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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In den letzten Jahren nahm die Bedeutung der Forschung an der Late-Onset Alzheimer Demenz
(LOAD) zu. Dies ist nicht nur durch die hohere Lebenserwartung unserer heutigen Gesellschaft
zu erkldren, sondern auch durch ein unzureichendes Verstdndnis der Pathogenese der
Erkrankung sowie durch fehlende Therapiemoglichkeiten. Bisher sind verschiedene
Risikofaktoren fiir die Entstehung der LOAD bekannt. Dabei spielen auch genetische Einfliisse
eine grofRe Rolle. Es wurde durch umfangreiche Genom-weite Assoziationsstudien (GWAS) und
Meta-Analysen eine Vielzahl von Suszeptibilitdtsgenen identifiziert, zu denen auch das BIN1-Gen
gehort (Seshadri et al. 2010; Lambert et al. 2013; Kunkle et al. 2019). Dieses Gen zeigt auf
zelluldrer Ebene Einflisse auf viele verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel die Apoptose,
Endozytose und die Regulation der Membranfunktion sowie des Zytoskeletts (Ramjaun et al.
1997; Lee et al. 2002; Meunier et al. 2009; Wechsler-Reya et al. 1997b; Gao et al. 2021; Behfar
et al. 2022). In dieser Studie sollte untersucht werden, ob Varianten des BINI-Gens mit den
kognitiven Leistungen Verarbeitungsgeschwindigkeit und kognitive Flexibilitdt in einer
Stichprobe aus der Allgemeinbevolkerung ohne kognitive Beeintrachtigungen und ohne

Verdacht auf familidre Belastung durch Demenzen assoziiert sind.

Im Rahmen der Studie wurden Probanden rekrutiert, welche nicht miteinander verwandt waren
und welche vor Einschluss in die Studie umfangreiche, standardisierte Testverfahren
durchlaufen mussten, um als Teilnehmer eingeschlossen zu werden. Personen mit
psychiatrischen und neurologischen Erkrankungen wurden ausgeschlossen. Um die kognitiven
Fertigkeiten im Bereich der Verarbeitungsgeschwindigkeit und der kognitiven Flexibilitat zu
untersuchen, wurden die kognitiven Testverfahren TMT A und B sowie der ZVT durchgefiihrt.
Die Genotypisierung der Probanden-DNA fand mithilfe von Chiptechnologien und Imputation
statt. Anschliefend wurden die Rohdaten durch lineare Regression analysiert und an Alter,
Geschlecht und Bildung adjustiert. In einer Screeningstichprobe (n = 634) konnten 510 SNPs im
Bereich des BIN1-Gens untersucht werden, die zu 26 LD-unabhangigen Regionen (clumps) mit

jeweils einem Index-SNP zusammengefasst wurden.

Es zeigte sich, dass zwischen 17 dieser 510 untersuchten SNPs und Ergebnissen des TMA A, B
und ZVT nominal signifikante Assoziationen bestanden. 8 dieser SNPs waren Index-SNPs. Es
zeichneten sich signifikante Assoziationen zu Testergebnissen zweier verschiedener Tests bei 3
signifikant assoziierten Index-SNPs ab. 4 Index-SNPs zeigten Assoziationen mit Ergebnissen des
TMT A, 5 Index-SNPs mit Ergebnissen des TMT B und 2 Index-SNPs mit Ergebnissen des ZVT. Als
signifikantester SNP dieser Arbeit ging der Polymorphismus rs142568045 hervor, welcher
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gleichzeitig mit Ergebnissen des TMT B und ZVT assoziiert war (prmrs: 1,932x1073, payr: 8,632x10°
%). Durch die Replikationsstichprobe (n =617) konnten Hinweise auf eine Assoziation einiger
SNPs des BIN1-Gens zu den Testergebnissen repliziert werden: Von 6 untersuchten Proxy-SNPs,
welche sich im linkage disequilibrium zu den Index-SNPs der Screeningstichprobe befanden,
zeigten 2 tendenziell in Richtung Assoziationen mit den Testergebnissen des TMT A, ein dritter

mit Testergebnissen des TMT B.

