5 (Lencz et al., 2014) und 6 (Galfalvy et al., 2015) 

wurden unter Beachtung derselben Kriterien qualitätskontrolliert und imputiert.  

Für die Qualitätskontrolle der Genotypisierungsdaten wurde die Software PLINK 1.9 (Chang et 

al., 2015) genutzt. Zunächst wurden alle SNPs mit Genotypen von weniger als 95 % im Batch 

entfernt, dann wurden Probanden(-daten) entfernt, deren SNP basiertes Geschlecht nicht mit 

dem erhobenen Geschlecht übereinstimmte, um Probenverwechselungen oder 

Prozessierungsfehler auszuschließen und wenn weniger als 96-99 % erfolgreich genotypisierte 

SNPs vorhanden waren. Anschließend wurde die SNP call rate erneut bestimmt, welche sich 

durch den Ausschluss dieser Probandendaten im restlichen Datensatz verbessert zeigte.  

Nun erfolgte eine weitere Qualitätskontrolle der SNPs. Dabei wurden SNPs ausgeschlossen, die 

auf Autosomen lagen und eine SNP call rate < 99 % und/oder eine Abweichung vom Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht (HWE; mittels des exakten Tests nach Fischer) in den Probanden aus 

der Allgemeinbevölkerung p < 10- 6 aufwiesen. SNPs auf dem x-Chromosom wurden in Frauen 

bei einer SNP call rate < 95 % und/oder einer Abweichung vom HWE mit p < 10- 6 in Probanden 

aus der Allgemeinbevölkerung ausgeschlossen, in Männern bei einer haploiden 

Heterozygotenfrequenz ǀFhetǀ ≥ 0,02.  

Im Anschluss wurden Probanden ausgeschlossen, welche miteinander verwandt waren 

(π ̂≥ 1,875), eine stark abweichende Ethnie (Populationsstratifikation) zeigten oder 

Auffälligkeiten in der Heterozygotenfrequenz aufwiesen. Dazu wurde ein stringent 

qualitätskontrolliertes Set von aussagekräftigen SNPs verwendet, d. h. es wurden nur 

autosomale SNPs mit MAF ≥ 5 % (minore Allelfrequenz), mit Abweichung vom HWE mit p ≥ 0,05 

und mit SNP call rate > 99 % verwendet, die zuvor auf LD-Unabhängigkeit (linkage 

disequilibrium) mit r2 < 0,2 kontrolliert wurden. Die Analyse der Ethnizität erfolgte mittels 

Hauptkomponentenanalyse durch Verwendung von EIGENSTRAT (Price et al., 2006). Nach der 

Chip-spezifischen Qualitätskontrolle wurden bekannte Duplikate auf verschiedenen Chips 

miteinander verglichen. Lag die Konkordanzrate unter 99 %, wurden beide Proben verworfen, 

lag sie darüber, wurde die Probe mit der schlechteren Qualität ausgeschlossen. Schließlich 

wurden für die Screeningstichprobe 558 Probanden aus der Allgemeinbevölkerung mit validen 

Genotyp- und Phänotypdaten für die Assoziationsanalyse ausgewählt. 
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Die Genotypdaten wurden mithilfe der Software SHAPEIT (Delaneau et al., 2012) und IMPUTE2 

(Howie et al., 2009; 2011) auf das 1000 Genomes reference sample (Phase 1 Version 3) imputiert 

(Auton et al., 2015). Die Imputation für das X-Chromosom erfolgte für Frauen und Männer 

getrennt. Nach der Imputation wurden die sechs Chargen zu einem großen Datensatz 

kombiniert, wobei diejenigen Marker mit einem INFO-Wert < 0,6 in einer der Chargen oder im 

kombinierten Datensatz ausgeschlossen wurden, ebenso wie Marker, deren minore 

Allelfrequenz zwischen den Datensätzen um mehr als 0,1 abwich. Genau wie auf den einzelnen 

Chips wurden auf dem kombinierten Datensatz Analysen zur Erkennung unbekannter 

Verwandtschaft, Abweichungen von der Heterozygotenfrequenz und Populationsstratifikation 

durchgeführt. Aus diesem Datensatz wurden 113 SNPs für die Datenanalyse ausgewählt, die im 

Gen TOMM40 oder 20kb up- oder downstream des Gens lokalisiert waren. Für die 

Screeningstichprobe wurden 558 Probanden aus der Allgemeinbevölkerung mit validen 

Genotyp- und Phänotypdaten für die Assoziationsanalyse ausgewählt. 

In der Replikationsstichprobe wurden zur Qualitätskontrolle vergleichbare Grenzwerte sowie 

dieselbe Software (PLINK 1.9) verwendet. Die Genotypisierung dieses batches erfolgte auf dem 

Illumina Global Screening Array. Für die Bestimmung der Probanden call rate und für die 

Geschlechtsüberprüfung wurde ein vorgefiltertes SNP-Set mit einer call rate von über 95 % 

verwendet. Probanden wurden ausgeschlossen, wenn das Geschlecht nicht mit dem 

angegebenen übereinstimmte oder die call rate unter 98 % lag, ebenso Varianten mit einer SNP 

call rate ≥ 99 %, MAF ≥ 1 %, HWE ≥ 10- 5. Es wurde ein stringenter kontrolliertes SNP-Set 

verwendet (MAF ≥ 0,05, HWE p ≥ 0,05, call rate ≥ 0,99, r2 ≤ 0,2 innerhalb 1500 kb, Ausschluss 

von Regionen in hohem LD (z.B. die MHC Region)), um doppelte oder verwandte Probanden und 

mögliche Populationsstratifikationseffekte zu erkennen. Bei Probandendopplung und bei einer 

unbekannten Verwandtschaft zwischen zwei Probanden (π̂ > 0,1875) wurde ein Proband 

entfernt. Schließlich ergaben sich in der Replikation Daten für 617 Probanden.  

Für die Replikation wurden SNPs ausgewählt, für die in der Screeningstichprobe eine signifikante 

Assoziation identifiziert wurde. Waren die zu replizierenden SNPs nicht in der 

Replikationsstichprobe enthalten, wurden Proxy-SNPs unter Verwendung der Software SNiPA 

des Helmholtz Zentrums München (Arnold M. et al., 2014), basierend auf Daten des 1000-

Genomes-Projects (Phase 3 v5) (Auton et al., 2015) untersucht. Dabei handelt es sich um SNPs, 

die sich im LD zu den Index-SNPs der Screeningstichprobe befanden.  
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2.4.3 Statistische Analyse 

Die Screeningstichprobe umfasste 558 Probanden. Die unterschiedliche Verteilung der 

TMT-Werte zwischen den Geschlechtern wurde mit dem Wilcoxon Rank Sum-Test berechnet, 

die unterschiedliche Werte-Verteilung nach Alter mit dem Spearman’s Correlation-Test und die 

der Ausbildung anhand des Kruskal-Wallis Rank Sum-Test. Die Assoziationsanalyse für die  

Phänotypen des TMT erfolgte an 113 Markern der TOMM40-APOE-Region mittels additiver 

linearer Regression in PLINK 1.9 (Chang et al., 2015). Dabei wurden die Rohwerte der 

Indexskalen für Alter, Geschlecht und Bildungsgrad adjustiert. Durch inverse Rang-

Transformation wurden Residuen normalisiert und standardisiert, diese Residuen gingen als 

abhängige Variablen in die lineare Regressionsgleichung ein. Es korrelierten hohe Werte der 

Rohdaten mit hohen Werten der transformierten Variablen. Für die verschiedenen Chargen 

wurden mittels Dummy Variablen korrigiert.  

Die Wahrscheinlichkeiten der drei APOE-Genotypen wurden in einen einzelnen Wert zwischen 

0 und 2 (Dosis) umgewandelt. Für den APOE-Status bzw. die Korrektur für die Kovariable APOE 

wurde statt der Genotypen diese Dosis des ε4-Allels verwendet. Dieser Wert ging als 

unabhängige Variable in die Gleichung der linearen Regression ein. Dabei wurde eine Korrektur 

für batch und die APOE-Dosis durchgeführt.  

Die erste Hauptkomponente der EIGENSTRAT Analyse (Price et al. 2006) wurde zur Korrektur 

möglicher Populationsstruktureffekte als Kovariable in die Analyse einbezogen.  

Bei der Berechnung der Assoziation zu den Phänotypen in den Untergruppen (Männer/Frauen) 

wurde mittels linearer Regression für Alter und Bildungsgrad adjustiert. 

Auch für die Replikationsstichprobe, welche 617 Probanden umfasste, wurde eine additive 

lineare Regressionsanalyse der in der Screeningstichprobe signifikant gefundenen SNPs 

durchgeführt. Dabei wurden die Rohwerte für Alter und Geschlecht adjustiert.  

 

2.4.4 Clumping 

Unter Verwendung des „clump“ Befehls in PLINK 1.9 (Chang et al., 2015) wurden die Ergebnisse 

der Screeningstichprobe basierend auf den Assoziationsergebnissen für TMT-A und TMT-B 

getrennt nach folgendem Schema zu chromosomalen Regionen zusammengefasst: Der SNP mit 

dem niedrigsten p-Wert wurde als Index-SNP definiert. Alle Marker im LD (r2 > 0,1) und in einer 

Distanz von 3000 kb zum Index-SNP wurden diesem zugeordnet. Mit den verbleibenden 
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Variationen wurde genauso verfahren, bis alle SNPs einem Index-SNP zugewiesen waren. So 

konnten sowohl für TMT-A als auch für TMT-B 10 LD-unabhängige Regionen betrachtet werden. 

 

2.4.5 Signifikanzniveau 

In allen Analysen der Screening- und Replikationsstichprobe wurde ein Signifikanzniveau von 

p < 0,05 als Grundlage der statistischen Berechnungen festgelegt. Das nach multiplem Testen 

korrigierte α-Level für die Screeningstichprobe betrug p < 0,005 (0.05/10). 
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3. Ergebnisse 

3.1 Beschreibung der Stichprobe 

Insgesamt wurden in der Screeningstichprobe 558 Probanden genotypisiert und mittels TMT-A 

und TMT-B getestet, dabei wurden etwa gleich viele Frauen und Männer untersucht. Das 

Durchschnittsalter betrug 50,6 Jahre. Eine Übersicht der Screeningstichprobe gibt Tabelle 6. 