Aus dieser Studie geht hervor, dass zwischen Polymorphismen des Alzheimer-Kandidatengens
BIN1 und kognitiven Fahigkeiten wie Verarbeitungsgeschwindigkeit und kognitiver Flexibilitat
bei gesunden Probanden signifikante Assoziationen bestehen. Bereits andere Studien wiesen
eine Assoziation zwischen dem BIN1-Gen und kognitiven Bereichen nach (Vivot et al. 2015;
Greenbaum et al. 2016; Ferencz et al. 2014;Sartori et al. 2019; De Rossi et al. 2020; Cruz-Sanabria
etal. 2021). Es wurde gezeigt, dass zwischen LOAD-typischen Pathomechanismen und Varianten
des BIN1-Gens signifikante Assoziationen bestehen (Ubelmann et al. 2017; Johnson et al. 2018;
Franzmeier et al. 2019). Zukiinftig ist von besonderer Bedeutung, die Funktionen des BIN1-Gens,
die Einflisse auf kognitive Funktionen und die Pathogenese der LOAD genauer zu untersuchen.
Moglicherweise koénnen so neue Interventionsmoglichkeiten fir zukinftige LOAD-

Therapieansatze und die Biomarker-Diagnostik geschaffen werden.
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Abstract

In recent years, research into late-onset Alzheimer's dementia (LOAD) has become increasingly
important. This can not only be explained by the higher life expectancy of our society today, but
also by an insufficient understanding of the pathogenesis of the disease and a lack of therapy
options. Various risk factors for the development of LOAD are known to date. Genetic influences
also play a major role. A large number of susceptibility genes, including the BIN1 gene, have
been identified through genome-wide association studies (GWAS) and meta-analyses (Seshadri
et al. 2010; Lambert et al. 2013; Kunkle et al. 2019). This gene influences many different
mechanisms at the cellular level, such as apoptosis, endocytosis and the regulation of
membrane function and cytoskeleton (Ramjaun et al. 1997; Lee et al. 2002; Meunier et al. 2009;
Wechsler-Reya et al 1997b; Gao et al 2021; Behfar et al 2022). The purpose of this study was to
investigate whether variants of the BIN1 gene are associated with the cognitive performances
processing speed and cognitive flexibility in a sample of the general population without cognitive

impairment and without a suspected family history of dementia.

As part of the study, subjects were recruited who were not related to each other and who had
to undergo extensive, standardized test procedures before being included in the study in order
to be included as participants. Individuals with psychiatric and neurological disorders were
excluded. To assess cognitive function in the area of processing speed and cognitive flexibility,
the cognitive test methods TMT A and B and ZVT were used. Genotype data was obtained using
chip technologies and imputation. The raw values were analyzed by linear regression and
adjusted for age, gender and education. In a screening sample (n = 634), 510 SNPs in the region
of the BIN1 gene were examined, which were grouped into 26 LD-independent regions (clumps),

each with an index SNP.

The analysis showed nominal significant associations between 17 of the 510 SNPs and the results
of TMA A, B and ZVT. 8 of these SNPs were Index-SNPs. Significant associations to test results of
two different tests were found for 3 significantly associated Index-SNPs. 4 Index-SNPs showed
associations with TMT A results, 5 Index-SNPs with TMT B results and 2 Index-SNPs with ZVT
results. The most significant SNP of this work was the polymorphism rs142568045, which was
associated with TMT B and ZVT results ((prwrs: 1,932x1073, pavr: 8,632x1073). An association of
some SNPs of the BIN1 gene to the test results can be replicated: Out of 6 examined proxy SNPs,
which were in linkage disequilibrium to the Index-SNPs of the screening sample, 2 tended

towards associations with the test results of TMT A, a third with test results of the TMT B.
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This study indicates a significant association of polymorphisms of the Alzheimer's candidate
gene BIN1 with cognitive phenotypes such as processing speed and cognitive flexibility in
healthy controls. Other studies have already shown an association between the BIN1 gene and
cognitive areas (Vivot et al. 2015; Greenbaum et al. 2016; Ferencz et al. 2014; Sartori et al. 2019;
De Rossi et al. 2020; Cruz-Sanabria et al 2021). It has been shown that there are significant
associations between LOAD-typical pathomechanisms and variants of the BIN1 gene (Ubelmann
et al. 2017; Johnson et al. 2018; Franzmeier et al. 2019). Further research is essential to
investigate the functions of the BIN1 gene, the influences on cognitive functions and the
pathogenesis of LOAD in more detail. It is possible that new intervention options for future LOAD

therapy approaches and biomarker diagnostics can be created.