Unterschiede zwischen Männern und Frauen fanden sich in der Verteilung des Bildungsstatus 

wobei die Männergruppe einen höheren Bildungsstand aufwies.  

Es lagen für 460 Screeningprobanden Daten zum APOE-Status vor, sodass die APOE ε4-Dosis 

(kein/ein/zwei ε4-Allele) bestimmt wurde. Es zeigten sich in der gesamten Screeningstichprobe 

keine signifikanten Unterschiede zwischen dem APOE-Status und der Testleistung im TMT-A 

(p = 0,24) und TMT-B (p = 0,08). 

Tabelle 6 Beschreibung der Screeningstichprobe 

 Gesamt Männer  Frauen 

Gesamtzahl n (%) 558 274 (49,10) 284 (50,89) 

Mindestalter in Jahren    22   22   22 

Maximales Alter in Jahren   75   75   72 

Durchschnittsalter in Jahren (SD)   50,59 (13,52)   51,82 (13,46)   49,41 (13,49) 

Niedrige Ausbildung n (%) 114 (20,43)   57 (20,8)   57 (20,07) 

Mittlere Ausbildung n (%) 201 (36,02)   88 (32,12) 113 (39,79) 

Hohe Ausbildung n (%) 243 (43,55) 129 (47,08) 114 (40,14) 

n APOE 460 220 240 

APOE ε4-/ ε4- n (%) 348 (75,65) 163 (74,09) 185 (77,08) 

APOE ε4+/ ε4- n (%) 105 (22,83)   53 (24,09)   52 (21,67) 

APOE ε4+/ ε4+ n (%)     7 (1,52)     4 (1,82)     3 (1,25) 

n = Anzahl, SD = Standardabweichung 

 

Die Replikationsstichprobe bestand aus 617 Probanden, davon waren 255 männlich und 362 

weiblich. Das Durchschnittsalter der Replikationsstichprobe war mit einem Mittelwert von 68,36 

Jahren und einer Standardabweichung von 6,95 höher als das der Screeningstichprobe. 

 

3.2 Lokalisation der Polymorphismen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 113 SNPs in der TOMM40-Gen-Region (± 20 kb oberhalb und 

unterhalb des TOMM40-Gens) auf Chromosom 19 untersucht und einzelne signifikant 

assoziierte SNPs in der TOMM40-APOE-Genregion in der Replikationsstichprobe nachverfolgt. 
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Für die Screeningstichprobe werden nachfolgend 39 verschiedene mit dem TMT-A und/oder 

TMT-B nominal signifikant assoziierte SNPs beschrieben. Durch das testspezifische clumpen 

wurden diese 39 Varianten teilweise unterschiedlichen Index-SNPs zugeordnet. Die 

untersuchten SNPs und ihre jeweilige Genposition zeigen Tabelle 7 und Abbildung 1. Die 

Lokalisierung der SNPs auf der DNA erfolgte mit Hilfe des Variation Viewers von NCBI (NCBI -

Variation viewer). Alle Angaben beziehen sich auf den NCBI build GRCh37.p13.  

Im Gen TOMM40 befinden sich 12 der 39 mit TMT-A und/oder B assoziierten SNPs in 

intronischen Bereichen und ein SNP in Exon 4 als missense Variante. Zwei SNPs liegen in der 

Intergenregion zwischen TOMM40 und APOE; rs7259620 1.251 bp und rs405509 203 bp vor 

dem 5’-Ende von APOE. Zwei Polymorphismen liegen in der Intergenregion 266 bp (rs76692773) 

bzw. 141 bp (rs71352238) vor dem 5‘-Ende von TOMM40 (NCBI, 2020a, 2020b). Im APOE-Gen 

liegt ein nominal signifikanter SNP im Intron und ein nominal signifikanter SNP (rs1081106) liegt 

4.211 bp vor 5‘ APOC1. 17 der nominal signifikanten SNPs liegen in Introns des 5‘ zu TOMM40 

gelegenen NECTIN2-Gens, ein SNP in Exon 7 als synonymous Variante und ein SNP in Exon 9 im 

Bereich der 3'-UTR. Ein weiterer SNP liegt im Intron des Gens APOC1. 
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Tabelle 7 Mit TMT-A und/oder TMT-B nominal signifikant assoziierte SNPs und deren 
Lokalisation ± 20 kb um das TOMM40-Gen  

SNP  Abb. 
1 

Position Lage A1 A2 TMT-A Index (C) TMT-B Index (C) 

rs11671274   1 45376317 NECTIN2 (0) C G rs1064725 (3) rs11671274 (4) 

rs11672399   2 45377098 NECTIN2 (0) A C rs73052307 (4) rs11671274 (4) 

rs393584   3 45377334 NECTIN2 (0) A G rs2075642 (5) rs393584 (3) 

rs2075642   4 45377467 NECTIN2 (0) A G rs2075642 (5) rs393584 (3) 

rs387976   5 45379060 NECTIN2 (0) C A rs2075642 (5) rs393584 (3) 

rs369599   6 45379336 NECTIN2 (0) T C rs34278513 (6) rs393584 (3) 

rs370705   7 45379638 NECTIN2 (0) T C rs34278513 (6) rs393584 (3) 

rs385982   8 45379682 NECTIN2 (0) C A rs34278513 (6) rs393584 (3) 

rs73050293   9 45379746 NECTIN2 (0) G A rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs11667640 10 45379791 NECTIN2 (0) T C rs1064725 (3) rs11671274 (4) 

rs419925 11 45380126 NECTIN2 (0) C G rs34278513 (6) rs393584 (3) 

rs421812 12 45380545 NECTIN2 (0) T G rs34278513 (6) rs393584 (3) 

rs147636938 13 45386634 NECTIN2 (0) T C rs147636938 (9) rs116881820 (8) 

rs12972156 14 45387459 NECTIN2 (0) G C rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs12972970 15 45387596 NECTIN2 (0) A G rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs34342646 16 45388130 NECTIN2 (0) A G rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs283813 17 45389174 NECTIN2 (0) A T rs147636938 (9) rs283809 (6) 

rs283814 18 45389224 NECTIN2 (0) A G rs283814 (8) rs141739979 (10) 

rs6857 19 45392254 NECTIN2 (0) T C rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs76692773 20 45394211 TOMM40 (266) T C rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs71352238 21 45394336 TOMM40 (141) C T rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs2075650 22 45395619 TOMM40 (0) G A rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs34095326 23 45395844 TOMM40 (0) A G rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs34404554 24 45395909 TOMM40 (0) G C rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs11556505 25 45396144 TOMM40 (0) T C rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs157584 26 45396899 TOMM40 (0) T C rs34342646 (1) rs157584 (5) 

rs157585 27 45397512 TOMM40 (0) C A rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs157588 28 45398264 TOMM40 (0) T C rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs157590 29 45398716 TOMM40 (0) C A rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs1160985 30 45403412 TOMM40 (0) T C rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs760136 31 45403858 TOMM40 (0) G A rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs741780 32 45404431 TOMM40 (0) C T rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs1038025 33 45404972 TOMM40 (0) C T rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs1038026 34 45405062 TOMM40 (0) G A rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs7259620 35 45407788 APOE (1.251) A G rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs405509 36 45408836 APOE (203) G T rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs769449 37 45410002 APOE (0) A G rs34342646 (1) rs769449 (1) 

rs1081106 38 45413366 APOC1 (4.211) C T rs76692773 (2) rs76692773 (2) 

rs5117 39 45418790 APOC1 (0) C T rs34342646 (1) rs769449 (1) 

Abb. 1 = Nummer in Abbildung 1; Zahl in Klammern = Entfernung in Basenpaaren zum nächsten 
Gen z. B. APOE (203) = 203 bp vor APOE; es wurde build GRCh37 verwendet, A1 = minores Allel, 
A2 = majores Allel, C = clump, fett gedruckt = für den Test nominal signifikanter Index-SNP 
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Abbildung 1 Untersuchte SNPs der TOMM40-Genregion ± 20 kb 

Darstellung der untersuchten Genregion auf Chromosom 19q19.32: die Gene NECTIN2, 
TOMM40, APOE und APOC1 mit den SNPs von 5‘ nach 3‘. Tabelle 7 zeigt, welche Zahl welchem 
SNP zugeordnet ist. Exons sind als Blöcke, Introns als verbindende Linien dazwischen (im Gen 
bunt; in der Intergenregion schwarz) dargestellt. Als Quelle diente der Variation Viewer (NCBI -
Variation viewer).   
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3.3 Assoziation von SNPs der TOMM40-Region mit den Ergebnissen des TMT 

Zunächst wurde untersucht, ob SNPs der betrachteten Genregion nominal signifikant mit 

Ergebnissen des TMT der gesamten Screeningstichprobe assoziiert sind. Von diesen SNPs 

wurden lediglich die LD-unabhängigen Index-SNPs beschrieben. Sie wurden im Anschluss für die 

Kovariable APOE ε4-Allel korrigiert, um zu prüfen, ob der beobachtete Effekt vom Gen TOMM40 

bzw. NECTIN2 ausgeht oder vom benachbarten APOE ε4-Allel dominiert ist. Anschließend wurde 

geschaut, wie sich die Index-SNPs in den nach Geschlechtern getrennten Untergruppen 

verhalten, um geschlechtsspezifische Effekte der Variationen zu betrachten. Zuletzt erfolgte die 

Replikation derjenigen SNPs, welche sich in der Screeningstichprobe entweder in der 

Gesamtgruppe, in der APOE-ε4-Analyse oder in den Untergruppen der Geschlechter signifikant 

assoziiert gezeigt hatten. Dabei ergaben sich 6 signifikant assoziierte SNPs, davon 2 Proxy-SNPs 

(rs72654437 für rs76692773 (r2 = 0,280125, D‘ = 0,942164) und rs11667640 für rs11671274 

(r2 = 0,631398, D‘ = 0,801734). Die Richtung der beobachteten Assoziation wurde bei der 

Replikationsuntersuchung beachtet und war für Screeningstichprobe und 

Replikationsstichprobe gleich. 

 

3.3.1 Ergebnisse im Trail Making Test-A 

Bezogen auf die Screeningstichprobe konnten in 2 LD-unabhängigen Regionen (clumps) nominal 

signifikante Assoziationen zu den Ergebnissen des TMT-A festgestellt werden (Tabelle 8). Dabei 

zeigte das seltenere Allel rs34342646-A eine Assoziation zu schlechterer (B = 0,2603) und das 

seltenere Allel rs76692773-T eine Assoziation zu besserer Leistung (B = -0,2043). Nach Korrektur 

für die Kovariable des APOE ε4-Allels zeigte sich bei keinem Polymorphismus eine nominal 

signifikante Assoziation zum TMT-A (rs34342646: p = 0,1566; rs76692773: p = 0,1887).  

Tabelle 8 Darstellung der Index-SNPs in LD-unabhängigen Regionen mit nominal signifikanten 
Assoziationen mit dem TMT-A  

Index-SNP Clump A1 FRQ Lokalisation  B P SE 

rs34342646 1 A 0,1409 NECTIN2 (0)  0,2603 0,0041 0,0903 

rs76692773 2 T 0,1192 TOMM40 (266) -0,2043 0,0465 0,1024 

SNP = Single Nucleotide Polymorphism, A1 = Effektallel (i. d. R. minores Allel), FRQ = 
Allelfrequenz des Effektallels, B = Regressionskoeffizient, P = p-Wert, SE = Standardfehler 

 

In der Replikationsstichprobe konnte für diese beiden Variationen keine signifikante Assoziation 

zu den Ergebnissen des TMT-A beobachtet werden. 
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3.3.2 Ergebnisse der Frauen im Trail Making Test-A  

Bei nach Geschlechtern getrennter Analyse der Ergebnisse zeigten die weiblichen Probanden 

eine nominal signifikante Assoziation des Index-SNPs rs34342646 (p = 0,0469) zu den TMT-A-

Ergebnissen. Dabei zeigte das seltenere Allel A eine Assoziation zu schlechterer Testleistung 

(B = 0,2545). Nach Korrektur für die Kovariable des APOE ε4-Allels zeigte dieser Index-SNP keine 

signifikante Assoziation (p = 0,467).  

 

3.3.3 Ergebnisse der Männer im Trail Making Test-A  

Die männlichen Probanden zeigten für die Index-SNPs der Gesamtstichprobe keine nominal 

signifikante Assoziation zu den Ergebnissen des TMT-A. In der Replikation der Ergebnisse konnte 

jedoch in der Männergruppe ein Trend zu einer signifikanten Assoziation (p = 0,095) für den 

Index-SNP rs76692773 über einen Proxy-SNP (rs72654437; r2 = 0,280125, D‘ = 0,942164) 

festgestellt werden. Dabei zeigte das seltenere Allel rs72654437-A eine Assoziation zu besseren 

Testleistungen. 

 

3.3.4 Ergebnisse im Trail Making Test-B 

Von den 113 untersuchten Polymorphismen zeigten die Index SNPs der 5 LD-unabhängigen 

Regionen eine nominal signifikante Assoziation zu Ergebnissen des TMT-B (rs769449, 

rs76692773, rs393584, rs11671274 und rs157584). Dies zeigt Tabelle 9. Die selteneren Allele 

rs769449-A und rs393584-A zeigten eine Assoziation zu schlechterer Leistung, die selteneren 

Allele rs76692773-T, rs11671274-G und rs157584-C eine Assoziation zu besserer Leistung im 

TMT-B. 

Zwei der Index-SNPs blieben auch nach Korrektur für multiples Testen noch signifikant: rs769449 

(p = 0,0001) und rs76692773 (p = 0,0006).  

Nach Korrektur für die Kovariable des APOE ε4-Allels waren die 4 Index-SNPs rs769449, 

rs76692773, rs393584 und rs11671274 nominal signifikant mit dem TMT-B assoziiert (Tabelle 

10).  
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Tabelle 9 Darstellung der SNPs in LD-unabhängigen Regionen mit nominal signifikanten 
Assoziationen mit dem TMT-B 

Index-SNP Clump A1 FRQ Lokalisation B P  SE 

rs769449 1 A 0,1079 APOE (0)  0,3942 0,0001 0,1012 

rs76692773 2 T 0,1192 TOMM40 (266) -0,3486 0,0006 0,101 

rs393584 3 A 0,3379 NECTIN2 (0)  0,1690 0,0122 0,0672 

rs11671274 4 C 0,9406 NECTIN2 (0)  0,2948 0,0203 0,1267 

rs157584 5 T 0,5138 TOMM40 (0)  0,1392 0,0233 0,0612 

SNP = Single Nucleotide Polymorphism, A1 = Effektallel (i. d. R. minores Allel), FRQ = 
Allelfrequenz des Effektallels, B = Regressionskoeffizient, P = p-Wert, SE = Standardfehler 

 

Tabelle 10 Darstellung der SNPs in LD-unabhängigen Regionen mit nominal signifikanten 
Assoziationen mit dem TMT-B mit APOE-Korrektur 

Index-SNP Clump A1 FRQ Lokalisation B APOE  P APOE  SE 

rs769449 1 A 0,1094 APOE (0) 0,3521 0,0507 0,1797 

rs76692773 2 T 0,1188 TOMM40 (266) -0,3210 0,0044 0,1123 

rs393584 3 A 0,3422 NECTIN2 (0)  0,1731 0,0175 0,0726 

rs11671274 4 C 0,9454 NECTIN2 (0)  0,3440 0,0174 0,1441 

SNP = Single Nucleotide Polymorphism, A1 = Effektallel, FRQ = Allelfrequenz des Effektallels, B = 
Regressionskoeffizient, P = p-Wert, SE = Standardfehler, B APOE = Regressionskoeffizient unter 
Berücksichtigung des APOE, P APOE = p-Wert unter Berücksichtigung des APOE 

 

Der SNP rs769449 zeigte in der Replikationsstichprobe ebenfalls eine nominal signifikante 

Assoziation (p = 0,03) zu den Ergebnissen des TMT-B. Dabei zeigte das seltenere Allel A genau 

wie in der Screeningstichprobe eine Assoziation zu schlechterer Leistung, sodass für Screening- 

und Replikationsstichprobe gilt: je mehr A minor, desto schlechter die Testleistung im TMT-B.  

 

3.3.5 Ergebnisse der Frauen im Trail Making Test-B 

Bei den Frauen waren 3 der Index-SNPs nominal signifikant mit den Ergebnissen des TMT-B 

assoziiert, wie Tabelle 11 zeigt. Dabei zeigte das seltenere Allel rs769449-A eine Assoziation zu 

schlechterer Testleistung, die selteneren Allele rs76692773-T und rs157584-T eine Assoziation 

zu besserer Testleistung im TMT-B. Es muss beachtet werden, dass in der Frauengruppe 

rs157584-T das seltenere Allel ist, dies ist in der Gesamtstichprobe und im CEU-Abgleich das 

häufigere Allel. 

Die Korrektur auf die Kovariable des APOE ε4-Allels überstanden die Assoziationen dieser Index-

SNPs nicht. 
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Tabelle 11 Darstellung der SNPs in LD-unabhängigen Regionen mit nominal signifikanten 
Assoziationen mit dem TMT-B in der Gruppe der Frauen 

Index-SNP Clump A1 FRQ Lokalisation B Frauen P Frauen SE  

rs769449 1 A 0,1021 APOE (0)  0,3861 0,0107 0,1503 

rs76692773 2 T 0,1225 TOMM40 (266) -0,2970 0,0415 0,1450 

rs157584 5 T 0,4889 TOMM40 (0)  0,2322 0,0070 0,0854 

 SNP = Single Nucleotide Polymorphism, A1 = Effektallel (i. d. R. minores Allel), FRQ = 
Allelfrequenz des Effektallels, B = Regressionskoeffizient, P = p-Wert, SE = Standardfehler 

 

Für den SNP rs769449 zeigte sich in der Replikationsstichprobe bei der Frauengruppe ein Trend 

(p = 0,0534) zu einer nominal signifikanten Assoziation. Dabei zeigte genau wie in der 

Screeningstichprobe das seltenere Allel rs769449-A eine Assoziation zu schlechterer 

Testleistung (B = 0,518).  

 

3.3.6 Ergebnisse der Männer im Trail Making Test-B 

Bei den männlichen Probanden waren 3 Index-SNPs nominal signifikant mit Ergebnissen des 

TMT-B assoziiert (Tabelle 12). Dabei zeigten sich die selteneren Allele rs769449-A (wie in der 

Gesamt- und Frauengruppe) und rs393584-A (wie in der Gesamtgruppe) assoziiert mit 

schlechterer Testleistung. Das seltenere Allel rs76692773-T zeigte sich (ebenfalls wie in der 

Gesamtstichprobe und der Frauengruppe) mit besserer Testleistung assoziiert. 

Nach Korrektur für die Kovariable des APOE ε4-Allels zeigte sich der Index-SNP rs393584 noch 

immer nominal signifikant mit den Ergebnissen des TMT-B assoziiert (p = 0,009). 

In der Replikationsstichprobe zeigte sich für die männlichen Probanden keine signifikante 

Assoziation der SNPs mit den Ergebnissen des TMT-B. 