VI
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1. Einleitung

1.1 Kognition

1.1.1 Einfiihrung in die Thematik der Kognition

Die kognitive Leistungsfahigkeit des Menschen wird durch viele verschiedene Umwelteinflisse
bestimmt und verandert. Zusatzlich zu diesen Faktoren spielen auch genetische Komponenten
in der Entwicklung und in dem Verlauf der Kognition entscheidende Rollen (Davies et al. 2014;
Davies et al. 2018). Mittlerweile ist bekannt, dass der kognitive Leistungsabfall durch
Erkrankungen oder als altersbedingte Veranderung davon nicht ausgeschlossen werden kann
(Lin et al. 2017). Die Kognition und gleichsam die Intelligenz sind strittige Begriffe, mit denen
sich die Menschheit seit Jahrhunderten beschaftigt. Seit dem 20. Jahrhundert, als Charles
Spearman den Begriff der general intelligence pragte, ist das Konstrukt der Kognition immer
mehr in den Fokus der medizinischen und psychologischen Forschung geriickt. Spearman
entwickelte ein aus zwei Faktoren bestehendes Intelligenzmodell, die Zwei—Faktoren—Theorie.
Der g—Faktor (general-intelligence) steht dabei fir einen Ubergeordneten Faktor der
allgemeinen Intelligenz und umfasst unter anderem das Denken und die Aufmerksamkeit. Die
s—Faktoren (specific—intelligence) reprasentieren voneinander unabhéangige, spezifische und
individuelle Leistungsdomanen. Sie bilden jeweils partiell gemeinsam den g-Faktor (Spearman
1904). In den folgenden Jahren entstanden viele weitere Intelligenztheorien. Thurstone
konstruierte 1938 ein Mehrfaktoren-Modell mit 7 unabhdngigen Grundfahigkeiten als
Primarfaktoren der Intelligenz. Dazu gehoéren unter anderem die Gedachtnisleistung, das
Sprachverstandnis und die Raumvorstellung (Thurstone 1938). Im Zwei—Faktoren—Modell nach
Cattell von 1963 wird zwischen der fluiden und der kristallinen Intelligenz unterschieden.
Wahrend die fluide Intelligenz angeboren und unabhédngig von ihrer Umwelt ist, wird die
kristalline Intelligenz erst erworben. Die kristalline Intelligenz zeichnet sich bei der
Problemlésung durch den Einsatz von Erfahrungen und Wissen, was im Laufe des Lebens
beispielsweise durch Bildung erworben wurde, aus und steigt mit dem Alter an. Im Gegensatz
dazu erreicht die fluide Intelligenz ihr Maximum in jungen Jahren und setzt sich zum Beispiel aus
der Verarbeitungsgeschwindigkeit, dem logischen Denken und der Problemldésung, ohne auf
Erfahrungswerte zuriickzugreifen, zusammen (Cattell 1963). Diese Theorien liefern den
Grundstein der Forschung in diesem Bereich. Trotz weiterer enormer Anstrengungen, den
Begriff und die Zusammensetzung der Intelligenz zu definieren, wurde dies bis heute nicht
vollends zufriedenstellend erreicht. Mit der Zeit rlickte auch der Begriff der Kognition immer

mehr in den Vordergrund. Im Gegensatz zur Intelligenz, welche einen Teil der Kognition
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ausmacht, umfasst die Kognition — als Oberbegriff fir hohere geistige Funktionen — das
Erkennen, den Verstand sowie Denk- und Wahrnehmungsprozesse (Tewes und Wildgrube
1992). Anders formuliert beinhaltet die Kognition Prozesse wie Erinnern, Urteilen,
Aufmerksamkeit, Vorstellen, Antizipieren, Planen, Entscheiden, Problemldsen, Mitteilen von
Ideen, Klassifizieren und Interpretieren. Der Begriff der Kognition umfasst also alle Formen des

Erkennens und Wissens (Zimbardo 1995) und ist breit gefachert.