Tabelle 12 Darstellung der SNPs in LD-unabhängigen Regionen mit nominal signifikanten 
Assoziationen mit dem TMT-B in der Gruppe der Männer  

Index-SNP  Clump A1 FRQ Lokalisation B Männer P Männer SE  

rs769449 1 A 0,1140 APOE (0)  0,3612 0,0083 0,1359 

rs76692773 2 T 0,1158 TOMM40 (266) -0,3563 0,0119 0,1407 

rs393584 3 A 0,3431 NECTIN2 (0)  0,2358 0,0101 0,0910 

SNP = Single Nucleotide Polymorphism, A1 = Effektallel (i. d. R. minores Allel), FRQ = 
Allelfrequenz des Effektallels, B = Regressionskoeffizient, P = p-Wert, SE = Standardfehler 
 

 



Diskussion 

45 
 

 

4. Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

In der vorliegenden Studie wurde die Assoziation von 113 Polymorphismen der TOMM40-APOE-

Genregion (± 20 kb von TOMM40) zu den Ergebnissen des Trail Making Tests untersucht, den 

eine erste Screeningstichprobe aus 558 gesunden Probanden erzielte. Anschließend wurden die 

signifikanten Assoziationen anhand einer Replikationsstichprobe mit 617 Probanden überprüft.  

Es zeigten sich insgesamt 39 SNPs nominal signifikant mit den Ergebnissen des TMT-A und/oder 

TMT-B assoziiert. 2 LD-unabhängige Index-SNPs (rs34342646 und rs76692773) waren nominal 

signifikant mit den Ergebnissen des TMT-A assoziiert. Nach Korrektur für die Kovariable des 

APOE ε4-Allels zeigte sich in der Screening-Gesamtstichprobe keine nominal signifikante 

Assoziation zu den TMT-A-Ergebnissen. In der Replikationsstichprobe der Männer zeigte sich für 

den SNP rs76692773 über den Proxy-SNP rs72654437 ein Trend von p = 0,095.  

Im TMT-B gab es in der Screening-Gesamtstichprobe 5 nominal signifikant assoziierte Index-

SNPs. Zwei SNPs in 2 LD-unabhängigen Regionen hielten multiplem Testen stand und zeigten die 

besten p-Werte: für TOMM40 rs76692773 (p = 0,0006) und für APOE rs769449 (p = 0,0001). 

Nach Korrektur für die Kovariable des APOE ε4-Allels zeigten sich 4 Index-SNPs nominal 

signifikant assoziiert. Die Replikationsstichprobe zeigte für den SNP rs769449 für die 

Gesamtstichprobe eine nominal signifikante Assoziation (p = 0,03) und für die Frauengruppe 

einen Trend (p = 0,0534).  

 

4.2 Einflussmöglichkeiten der untersuchten Polymorphismen 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen Polymorphismen der Genregion 

um TOMM40 und APOE und der kognitiven Leistungsfähigkeit an gesunden Probanden mittels 

des TMT getestet. Dabei zeigte sich die TOMM40-APOE-Genregion mit kognitiver 

Leistungsfähigkeit assoziiert. Noch ungeklärt bleibt, wie die SNPs der TOMM40-APOE-Genregion 

auf die Kognition Einfluss nehmen könnten.  

Im Folgenden werden diejenigen SNPs diskutiert, die sowohl in der vorliegenden Arbeit, als auch 

in weiteren Studien untersucht wurden. Dabei handelt es sich nicht zwingend um die Index-

SNPs, sondern zum Teil um SNPs des gleichen clumps.  
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4.2.1 Polymorphismen des Gens TOMM40 

Das Gen TOMM40 wurde mehrfach als mit der LOAD assoziiert gefunden (Jiao et al., 2015; Bao 

et al., 2016). Es kodiert für das Protein TOMM40, welches Hauptbestandteil der Translokase der 

äußeren Mitochondrienmembran (TOM) ist (Shiota et al., 2015). Eine den Effekt des TOMM40 

auf Kognition und LOAD betreffende These, ist die Mitochondrien-Kaskaden-Hypothese 

(Swerdlow und Khan, 2004). Genetische Polymorphismen im TOMM40-Gen könnten 

Strukturveränderungen der TOM verursachen, welche zu einer Akkumulation von APP führen 

und so das Membranpotential, sowie die ATP-Produktion beeinträchtigen 

(Anandatheerthavarada et al., 2003). Besonders die sensiblen Neuronen könnten so Schaden 

nehmen und die Kognition könnte beeinträchtigt werden (Cha et al., 2012). 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Index-SNP rs76692773 mit den Ergebnissen des TMT-A 

und des TMT-B nominal signifikant assoziiert, dabei zeigte das seltenere T-Allel eine Assoziation 

zu besserer Testleistung in beiden Untertests. Diese Assoziation hielt multiplem Testen stand 

(p = 0,0006). Dieser p-Wert zeigt, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsächlich ein 

Zusammenhang zwischen rs76692773 und dem kognitiven Endophänotypen besteht. In der 

Replikation der Ergebnisse konnte zumindest ein Trend zu einer nominal signifikanten 

Assoziation zu den TMT-A-Ergebnissen in der Subgruppe der Männer festgestellt werden. Dabei 

wurde für rs76692773 der im LD liegende Proxy-SNP rs72654437 (Dprime = 0,9422) verwendet. 

Der hohe Dprime-Wert von 0,9422 spricht dafür, dass dieser Proxy-SNP sehr nah am Index-SNP 

liegt und ihre Assoziationen somit vergleichbar sind. Die Assoziation zu den Ergebnissen des 

TMT-B zeigte sich in der Screeningstichprobe auch nach Korrektur für die Kovariable APOE ε4-

Allel noch signifikant, sodass rs76692773 auch unabhängig von APOE kognitive Leistungen 

beeinflussen könnte. Du et al. (2019) beschrieben, dass es Hinweise gibt, dass rs76692773 einen 

Risikolocus für die LOAD darstellt. 

Ein in vielen Studien zur Lebensdauer, sowie zur LOAD auftauchender SNP ist rs2075650. Dieser 

war in der vorliegenden Arbeit mit besserer Leistung in beiden Untertests assoziiert (Allel A, 

clump 1, vertreten durch Index-SNP rs34342646 in TMT-A und rs769449 in TMT-B). In einer 

Studie der Women’s Health Initiative fanden Shadyab et al. (2017), dass die Variation rs2075650-

A bei kaukasischen Frauen signifikant mit langer Lebensdauer, definiert als ein Überleben bis 

zum 90. Lebensjahr, assoziiert war. Auch Yashin et al. (2018) konnten für Männer und Frauen 

für die Variation rs2075650-A eine signifikante Assoziation zu langer Lebensdauer feststellen. 

Davies et al. (2014) untersuchten in ihrer GWAS die Assoziation zwischen dem APOE-Locus 

(inklusive TOMM40) und nicht pathologischem kognitiven Altern. Dabei wurde eine genomweit 

signifikante Assoziation des SNPs rs2075650 zu kognitivem Altern bei gesunden Probanden 
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festgestellt, wobei das G-Allel mit kognitivem Abbau assoziiert wurde. In der Metaanalyse von 

Huang et al. (2016) wurde eine Assoziation von rs2075650 mit der LOAD festgestellt. Weiterhin 

wurde das G-Allel als das Hoch-Risiko-Allel identifiziert (studienweite OR von 2,79) und die These 

aufgestellt, dass das A-Allel mit niedrigerem Alzheimer-Risiko assoziiert ist. Unterstützt wird 

diese Hypothese durch die Studie von Cruchaga et al. (2013), welche eine signifikante 

Assoziation von rs2075650 zu Tau und p-Tau im Liquor feststellten, die bekannte Biomarker für 

die LOAD sind. Dabei zeigte sich das G-Allel als das Risikoallel. Potkin et al. (2009) stellten eine 

Assoziation von rs2075650-G zu reduziertem Volumen (Atrophie) des Hippocampus fest. Wie 

genau der SNP rs2075650 Einfluss auf die Atrophie dieser Hirnregionen nimmt und damit einen 

Teil der Neurodegeneration der LOAD bedingt, ist bislang nicht geklärt. Insgesamt sind die 

pathologischen Mechanismen, welche zur LOAD führen, bis dato nicht vollständig verstanden. 

Ausgehend von den Ergebnissen der genannten Studien und denen der vorliegenden Arbeit 

könnte das Allel A des SNPs rs2075650 als ein protektives Allel und das G-Allel als ein Risiko-Allel 

für kognitive Leistungsfähigkeit und evtl. für die LOAD betrachtet werden. 

Die Ergebnisse dieser Studien sind kritisch zu betrachten und eher als Hinweise zu werten, da 

die Stichprobengrößen teilweise zu gering waren und deskriptive Studien keine funktionellen 

Zusammenhänge erklären. Weiterhin können Effektallele je nach Stichprobenauswahl aufgrund 

von Selektionseffekten in verschiedene Richtungen weisen oder in einem LD zur eigentlich 

funktionellen Variante stehen. Dies muss bei der Interpretation solcher Studien beachtet 

werden.  

Bei dem exonischen SNP rs11556505 (clump 1, vertreten durch Index-SNP rs34342646 in TMT-A 

und rs769449 in TMT-B) handelt es sich um eine sog. missense variant. Der Basenaustausch sorgt 

für die Kodierung einer anderen Aminosäure (Leucin statt Phenylalanin) (NCBI, 2020c). Es lässt 

sich nicht eindeutig beschreiben, welche Auswirkung dieser Aminosäurenaustausch hat. 

Arpawong et al. (2017) beschrieben, dass kognitiv gesunde Erwachsene, die das APOE-ε4 Allel 

sowie rs11556505-T aufwiesen, eine Assoziation zwischen erniedrigtem Hippocampusvolumen 

und verminderter Merkfähigkeit zeigten. Der Polymorphismus rs11556505-T war auch in der 

vorliegenden Arbeit nominal signifikant mit schlechteren Ergebnissen im TMT-A und -B 

assoziiert. In der Studie von Jiao et al. (2015) wurde die Variation rs11556505-T hingegen als 

protektiv eingestuft. Die abweichenden Ergebnisse, welche denen der vorliegenden Studie 

widersprechen, könnten dadurch zu erklären sein, dass es sich bei der von Jiao et al. (2015) 

untersuchten Stichprobe ausschließlich um Chinesen handelt, welche andere Allelfrequenzen 

aufweisen als Kaukasier.  
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Mutationen in Exons können nicht nur durch Deletion einer Base und Verschiebungen des 

Protein-Leserahmens, sondern auch durch Beeinflussung des Spleißvorgangs, zu 

unterschiedlichen Genprodukten führen und somit in verschiedenen Krankheiten resultieren. 