1.1.2 Verarbeitungsgeschwindigkeit und kognitive Flexibilitat

Die Verarbeitungsgeschwindigkeit und die kognitive Flexibilitat, um die es in dieser Dissertation
vorranging gehen soll, sind der Kognition als Teilbereiche zuzuordnen. Unter der
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit wird die Geschwindigkeit verstanden, in der
Informationen aufgenommen und verarbeitet werden kénnen. Sie ist als ein Grundstein des
intelligenten Verhaltens zu verstehen und korreliert mit der Intelligenz (Pawlik 2006). Ebenfalls
besteht eine Korrelation zwischen der Verarbeitungsgeschwindigkeit und dem Alter einer
Person (Salthouse 2009). Aktuell wird diskutiert, ob die altersbedingte Verlangsamung der
Verarbeitungsgeschwindigkeit Ursache oder Indikator des kognitiven Alterns ist (Schubert et al.
2019). Die Verarbeitungsgeschwindigkeit ist mit der Konnektivitdt der weilen Substanz des

Gehirns assoziiert (Kanai und Rees 2011; Kuznetsova et al. 2016).

Die kognitive Flexibilitat kann als eine Domane der exekutiven Funktion verstanden werden. Die
exekutive Funktion ist ein Konstrukt der Neuropsychologie und beschreibt komplexe kognitive
Prozesse, die an der Problemldsung, dem logischen Denken und der Handlungsplanung beteiligt
sind. Hierzu zdhlen neben der kognitiven Flexibilitdt auch die kognitive Inhibition und das
Arbeitsgedachtnis (Diamond 2013). Die Prifung der kognitiven Flexibilitdt untersucht, wie
schnell zum Beispiel die raumliche Perspektive oder zwischen verschiedenen
Aufgabenanforderungen gewechselt werden kann. Hier sind verschiedene Vorgange in
unterschiedlichen Hirnregionen beteiligt, insbesondere spielt der prafrontale Kortex eine

entscheidende Rolle (Pawlik 2006).

1.1.3 Biologische Grundlagen der Kognition

Bisher ist es der Neurowissenschaft nicht gelungen, das komplexe System des Gehirns und
seiner Funktionen vollstdandig zu verstehen. Weiterhin sind trotz groBer Anstrengungen
Zusammenhadnge zwischen Funktion und Struktur unklar. Mittlerweile ist allerdings
anzunehmen, dass es sich um ein vielfaltiges Netzwerk zwischen verschiedenen Ebenen handeln
muss. Einbegriffen sind zum Beispiel Stoffwechsel- und Regulationsmechanismen, aber auch

Wechselwirkungen zwischen kortikalen und subkortikalen Bereichen (Bassett und Sporns 2017).
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Der prafrontale Kortex, insbesondere die Dicke des Cortexes, ist mit der exekutiven Funktion
assoziiert. Vor allem der anteriore cingulare Cortex, der rechte inferiore frontale Gyrus und das
linke mediale frontale Areal, welche sich im Frontalpol und dorsolateralen prafrontalen Cortex
erstrecken, erfillen mit ihren umfangreichen Verknipfungen einen Teil der exekutiven
Aufgaben (Kanai und Rees 2011). Die Verarbeitungsgeschwindigkeit korreliert mit der Integritat
der weillen Substanz des Gehirns (Kanai und Rees 2011; Kuznetsova et al. 2016). Bemerkenswert
ist, dass es im Laufe des Lebens im Bereich des prafrontalen Kortex und im prazentralen Gyrus
zu einer physiologischen Abnahme der grauen und weiflen Substanz kommt und dieser Prozess
damit Teil des Alterns zu sein scheint. Zwischen der altersbedingten nachlassenden
Verarbeitungsgeschwindigkeit und den nachlassenden exekutiven Funktionen bestehen
moglicherweise Korrelationen mit einem Verlust der weiflen Substanz und der damit
einhergehenden kortikalen Diskonnektion (Harada et al. 2013; Kuznetsova et al. 2016). Obwohl
die neuronalen Mechanismen der grundlegenden kognitiven Prozesse nicht vollstandig
verstanden sind, legen Studien an Patienten mit Multipler Sklerose, bei der es sich um eine
demyelinisierende Erkrankung handelt, nah, dass sowohl eine intakte neuronale als auch
neurovaskuldre Kopplung sowie ein intakter Blutfluss im Gehirn eine wichtige Rolle bei der
Verarbeitungsgeschwindigkeit spielen. Diese Untersuchungen decken sich teilweise mit
Prozessen, die sich auch beim gesunden Altern und bei dementiellen Erkrankungen finden

lassen (Sivakolundu et al. 2020).