Weiterhin können exonische, also funktionale SNPs die Sekundärstruktur der mRNA 

beeinflussen, was sich wiederum auf die Genexpression auswirken kann. Einen Überblick bietet 

der Reviewartikel von Abramowicz et al. (2019). Mise et al. (2017) untersuchten den 

Zusammenhang von TOMM40 und kognitivem Abbau und fanden diesen assoziiert mit einer 

geringeren mRNA-Expression von TOMM40 bei LOAD-Patienten. So könnten Variationen von 

TOMM40 durch eine veränderte Genexpression Einfluss auf die Kognition nehmen.  

 

4.2.2 Polymorphismen des Gens Nectin2 

Das Gen NECTIN2 kodiert für ein Membranglykoprotein, welches eine Rolle in Zell-Zell-

Verbindungen und als Eintrittspforte für Virusvarianten spielt (Molfetta et al., 2019). Porcellini 

et al. (2010) postulierten die Hypothese, dass die Gene TOMM40, NECTIN2 und APOE unter 

Umständen für eine individuelle Prädisposition des Gehirns gegenüber viralen Infektionen 

verantwortlich sein könnten. So erklärten sie sich die Zunahme spontaner LOAD-

Neuerkrankungen durch Virusinfektionen des Gehirns bedingt. Der exonische SNP rs6857 

könnte, basierend auf dieser Hypothese, eventuell über die Herunterregelung der NECTIN2-

Expression auf die Funktion des Proteins als Viruseintrittspforte Einfluss nehmen. 

Die Variation rs6857-T (clump 1, vertreten durch rs34342646 in TMT-A und rs769449 in TMT-B) 

war in der vorliegenden Arbeit mit schlechteren Ergebnissen in beiden Untertests assoziiert. 

Eine Mutation innerhalb eines Exons kann zu einem anderen Proteinprodukt führen. Der SNP 

rs6857 ist eine Variation der 3`-UTR von NECTIN2. Dort sorgt er für eine Bindungsstelle für 

miRNA. Han et al. (2017) beobachteten, dass die betreffende miRNA die Genexpression von 

NECTIN2 herunterreguliert und dass das T-Allel des SNPs rs6857 ebenfalls mit einem niedrigeren 

Spiegel an NECTIN2 assoziiert ist. Die Autoren stellten anhand ihrer Ergebnisse die These auf, 

dass rs6857-T eine Risiko-Variation für LOAD sein könnte, indem sie die Expression des Gens 

NECTIN2 mittels miRNA herunterreguliert. So könnte die Variation rs6857-T über bislang nicht 

vollständig verstandene pathologische Mechanismen, Einfluss auf die Kognition bzw. die LOAD 

nehmen. Neben der Assoziation zur LOAD stellten Ferrari et al. (2017) eine Assoziation der 

Variation rs6857-T zur Frontotemporalen Demenz fest. Da beide demenziellen Erkrankungen 

gleichzeitig vorliegen können, ist jedoch nicht eindeutig geklärt, für welche Erkrankung der SNP 

einen Risiko-SNP darstellt.  
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31 der in dieser Arbeit nominal signifikant assoziierten Polymorphismen liegen innerhalb nicht 

für Proteine kodierender Regionen (z. B. Introns), 5 in Intergenregionen. Intronische SNPs 

könnten einen indirekten Einfluss auf die Genexpression des TOMM40-Gens (bzw. der Gene 

APOE, NECTIN2, APOC1) haben, indem sie zum Beispiel zu alternativem Spleißen führen bzw. 

das Spleißen beeinflussen. Eine Fehlfunktion des Spleißens, bei der die Elemente des 

Spleißvorgangs beeinträchtigt werden, kann die Genexpression eines oder sogar mehrerer Gene 

beeinflussen und wurde mit diversen Krankheitsbildern in Verbindung gebracht (Chiara et al., 

2020).  

Auch der Index-SNP rs34342646 liegt innerhalb eines Introns (NECTIN2). In der vorliegenden 

Arbeit zeigte er eine nominal signifikante Assoziation zu den Ergebnissen des TMT-A. Das Allel A 

zeigte hierbei eine Assoziation zu schlechteren Ergebnissen. In ihrer GWAS konnten Cruchaga et 

al. (2013) für diesen SNP eine genomweite Assoziation zu den LOAD-Biomarkern Tau und p-Tau 

im Liquor feststellen. Es stellt sich die Frage, ob es sich bei rs34342646 um eine funktionelle 

Variante handelt oder ob der SNP mit einer funktionellen Variante im LD liegt. Besonders die 

SNPs des Gens APOE hatten in der Studie von Cruchaga et al. (2013) aussagekräftige 

Assoziationen zu den Biomarker-Spiegeln gezeigt. Da die gesamte Genregion in starkem LD liegt, 

sind die Effekte gegebenenfalls nicht unabhängig voneinander zu betrachten. Weitere Studien 

sind vonnöten, um diese Frage zu beantworten. 

Introns können weiterhin epigenetische Mechanismen wie die DNA-Methylierung beeinflussen 

(Davies et al., 2014; Chiara et al., 2020). Dabei werden bestimmte Cytosin- und Guanin- (CpG) 

Dinukleotide methyliert, welche dann, wenn sie in der Promotorregion eines Gens liegen, die 

Expression dieses Gens inaktivieren (sogenanntes Silencing). Shao et al. (2018) und Fransquet, 

Lacaze et al. (2020) fanden heraus, dass zwischen LOAD-Patienten und kognitiv Gesunden 

signifikante Unterschiede bezüglich der DNA-Methylierung der TOMM40-APOE-Region 

bestanden. Liu et al. (2018) zeigten, dass die Methylierungsgrade der TOMM40-APOE-Region 

mit verzögertem Abruf von Gedächtnisinhalten bei gesundem kognitiven Altern assoziiert 

waren. Die Autoren vermuten, dass besonders epigenetische Mechanismen die kognitive 

Leistung beeinflussen könnten. Der in der vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen des TMT-B 

nominal signifikant assoziierte SNP rs11672399 (vertreten durch rs73052307 clump 4 in TMT-A 

und rs11671274 clump 4 in TMT-B) liegt innerhalb eines Introns des Gens NECTIN2. Variation 

rs11672399-A zeigte eine Assoziation zu besserer Leistung, welche die Korrektur nach APOE 

überstand. Szymczak et al. (2020) konnten anhand einer Studie an Hochbetagten einen 

Zusammenhang des SNPs mit der Lebensdauer feststellen, wobei die Variation rs11672399-A 

mit längerer Lebensdauer assoziiert war. Diese Assoziation scheint den Autoren zufolge durch 
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epigenetische Prozesse, insbesondere DNA-Methylierung bedingt zu sein. Die damit 

einhergehende Beeinflussung der Genexpression bestimmter Gene könnte eine Erklärung für 

die Langlebigkeit gewisser Menschen bieten, sowie für die Abwesenheit altersbedingter 

Erkrankungen in dieser speziellen Stichprobe. Unklar bleibt, ob die Assoziation unabhängig von 

den Einflüssen der Gene APOE und TOMM40 ist, da diese Genregion insgesamt mit langer 

Lebensdauer assoziiert zu sein scheint (Sebastiani et al., 2017). 

Weiterhin könnten Polymorphismen innerhalb nicht-kodierender Abschnitte der DNA, d. h. 

innerhalb von Introns oder Intergenregionen, die Transkription beeinflussen, indem sie die 

Bindungsaffinität zu Transkriptionsfaktoren verändern (Ketharnathan et al., 2018) oder 

innerhalb regulatorischer DNA-Bereiche liegen, welche für die Ausprägung bestimmter 

Phänotypen mit entscheidend sind (Maurano et al., 2012). 

 

4.2.3. Polymorphismen des Gens APOE 

In der unmittelbaren Nachbarschaft des Gens TOMM40 liegt das Gen APOE, welches das am 

besten untersuchte Gen mit einer signifikanten Assoziation zur LOAD ist (Corder et al., 1993; Yu 

et al., 2017b). APOE kodiert für das Apolipoprotein E, welches in den Fettstoffwechsel involviert 

ist (Übersicht in Marais, 2019). Die verschiedenen Allele des Apolipoprotein E zeigen 

unterschiedliche Assoziationen zur LOAD (Saddiki et al., 2020). Das starke LD der 

Tomm40-APOE-Region erschwert jedoch die Interpretation der Assoziationen der einzelnen 

SNPs.  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich das Allel A des Index-SNPs rs769449 im Gen APOE in 

beiden Untertests mit schlechterer Leistung assoziiert. Die Assoziation zu den Testergebnissen 

des TMT-B zeigte sich sowohl für die Screeninggesamtstichprobe (p = 0,0001) und für die 

Gruppe der Männer der Screeningstichprobe (p = 0,0083), als auch für die 

Replikationsgesamtstichprobe (p = 0,0307) signifikant. Für die Replikationsstichprobe der 

Frauen wurde immerhin ein Trend (p = 0,0534) beobachtet. In anderen Studien wurden ähnliche 

Zusammenhänge beobachtet. Arpawong et al. (2017) fanden den SNP rs769449 mit dem 

verbalen Gedächtnis assoziiert, wobei die Variation rs769449-A mit verzögertem Kurz- und 

Langzeitgedächtnis assoziiert wurde. Sebastiani et al. (2017) stellten eine Assoziation zwischen 

rs769449 und langem Leben fest. Träger der Variation rs769449-A zeigten eine frühere 

Sterblichkeit, wobei die Homozygoten früher starben als die Heterozygoten und diese wiederum 

signifikant vor den Nicht-Trägern des Allels A (Genotyp GG). Sie stellten außerdem fest, dass die 

nicht mit längerem Leben assoziierte Variation rs769449-A (als Genotyp AA) signifikant häufig 
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gleichzeitig mit Homozygotie für das ε4-Allel von APOE einherging. Eine Kopplung der beiden 

Variationen würde eine Assoziation mit kürzerem Leben aufgrund beispielsweise 

neurodegenerativer Prozesse erklären. Cruchaga et al. (2013) fanden den SNP zudem als 

genomweit signifikant mit den für die LOAD typischen Biomarkern Tau und p-Tau assoziiert. Dies 

spricht dafür, dass es sich bei rs769449 um eine funktionelle Variante handeln könnte. Die 

Assoziation zeigte sich unabhängig von Amyloid β, sodass APOE einen Einfluss auf die 

neurodegenerativen Prozesse der Tau-Pathologie haben könnte, ohne an Aβ gekoppelt zu sein.  

Eine die 31 intronischen SNPs der vorliegenden Arbeit betreffende Hypothese wäre, dass diese 

durch alternatives Spleißen oder Gen-Silencing das Genprodukt derart beeinflussen, dass eine 

Fehlfunktion der TOMM40-Pore resultieren und dies eine Akkumulation des APP verursachen 

könnte. Diese Akkumulation, vermuten Roses et al. (2016), könnte sich auf den Grad der 

Krankheitsausprägung auswirken. Demgegenüber beschrieben Zeitlow et al. (2017), dass eine 

erhöhte Expression des TOMM40-Proteins einen positiven Effekt auf die Mitochondrien hatte 

und zudem eine gewisse Resistenz gegenüber zugefügtem Amyloid β bot.  

Obwohl genomweite Assoziationsstudien bisher zahlreiche Suszeptibilitätsgene identifizieren 

konnten, bleiben die genauen molekularen Mechanismen der sporadisch auftretenden LOAD 

sowie die Quelle der Mitochondrienschäden noch ungeklärt. Bislang gibt es kaum klinische 

Konsequenzen der Erkenntnisse, da die beobachteten Effekte zu gering sind. Weiterhin ist 

unklar, welche Zellen genau die komplexe Erkrankung verursachen. Die Suszeptilitätsloci liegen 

zudem meist in nicht-kodierenden Abschnitten der DNA und häufiger vorkommende 

Variationen könnten auch durch das hohe LD gehäuft gemeinsam auftreten. Zusammengefasst 

haben dies Cano-Gamez et al. (2020) in ihrem Review-Artikel. Ein Hoffnungsträger in der 

Erforschung der LOAD ist die relativ neue technische Möglichkeit der künstlichen Intelligenz, mit 

deren Hilfe weitaus größere Mengen an Daten ausgewertet werden können als bisher. In 

Zukunft könnte diese Technik helfen, die momentan noch bestehenden Wissenslücken um die 

genaue Pathogenese der LOAD zu füllen (Mishra und Li, 2020).  

Wichtig für die Interpretation und Vergleichbarkeit der o. g. Studien ist, auf die 

Stichprobengrößen und die Ethnien zu achten. So besteht beispielsweise die Stichprobe von 

Potkin et al. (2009) aus verschiedenen Ethnien und die von Takei et al. (2009) ausschließlich aus 

Japanern. Andere Ethnien können andere Allelfrequenzen aufweisen, sodass die Ergebnisse 

dieser Studien nur eingeschränkt auf Kaukasier übertragen werden können.  
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4.3 TOMM40 und APOE – Eine Genregion mit starkem Kopplungsungleichgewicht 

Die TOMM40-APOE-Genregion ist bereits seit Jahren Gegenstand intensiver Forschung, da sie 

im Verdacht steht, mit kognitivem Altern (Davies et al., 2014) und der spät ausbrechenden 

Alzheimer-Form (LOAD) in Verbindung zu stehen (Roses et al., 2010; Yu et al., 2017a). Das 

Problem bei der Betrachtung dieser Genregion mittels genomweiter Assoziationsstudien 

(GWAS) ist jedoch das Kopplungsungleichgewicht (LD) zwischen den Polymorphismen. So liegt 

die Region um TOMM40 in einem starken LD mit dem Gen APOE (Yu et al., 2017b). Es wäre 

falsch, die im LD liegenden Polymorphismen mit ihren Assoziationen zu Endophänotypen bzw. 

Erkrankungen als voneinander unabhängig zu interpretieren. Unklar ist bislang, ob die Effekte 

der Polymorphismen von TOMM40 und APOE in jedem Fall als gekoppelt zu betrachten sind 

oder nur unter gewissen Umständen. Um die Assoziationen dennoch voneinander möglichst 

getrennt zu beurteilen, wurden in der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse „geclumpt“ und nur 

die LD-unabhängigen Regionen betrachtet. Trotzdem muss das starke 

Kopplungsungleichgewicht zwischen APOE und TOMM40 diskutiert werden.  

Die in der vorliegenden Studie untersuchten SNPs zeigten zum Teil von APOE abhängige 

Assoziationen zu den Ergebnissen des TMT. So überstand beispielsweise der mit besseren 

Leistungen im TMT assoziierte SNP rs2075650-A (clump 1, vertreten durch Index-SNP 

rs34342646 in TMT-A und rs769449 in TMT-B) die Korrektur für die Kovariable des APOE 

ε4-Allels nicht. Auch Yu et al. (2007) beobachteten, dass die Assoziation von TOMM40 zur LOAD 

nach Korrektur für das APOE ε4-Allel nicht länger signifikant war. Die Kopplung an APOE könnte 

durch die Tatsache begründet sein, dass rs2075650 mit dem SNP rs429358, der für das APOE ε4-

Allel ausschlaggebend ist, im LD liegt (Harold et al., 2009). 

Zhou et al. (2019) beobachteten, dass Probanden mit LOAD ein stärkeres LD zwischen 

Risikovariationen der Gene TOMM40, APOE und APOC1 aufwiesen als gesunde Probanden, 

sodass in der LOAD diese Risikovariationen mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit gemeinsam 

auftreten könnten. So könnte im Umkehrschluss gefolgert werden, dass kognitiv gesunde 

Patienten ein weniger starkes LD dieser Region aufweisen als an LOAD erkrankte. Dies ist jedoch 

bislang nicht gezeigt worden. Zu beachten ist außerdem die Ethnie der Studie von Zhou et al. 

(2019). Da es sich ausschließlich um chinesische Probanden mit anderen Allelfrequenzen 

handelt, dürfen die Ergebnisse nicht ohne weiteres auf kaukasische Probanden übertragen 

werden. 

Wie eng TOMM40 und APOE zusammenhängen, verdeutlicht auch der Polymorphismus 

rs10524523 (abgekürzt = ‘523) des Gens TOMM40, der zwar in der vorliegenden Studie nicht 
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untersucht wurde, in der Alzheimerforschung jedoch eine besondere Rolle einnimmt. Je nach 

APOE-TOMM40‘523-Haplotyp zeigten sich unterschiedliche Ausbruchsalter der LOAD (Roses et 

al., 2010). Die Untersuchung der TOMM40‘523 Poly-T-Wiederholungen und seiner Kopplung an 

das APOE-Gen könnte dazu beitragen, den Effekt des TOMM40-Gens losgelöst von dem des 

APOE-Gens zu betrachten, was bisher aufgrund des hohen LD nicht unbedingt möglich war. Auch 

die Analyse von Haplotypen der TOMM40-APOE-Genregion wird derzeit genutzt, um von APOE 

ε4-Allel unabhängige Polymorphismen zu finden. So gelang es Zhou et al. (2019) anhand dieser 

Methode, von APOE ε4 unabhängige Haplotypen der Gene NECTIN2 und APOC1 (welche in der 

TOMM40-Region liegen) zu identifizieren, die eine Assoziation zur LOAD zeigten. In einer 

anderen Studie stieg bei APOE ε3/ε3-Trägern die Wahrscheinlichkeit für den Ausbruch der LOAD 

deutlich, wenn gleichzeitig das Risiko-Allel A des SNPs rs2075650 (TOMM40) vorhanden war 

(Soyal et al., 2020), sodass die Assoziation zur LOAD nicht vom APOE-ε4-Allel, sondern vom 

TOMM40-SNP ausging.  

Das Zusammenspiel von APOE und TOMM40 sowie ihr Einfluss auf die 

Mitochondrienschädigung und das Alter bei Ausbruch der LOAD werden derzeit genauer 

untersucht. Dies war jedoch nicht Teil der vorliegenden Studie. Es wurde lediglich auf die starke 

Kopplung von APOE und TOMM40 sowie der benachbarten Gene, verwiesen, da bislang nicht 

eindeutig geklärt ist, ob Assoziationen von SNPs des Gens TOMM40 alleinstehend betrachtet 

werden können.  

 

4.4 Exekutivfunktionen als Endophänotypen 

In der vorliegenden Arbeit wurden unter Verwendung des TMT die Exekutivfunktionen (u. a. 

Aufgabenwechsel) sowie die Verarbeitungsgeschwindigkeit der Probanden untersucht. Die 

Leistungen im TMT, also die Zeit in Sekunden, die die Probanden zum Beenden des Tests 

benötigten, wurden als kognitive Endophänotypen gewertet.  

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, erfüllen Exekutivfunktionen die meisten der Kriterien 

für Endophänotypen, welche von Gottesman und Gould (2003) aufgestellt wurden. So treten sie 

in der Bevölkerung gemeinsam mit der Erkrankung auf (Collette et al., 1999; McKhann et al., 

2011; Clark et al., 2012), sind vererbbar (Friedman et al., 2008; 2016; Mez et al., 2016) und bei 

nicht-betroffenen Angehörigen in höherem Maß nachweisbar als in der Allgemeinbevölkerung 

(Hazlett et al., 2015). 

Die Untertests des TMT spiegeln dabei geringfügig unterschiedliche kognitive Fähigkeiten wider. 