Mittlerweile ist bekannt, dass es eine Vielzahl von Faktoren gibt, die die Kognition beeinflussen.
Dazu zdhlen unter anderem der Bildungsgrad (Bento-Torres et al. 2017) und ein sozial aktiver
Lebensstil (Evans et al. 2018). AuRerdem beeinflussen Hormone, wie zum Beispiel
Sexualhormone, Stress und Schlaf die kognitiven Fahigkeiten (Khadilkar und Patil 2019).
Verschiedene vaskuldre Risikofaktoren wirken ebenfalls auf die Kognition ein. Insbesondere die
arterielle Hypertension und die hieraus resultierenden Schaden sind als Risikofaktoren fir
kognitive Einschrankungen — vornehmlich Einschrdankungen der Aufmerksamkeit, des
Gedachtnissen und der exekutiven Funktionen — bekannt und erhéhen die Wahrscheinlichkeit
fiir vaskuldare Demenzen (Vicario et al. 2005). Verschiedene pathophysiologische Mechanismen
kénnen hierbei eine Rolle spielen. Zu nennen sind unter anderem die Schadigung des
GefalRendothels und die dadurch gestérte Mikrozirkulation (Czuriga-Kovacs et al. 2016). Mit
Sicherheit kann davon ausgegangen werden, dass zwischen dem Lebensstil und den kognitiven
Fahigkeiten Verbindungen bestehen. Beeinflussbare Faktoren sind zum Beispiel Alkoholkonsum,

physische und geistige Aktivitaten (Clare et al. 2017). Bei der Verarbeitungsgeschwindigkeit lasst
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sich beispielsweise nach dem Trainieren der Funktion ein Effekt mit beschleunigten kognitiven

Prozessen nachweisen (Takeuchi et al. 2011).

1.1.4 Genetik der Kognition

Genetische Faktoren haben einen erheblichen Effekt auf die kognitive Leistungsfahigkeit. Dies
wurde Uber die letzten Jahrzehnte vielfach bestatigt. In zahlreichen Familien-, Zwillings- und
Adoptionsstudien wurde der relative Einfluss der Vererbung auf die kognitiven Fahigkeiten
untersucht und auf Hertitabilitdtswerte zwischen 0,5 und 0,8 geschatzt (Plomin 1999; Plomin
und Petrill 1997). Dabei wurde festgestellt, dass der Einfluss der Erblichkeit bei &alteren
Menschen starker ausgepragt ist als bei jlingeren Menschen und somit der Phanotyp dem
Genotyp deutlicher entspricht (Toga und Thompson 2005; Sniekers et al. 2017). Es wurde
aufgezeigt, dass die altersbedingten Unterschiede in den kognitiven Domadnen auch durch
genetische Faktoren beeinflusst werden (Raz et al. 2009). Durch die Entwicklung von groReren
genomweiten Assoziationsstudien (Genome—wide association studies, GWAS), entstand eine
neue Moglichkeit der ldentifizierung genetischer Varianten in Bezug auf phanotypische
Merkmale. Dabei werden Assoziationen zwischen dem bestimmten Phdnotyp und einem
Einzelnukleotid—Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) hergestellt. Der
Zusammenhang ist hierbei rein korrelativ. Wie aus dem Terminus SNP erkennbar, handelt es sich
hierbei um eine Variante eines einzelnen Nukleotids beziehungsweise um ein Basenpaar an
einer bestimmten Stelle im Genom. Diese Allelvarianten kénnen vererbt werden. Durch die
Identifizierung assoziierter SNPs besteht die Moglichkeit, das Wissen tber Erkrankungen und
deren Phadnotypen, aber beispielsweise auch Uber kognitive Prozesse, zu vermehren (Marees et
al. 2018). Mittlerweile wurden durch GWAS viele SNPs gefunden, die mit physiologischen
Prozessen, aber auch mit Erkrankungen, assoziiert sind. In Meta—Analysen werden mehrere
unabhadngige GWAS zusammengefasst, was zu einer hdheren statistischen Power der Studien
flihrt. Damit bestatigen und identifizieren Meta-Analysen neue genetische Assoziationen und
leisten einen bedeutenden Beitrag beim Aufdecken biologischer Mechanismen physiologischer,
wie auch pathologischer Vorgange (Naj und Schellenberg 2017). Im Jahr 2017 wurden in einer
Meta—Analyse 336 SNPs in 18 Genloci, die mit Intelligenz und im weiteren Sinne mit Kognition
(Spearmans g-Faktor) assoziiert sind, identifiziert (Sniekers et al. 2017). Weitere umfangreiche
GWAS folgten und zeigten ebenfalls Assoziationen zwischen genetischen Loci und der Intelligenz
auf (Savage et al. 2018; Zabaneh et al. 2018). Eine weitere Meta-Analyse bestatigte durch die
Assoziationen zwischen 178 SNPs in 148 unabhangigen Loci und der generellen kognitiven
Funktion die genetische Komponente. Zusatzlich dazu wurde eine Assoziation zwischen der