Teil A gibt vor allem Aufschluss über die Geschwindigkeit der visuellen Suche bzw. die 
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Wahrnehmungsgeschwindigkeit, während Teil B besonders die Exekutivfunktion widerspiegelt, 

zwischen Aufgaben hin und her zu wechseln (Sánchez-Cubillo et al., 2009). Die Untertests 

korrelieren miteinander, wie die Studie nach Friedman et al. (2008) zeigt. Cornelis et al. (2019) 

stellten fest, dass der TMT gut zur Evaluation der Alltagstauglichkeit geeignet ist. Anhand des 

TMT die Exekutivfunktionen zu untersuchen, stellt somit eine gute Möglichkeit dar, die höheren 

kognitiven Funktionen der Teilnehmer zu beurteilen sowie ggf. ihre (zukünftige) 

Alltagsbewältigung grob einzuschätzen.  

Die LOAD, mit welcher das Gen TOMM40 bereits mehrfach assoziiert wurde, zeigt neben 

amnestischen Defiziten auch gestörte Exekutivfunktionen. So stellten Collette et al. (1999) fest, 

dass Menschen mit LOAD signifikant schlechter als Menschen mit unbeeinträchtigter Kognition 

in Tests abschnitten, die verschiedene Exekutivfunktionen untersuchten. Neben der Demenz 

und der Alltagsbeeinträchtigung wurden Probleme der exekutiven Funktionen zu den 

Diagnosekriterien der AD ergänzt (McKhann et al., 1984; 2011). Der TMT findet sich daher im 

CERAD wieder, welches das derzeitige Standard Diagnosewerkzeug für die LOAD darstellt 

(memory clinic, 2009). Auch in der Phase des MCI wurden bereits gestörte Exekutivfunktionen 

beobachtet, welche aufgrund einer verbleibenden kognitiven Reserve und neuronalen 

Plastizität jedoch kompensiert werden konnten (Brandt et al., 2009; Belleville et al., 2011).  

Clark et al. (2012) zeigten anhand des TMT-B und anderer Tests, dass besonders die 

Exekutivfunktionen Unterdrückung und Wechseln zwischen verschiedenen Aufgaben einen 

generellen kognitiven Abbau bei älteren nicht dementen Menschen vorhersagen können. Auch 

Blacker et al. (2007) kamen zu dem Ergebnis, dass der kognitive Abbau der Probanden signifikant 

mit schlechteren Ergebnissen in Tests wie dem TMT-B assoziiert war. Somit könnte der TMT, der 

die Exekutivfunktionen untersucht, einen Hinweis auf einen zukünftigen geistigen Abbau liefern, 

wobei hierzu Langzeitstudien vonnöten wären. 

Ziel der Nutzung des TMT in der vorliegenden Arbeit war es, Exekutivfunktionen als 

Endophänotypen für die generelle kognitive Leistungsfähigkeit gesunder Probanden zu erfassen. 

Es sollte anhand dieser Endophänotypen untersucht werden, ob genetische Variationen der 

TOMM40-APOE-Genregion Einfluss auf die Kognition Gesunder haben. Ob die Assoziation der 

TOMM40-APOE-Genregion zu den TMT-Testergebnissen auch bei LOAD-Erkrankten besteht, 

wurde nicht untersucht. Durch die strengen Ein- und Ausschlusskriterien wurden Personen mit 

dementiellen Auffälligkeiten nicht in die Studie aufgenommen. Es kann allerdings nicht sicher 

ausgeschlossen werden, dass sich einige der Probanden in der präklinischen Phase der LOAD 

befanden. 
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Kognitive Endophänotypen wurden in der aktuellen Forschung vielfach genutzt, um genetische 

Variationen der LOAD zu untersuchen, wobei sich vor allem auf das APOE-Gen konzentriert 

wurde (Davies et al., 2014; Lyall et al., 2019). Verglichen mit den traditionellen Fall-Kontroll-

Studien waren bisher jedoch die Stichprobenzahlen zu gering, um aussagekräftige Ergebnisse zu 

erlangen. So berechneten De Jager et al. (2012), dass mindestens 7.000 bis 12.000 Probanden 

notwendig wären, um aussagekräftige Ergebnisse zur Assoziation zwischen genetischen 

Polymorphismen und der Rate kognitiven Abbaus zu erhalten. Diese Stichprobenzahl wurde in 

der vorliegenden Studie nicht erreicht, was bei der Auswertung der Ergebnisse beachtet werden 

sollte.  

 

4.4.1 Präklinische AD versus kognitiver Phänotyp 

Beim Betrachten der Effekte der TOMM40-APOE-Genregion auf die Kognition, insbesondere bei 

an LOAD Erkrankten, ist es eine Herausforderung, die folgende Frage zu beantworten: Übt der 

Genotyp einen direkten Einfluss auf den kognitiven Phänotyp aus - indem er beispielsweise die 

Mitochondrienfunktion beeinflusst - oder ist die Assoziation zu schlechterer kognitiver Leistung 

dadurch zu erklären, dass sich die Probanden bereits in der präklinischen Phase der AD 

befinden? Auch O’Donoghue et al. (2018) diskutieren in ihrem Reviewartikel, dass trotz 

vielfacher Assoziation des ε4-Allels mit der LOAD nicht differenziert werden kann, ob die 

kognitiven Einschränkungen auf der Tatsache gründen, dass die Probanden sich in einer 

Prodromalphase der LOAD befinden (Prodromalhypothese) oder ob der Genotyp (das ε4-Allel) 

einen direkten Einfluss auf den kognitiven Phänotypen hat (Phänotyphypothese). Anhand der 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann diese Frage nicht beantwortet werden.  

Ein Ansatz der Differenzierung der Effekte von APOE und TOMM40 auf die Kognition bietet die 

Betrachtung des Polymorphismus rs10524523, der zwar in der vorliegenden Studie nicht 

untersucht wurde, in der Alzheimerforschung jedoch eine besondere Rolle einnimmt. Je nach 

APOE-TOMM40‘523-Haplotyp zeigten sich unterschiedliche Ausbruchsalter der LOAD (Roses et 

al., 2010) und ein unterschiedlich starker kognitiver Abbau (Yu et al., 2017a). Die Untersuchung 

des TOMM40‘523-Poly-T-Wiederholungen und seiner Kopplung an das APOE-Gen könnte dazu 

beitragen, den Effekt des TOMM40-Gens losgelöst von dem des APOE-Gens zu betrachten, was 

bisher aufgrund des hohen LD nicht unbedingt möglich war.  

Weitere Studien mit spezifischerer Betrachtung der APOE-unabhängigen TOMM40-Effekte sind 

vonnöten, um die Effekte der Genregion um TOMM40 auf die Kognition genau zu verstehen. 
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4.5 Vergleich der Geschlechter 

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich zwischen den Geschlechtern teilweise Unterschiede in 

der Signifikanz der Assoziationen zu den TMT-Ergebnissen. Zwar waren beispielweise die Index-

SNPs rs769449 und rs76692773 sowohl bei den Frauen als auch bei den Männern nominal 

signifikant mit den Ergebnissen des TMT-B assoziiert. Der Index-SNP rs157584 jedoch war nur 

bei den Frauen und der Index-SNP rs293584 nur bei den Männern nominal signifikant mit den 

TMT-B-Ergebnissen assoziiert. Im TMT-A zeigten nur die Frauen eine nominal signifikante 

Assoziation zum Index-SNP rs34342646, die Männer zeigten keine Signifikanz für die Index-SNPs. 

Ursache dafür könnte natürlich eine Verzerrung der Ergebnisse durch das gesetzte 

Signifikanzniveau oder eine nicht ausreichende statistische Power der Untergruppen sein. 

Allerdings konnten auch andere Studien in der TOMM40-APOE-Genregion Unterschiede 

zwischen den Geschlechtern nachweisen. So zeigten die genomweit signifikant mit kognitivem 

Altern assoziierten Variationen rs769449-A (Index-SNP), rs2075650-G und rs11556505-T (beide 

clump 1, vertreten durch rs34342646 in TMT-A und rs769449 in TMT-B) in der Studie von Davies 

et al. (2014) bei weiblichen Probanden eine signifikante Assoziation zu kognitivem Altern, bei 

männlichen Probanden hingegen nicht. In der vorliegenden Arbeit zeigte rs769449-A bei 

Männern und Frauen hingegen die jeweils gleiche Assoziation zu schlechterer Testleistung im 

TMT-B.  

Worin könnten Geschlechterunterschiede begründet sein? Die Autoren Ratnu et al. (2017) 

vermuten in ihrem Übersichtsartikel, dass unterschiedliche epigenetische Mechanismen, 

ebenso wie genomische Prägung die Genexpression beeinflussen und somit zu 

geschlechtsspezifisch unterschiedlichem Verhalten, Suszeptibilität gegenüber Erkrankungen 

und Ansprechen auf Therapien führen könnten. Des Weiteren beschreiben Mosconi et al. 

(2017), dass Frauen ein generell höheres Risiko für die LOAD haben als Männer, was mit 

hormonellen Veränderungen der Menopause zusammenhängen könnte. Claxton et al. (2013) 

zeigten zudem, dass sich an MCI bzw. LOAD erkrankte Frauen und Männer stark in ihrem 

Therapieansprechen unterscheiden. Auf eine Therapie mit intranasalem Insulin hatten APOE ε4-

negative Männer eine Verbesserung und APOE ε4-negative Frauen eine Verschlechterung ihrer 

kognitiven Leistungen gezeigt (Claxton et al., 2013).  

Welche Ursachen genau der Tatsache zugrundliegen, dass in der vorliegenden Arbeit Frauen und 

Männer unterschiedliche Assoziationen zu den TMT-Ergebnissen zeigten ist unbekannt. Es 

könnte möglich sein, dass es genetische Unterschiede zwischen den Geschlechtern gibt, welche 

sich auf die Assoziation bestimmter Polymorphismen zu kognitiven Endophänotypen, wie den 

Ergebnissen des TMT-B, auswirken. Dies sollte bei der Erforschung möglicher Ursachen und 
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Therapieansätze für die Alzheimer-Behandlung beachtet werden. Außerdem sollten die Effekte 

noch einmal in wesentlich größeren Stichproben untersucht werden, um statistische Fehler 

auszuschließen.  