generellen kognitiven Funktion und verschiedenen Gensets, die an der Nerven- und
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Zellentwicklung beteiligt sind, gefunden (Davies et al. 2014; Davies et al. 2016; Davies et al.
2018). Darauf aufbauende Studien beschaftigten sich damit, die Genvarianten auf Assoziationen
mit verschiedenen neurologischen Outcomes zu untersuchen, um grundlegende
Entwicklungspfade und neurodegenerative Prozesse ausfindig zu machen (Knol et al. 2018;
Coleman et al. 2019; Hill et al. 2019). Es zeigten sich beispielsweise Assoziationen mit der
kognitiven Leistung, dem intrakraniellen Hirnvolumen, dem Bildungsgrad sowie zu einem
gewissen Grad mit dem kognitiven Verfall (Davies et al. 2016; Knol et al. 2018). Eine GWAS an
1,1 Millionen Individuen von Lee et al. (2018) identifizierte 1271 unabhangige und genomweit
signifikante SNPs, die mit dem Bildungsniveau assoziiert waren und unterstiitzte so die
Studienergebnisse von Davies et al. (Davies et al. 2016; Lee et al. 2018). Weitere Studien wiesen
Assoziationen zwischen Genloci und spezifischen kognitiven Funktionen wie zum Beispiel der
episodischen Gedachtnisleistung (Barral et al. 2014), mathematischen Fahigkeiten (Baron-
Cohen et al. 2014), der Reaktionszeit (Davies et al. 2016; Pinar et al. 2018), Lese- und
sprachbezogenen Fahigkeiten (Eising et al. 2022) und dem Wortgedachtnis (Wang et al. 2022)

nach.

Konkrete Ergebnisse in Bezug auf die Vererbung der Verarbeitungsgeschwindigkeit lieferten
ebenfalls einige Zwillingsstudien, GWAS und Meta-Analysen: Lee et al. (2012a) schatzen den
relativen Einfluss der Vererbung auf die Verarbeitungsgeschwindigkeit auf Werte zwischen 0,35
und 0,62 (Lee et al. 2012a). In GWAS und Meta-Analysen wurde eine Vielzahl an genetische
Varianten identifiziert, die mit der Verarbeitungsgeschwindigkeit assoziiert sind (Luciano et al.
2011; Ising et al. 2014; lbrahim-Verbaas et al. 2016; Wang et al. 2021). In einer weiteren
Assoziationsanalyse wurden auf Chromosom 3g23 zwei Gene mit der psychomotorischen
Geschwindigkeit assoziiert. Die psychomotorische Geschwindigkeit kann nach Angaben der
Autoren als ein Aspekt der Verarbeitungsgeschwindigkeit verstanden werden (Knowles et al.

2019).

Um den genetischen Einfluss auf die exekutive Funktion zu untersuchen, wurden umfangreiche
Zwillingsstudien durchgefiihrt. Der genetische Einfluss auf die Leistung in der exekutiven
Funktion wurde auf relative Werte zwischen 0,34 und 0,68 geschatzt (Swan und Carmelli 2002).
Es scheint multiple genetische Faktoren zu geben, welche die Leistung in der exekutiven
Funktion vor allem im Alter beeinflussen (Lessov-Schlaggar et al. 2007). Allerdings muss
zwischen den verschiedenen Aspekten der exekutiven Funktion unterschieden werden.
Wahrend beispielsweise das Arbeitsgedachtnis in einer anderen Heritabilitatsschatzung relative
Werte von ungefahr 0,59 aufwies, zeigte die kognitive Flexibilitat relative Werte von ungefahr

0,31. Dies wurde darauf zurickgefuhrt, dass die Aspekte der exekutiven Kontrolle, welche
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ebenfalls geringe phanotypische Korrelationen aufzeigen, unterschiedlich vererbt werden und
Bestandteil eines mehrdimensionalen Konstrukts sind (Lee et al. 2012b). In einer GWAS konnten
genomweit signifikante Assoziationen zwischen der kognitiven Flexibilitdat und SNPs im Bereich
eines Gens auf Chromosom 15 nachgewiesen werden. Ebenfalls zeigte sich eine Assoziation
zwischen der kognitiven Flexibilitdt und der generellen kognitiven Funktion (Hagenaars et al.
2018; Zhang et al. 2018; Grotzinger et al. 2022). Hagenaars et al. (2018) wiesen ebenso eine

genetische Korrelation zu der Verarbeitungsgeschwindigkeit nach (Hagenaars et al. 2018).

1.2 Alzheimer Demenz

Durch die hohere Lebenserwartung der Bevolkerung in den Industriestaaten steigt auch die
Wahrscheinlichkeit eine Demenz zu entwickeln (Doblhammer et al. 2013). Das Alter, einer der
Hauptrisikofaktoren der Demenz, spielt dabei die entscheidende Rolle. Im Jahr 2018 lebten
nahezu 1,7 Millionen an Demenz erkrankte Menschen in Deutschland. Die jahrlich weiterhin
anwachsende Zahl der Neuerkrankten lag dabei ungefahr bei 300000 pro Jahr und Ubertraf
damit auch die Sterbefalle (Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. und Bickel 2018). Weltweit
leben mehr als 55 Millionen Menschen mit der Erkrankung. Da der Anteil an dlteren Menschen
an der Bevolkerung zunimmt, kénnte diese Anzahl bis 2030 auf 78 Millionen ansteigen (WHO
2022, abgerufen am 14. Februar 2023). Dies stellt die Gesellschaft vor grolRe Herausforderungen
(Bickel 2000; WHO 2022). Wahrend die relative Pravalenz in Deutschland im Alter von unter 64
Jahren niedriger als 0,1 ist, steigt sie bei Giber 100- Jahrigen auf bis zu 0,43 an. Ebenso steigt die
Inzidenzrate von 0,1/100 gelebten Personenjahren auf bis zu 10,9/100 gelebte Personenjahre
bei Gber 95- Jahrigen an (Ziegler und Doblhammer 2009). Die Alzheimer Demenz (AD) ist die
haufigste Form der Demenz und macht ungefdhr 2/3 der Betroffenen aus (Deutsche Alzheimer
Gesellschaft e.V. und Bickel 2018). Die Heritabilitat der Late-onset Alzheimer Erkrankung wird
auf ungefahr 58-79 % geschatzt, Unterschiede zwischen Mannern und Frauen bestehen nicht
(Gatz et al. 2006). Auf die Vererbungsmechanismen wird im Verlauf noch gesondert

eingegangen.

Bei der AD handelt sich um eine fortschreitende neurodegenerative Erkrankung, die sich
insbesondere durch Kognitionseinschrankungen duRert (Holtzman et al. 2011). Erkrankte leiden
an einem progressiven Gedachtnisdefizit und an Einschrankungen des Denkvermdgens, vor
allem die Fahigkeit des Losens komplexer Aufgaben und des Lernens nimmt kontinuierlich ab.
Dies schlieRt demnach eine verminderte Leistung in den exekutiven Funktionen und so auch in
der kognitiven Flexibilitdt mit ein. Die Pravalenz dieser Funktionseinschrankungen steigt bei
Menschen mit AD im Vergleich zu Gesunden deutlich an (Swanberg et al. 2004). In einem

leichten bis mittelschweren Stadium der AD kann eine verminderte
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Verarbeitungsgeschwindigkeit festgestellt werden (McGuinness et al. 2010). Zu erwdhnen ist,
dass sowohl die Verarbeitungsgeschwindigkeit als auch die exekutive Funktion ebenfalls beim
gesunden Altern mit einem Riickgang in diesen kognitiven Domanen assoziiert ist. Hingegen lasst
sich womoglich bei AD-Patienten eine Beschleunigung der Leistungsminderung beobachten
(Sperling et al. 2011). Im Verlauf werden Verhalten, Personlichkeit, Orientierung und
Alltagsaktivitaten weiter negativ beeinflusst (Holtzman et al. 2011). Motorik und Sensorik sind
in den Anfangsstadien nicht beeintrachtigt, zeigen aber im fortschreitenden Prozess der
Erkrankung ebenfalls EinbuBen. Die betroffenen Menschen werden hilfsbedirftig und sind in
spateren Stadien vollstdandig abhangig von Hilfeleistenden (Weyerer 2005). Bis heute ist keine
effektive Behandlung der AD bekannt, was der Erforschung der molekularen Mechanismen bei

dem letalen Verlauf der Erkrankung einen hohen Stellenwert beimisst (Jansen et al. 2022).