 

4.6 Diskussion der Methoden 

4.6.1 Auswahl der Probanden 

Bei den ausgewählten Probanden der Screeningstichprobe handelte es sich um 558 gesunde 

erwachsene Probanden der Allgemeinbevölkerung, bei den Probanden der 

Replikationsstichprobe um 617 gesunde Personen höheren Alters. Um eine homogene 

Stichprobenzusammensetzung zu ermöglichen, wurde bei der Auswahl der Probanden ein 

standardisiertes Schema eingehalten und es erfolgte der Ausschluss relevanter psychiatrischer 

Vorerkrankungen. Bei der Screeningstichprobe wurde dies durch eine telefonische Befragung, 

mittels eines semi-strukturierten Interviews, anhand dessen Probanden mit psychiatrisch 

erkrankten Verwandten ersten Grades ausgeschlossen wurden, sowie durch ein ausführliches 

Assessment mit dem SCID I und II (First et al., 1997a; First et al., 1997b) erreicht. Bei der 

Replikationsstichprobe wurde das MINI (Mini International Neuropsychiatric Interview) 

(Ackenheil et al., 1999) genutzt, welches psychiatrische Störungen auf Grundlage des DSM-IV 

und des ICD 10 erfasst. Die Teilnahme war freiwillig und nur möglich für Probanden mit voller 

Einwilligungs-, sowie Testfähigkeit. Ausgeschlossen wurden Probanden mit kognitiver 

Beeinträchtigung; bei der Screeningstichprobe anhand des Mini Mental Status Score (Folstein et 

al., 1975), bei der Replikationsstichprobe anhand des CERAD-Plus (Memory Clinic, 2009) und des 

WAIS-IV (Petermann, 2012). Abschließend erhielten alle Teilnehmer eine neurologische 

Untersuchung, um manifeste Beeinträchtigungen des zentralen Nervensystems auszuschließen. 

Bei der ausgewählten Stichprobe handelte es sich ausschließlich um Europäer (Kaukasier), 

wodurch eine genetisch einheitliche Stichprobe ausgewählt wurde, deren Ergebnisse 

untereinander vergleichbar sind. Um dies zu versichern, wurde auf Populationsstratifikation 

überprüft und Ausreißer wurden ausgeschlossen. Die Allelfrequenzen der vorliegenden 

Screeningstichprobe wurden unter Verwendung der NCBI-Webseite (NCBI, 2021c) mit denen 

der CEU-Stichprobe des „1000 Genomes“-Projekts (Auton et al., 2015) verglichen. Dabei handelt 

es sich um Stichproben des „1000 Genomes“-Projektes aus Utah (USA), die nord- und 

westeuropäische Vorfahren haben. Beim Vergleich der Allelfrequenzen zeigte sich 

durchschnittlich eine deutliche Übereinstimmung. Lediglich 9 der insgesamt 39 nominal 

signifikanten SNPs wichen stärker als 15 % von der Allelfrequenz der CEU-Stichprobe ab. Dies 

spricht, trotz der verhältnismäßig geringen Stichprobengröße von 558 Screeningprobanden, für 
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die Validität der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung und für die Vergleichbarkeit mit 

anderen kaukasischen Stichproben. 

4.6.2 Trail Making Test 

Der Trail Making Test wurde in der vorliegenden Studie genutzt, weil er sich zur Erfassung der 

allgemeinen kognitiven Funktion gut eignet. Der Hauptfokus des TMT liegt dabei auf der 

Verarbeitungsgeschwindigkeit und dem kognitiven Leistungsvermögen, welches durch 

alternierende Targets getestet wird (Reitan, 1992). Anhand des TMT als valides Instrument 

wurden die kognitiven Leistungen der Probanden erfasst, um sie mit den SNPs der untersuchten 

TOMM40-APOE-Genregion zu assoziieren. Die normierte Testdurchführung sorgte für 

Objektivität und Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Die Testleiter wurden geschult, entsprechend 

dem Original-Manual vorzugehen und zeitraubende Erläuterungen zu unterlassen. Es erfolgte 

kein Ausschluss von Probanden anhand der im Manual vorgeschlagenen Cut-Off-Werte, weil die 

kognitive Leistung im Kontinuum betrachtet werden sollte und auch schlechtere Ergebnisse für 

die vorliegende Studie relevant waren. Für noch präzisere Testergebnisse könnte es nützlich 

sein, zusätzlich zum Zeitscore die Fehler zu notieren. So erarbeiteten Correia et al. (2015) eine 

Formel, die die Anzahl und Art der Fehler sowie die zeitliche Effizienz einbezieht, um zwischen 

guter, etwas zu langsamer und sehr schlechter Leistung unterscheiden zu können. Dies ist jedoch 

im Original-Manual nicht vorgesehen und in der vorliegenden Studie daher nicht erfolgt.  

Zur spezifischeren Testung exekutiver Einzelfunktionen und noch präziseren Definition 

kognitiver Endophänotypen könnten andere Instrumente angewendet werden als der TMT, 

welcher die kognitive Gesamtleistung misst. Schubert et al. (2019) nutzten z. B. mathematische 

Kognitionsmodelle und chronometrische Analysen der neuronalen Verarbeitung, um die 

einzelnen Phasen der Informationsverarbeitung, insbesondere der 

Verarbeitungsgeschwindigkeit zu erfassen. Sie schlagen vor, dass sich mit dieser Methode 

komplexe kognitive Prozesse in ihre Einzelprozesse auftrennen lassen. In der vorliegenden 

Studie lag der Fokus auf der kognitiven Gesamtleistung in Assoziation zum TOMM40-Gen, 

Einzelfunktionen wurden nicht untersucht. Weiterhin wurde der TMT ausgewählt, da er valide 

sowie schnell und einfach durchführbar ist. 
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4.6.3. Qualitätskontrolle der Daten 

Es erfolgte eine strenge Qualitätskontrolle der Genotypisierungsdaten. Über Testung von 

Markersets wurden Probanden, welche die Schwellenwerte für MAF, SNP call rate, Probanden 

call rate und HWE nicht erreichten, ausgeschlossen. Ebenso ausgeschlossen wurden Probanden, 

welche unbekannte Verwandtschaft oder Populationsstratifikation aufwiesen oder von der 

Heterozygotenfrequenz abwichen. Dasselbe galt für Probanden mit nicht übereinstimmenden 

Duplikaten oder Geschlechtern sowie abweichender Ethnizität. Diese Qualitätskontrolle sorgte 

für valide Genotyp- und Phänotypdaten für die Assoziationsanalyse. Es wurde für Bildungsgrad, 

Alter, Geschlecht und die Kovariable des APOE ε4-Allels mittels linearer Regression adjustiert. 

Um LD-unabhängige Regionen zu erhalten, wurde jeweils für die Ergebnisse des TMT-A und des 

TMT-B „geclumpt“.  

Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt. Um zu prüfen, ob die Ergebnisse 

multiplem Testen standhielten, wurde das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert für die 2 

kognitiven Tests berechnet: p < 0,0025. Die Ergebnisse nach Bonferroni zu korrigieren, um 

falsch-positive Resultate auszuschließen, ist für GWAS in der Regel zu konservativ (Zhang und 

Liu, 2011). Es schließt zu viele richtig-positive Ergebnisse aus. Dennoch überstanden 2 SNPs 

(rs769449 und rs76692773) der vorliegenden Arbeit das konservative Signifikanzniveau nach 

Bonferroni und blieben somit auch nach multiplem Testen signifikant mit den Ergebnissen des 

TMT-B assoziiert. Weiterhin wurden die signifikanten Ergebnisse an einer 

Replikationsstichprobe aus gesunden Probanden überprüft, was die Aussagekraft der 

Ergebnisse zusätzlich steigert. 

 

4.7 Fazit 

Der Ursachenforschung der Alzheimer-Demenz ist in den letzten Jahrzehnten enorme 

Bedeutung zugekommen, da mit steigender Lebenserwartung auch die Zahl der Betroffenen 

stetig wächst. Eine Vielzahl genomweiter Assoziationsstudien hat sich mit der genetischen 

Komponente dieser komplexen Erkrankung beschäftigt. Dabei wurde die „Translocase of outer 

mitochondrial membrane 40“ (TOMM40)-Apolipoprotein E (APOE)-Genregion mehrfach als mit 

der spät beginnenden Alzheimer-Demenz sowie kognitiver Leistungsfähigkeit assoziiert. 

Im Rahmen dieser Studie wurde an einer Screeningstichprobe von gesunden Probanden die 

kognitive Leistungsfähigkeit mit Hilfe des Trail-Making-Tests (TMT) gemessen. Es lässt sich 

zusammenfassend sagen, dass die untersuchten genetischen Variationen der TOMM40-APOE-

Genregion mit kognitiver Leistung gesunder Erwachsener assoziiert werden konnten. Die 
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Ergebnisse der vorliegenden Studie sprechen dagegen, dass TOMM40 spezifisch für die Late-

onset Alzheimer-Demenz ist, da sich die Assoziationen bei gesunden Probanden gezeigt haben. 

Natürlich ist nicht auszuschließen, dass diese Probanden in der Zukunft noch an LOAD 

erkranken, andererseits wurden nur Probanden mit negativer LOAD-Familienanamnese 

eingeschlossen, was die Wahrscheinlichkeit für ein späteres Auftreten einer eigenen LOAD stark 

verkleinert. Somit ist es möglich, dass der gefundene Zusammenhang zwischen der TOMM40-

Region und Kognition gemessen mittels TMT auf einen neurobiologisch generelleren 

Mechanismus zurückzuführen ist, der sich nicht nur auf die LOAD begrenzt. Inwiefern diese 

Ergebnisse jedoch auf die Late-onset Alzheimer-Demenz übertragbar sind und ob solch ein 

genereller neurobiologischer Zusammenhang zwischen der Genregion und Kognition besteht, 

muss in zukünftigen Studien geprüft werden.  
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