Schon Jahre vor der eigentlichen Manifestation einer AD kann es zu der Entwicklung eines
sogenannten Mild cognitive impairment (MCl) kommen. Hierbei handelt es sich um einen
Risikofaktor fur die AD (Petersen et al. 1999). Es wird von einem Kontinuum zwischen kognitiv
Gesunden, MCI bis hin zur AD ausgegangen (Guo et al. 2013; Stephan et al. 2012). Die
Betroffenen, die an einem MCI leiden, zeigen Einschrankungen der Gedachtnisleistung. Die
allgemeinen kognitiven Funktionen und die Fahigkeit, Alltagsaktivitaten durchzufihren ist

allerdings intakt (Busse et al. 2003).

1.2.1 Pathogenese der Alzheimer Demenz

Es wird angenommen, dass es sich bei der AD um eine multifaktorielle Erkrankung handelt.
Genetische Faktoren wirken, ebenso wie Einfllisse aus Umwelt und Lebensstil auf die Erkrankung
ein (Holtzman et al. 2011). So zeigt sich bei vaskuldren Risikofaktoren wie beispielsweise der
arteriellen Hypertension nicht nur ein Zusammenhang zur vaskuldren Demenz, sondern auch zur
Neuropathologie der AD (Czuriga-Kovacs et al. 2016). Wie genau die vaskularen Risikofaktoren
die AD beeinflussen ist noch unklar. Es besteht aber die Theorie, dass eine arterielle
Hypertension die Expression eines B—Amyloids Rezeptors der Blut-Hirn-Schranke beeinflusst
und somit zu der Ablagerung von Amyloid Aggregaten beitragen kénnte (Carnevale et al. 2016).
Weitere Assoziationen zur AD gelten fiir andere kardiovaskuldre Risikofaktoren wie Diabetes
mellitus oder Hypercholesterindmie. Demnach kdnnten diese zerebrovaskularen Faktoren auch

das Risiko flir eine AD erh6éhen (Beeri et al. 2009)

Kennzeichnend fir die AD ist die Degeneration von Neuronen und Synapsen sowie der Verlust
des Neurotransmitters Acetylcholin (Selkoe 2002). Es gibt Hinweise darauf, dass das cholinerge

System zur Neuroplastizitdt beitragt, einen Einfluss auf die Kognition hat und dass zwischen
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Veranderungen des cholinergen Systems und typischen AD-Pathologien Interaktionen
bestehen. Assoziationen bestehen beispielsweise mit hyperphosphoryliertem Tau—Protein und
der B—Amyloid Pathologie (Hampel et al. 2018). Generell zeigt sich bei der AD eine Hirnatrophie,
anfangs vor allem im entorhinalen Cortex und im Hippocampus (Sabuncu et al. 2011; Harada et
al. 2013). Wegweisend sind extrazellulare senile Plaques, bestehend aus akkumulierten,
fehlerhaftgefalteten Peptiden des f—Amyloids. Das f—Amyloid-Peptid entsteht durch Spaltung
eines Vorlduferproteins, dem Amyloid—Precursor—Protein (APP), bei dem es sich um ein
integrales Membranprotein handelt. Die Spaltung des APP findet durch die a-, B- und eine y-
Sekretrasen im Endosom statt. Durch die Spaltung mittels B- und y- Sekretase entsteht das p-
Amyloid—40 und das schlechter I6sliche, etwas langere, B—Amyloid—42 (AB42). Bei AD—Patienten
kommt es zu einer verstarkten Aggregation und Akkumulation des Amyloids (Pensalfini et al.
2014). Dieses Akkumulation des neurotoxischen Produkts bildet unldsliche senile Plaques, die
sich zunachst intrazelluldr ablagern (Schaeffer et al. 2011). Bei Degeneration der Neuronen
kommt es zu einer extrazelluliren Ablagerung. Sowohl die intrazellularen, als auch die
extrazellularen AB42 Ablagerungen scheinen eine Rolle in der AD-Pathogenese zu spielen und

beeinflussen sich gegenseitig (Takahashi et al. 2017).

In den Neuronen bilden sich auRerdem Ablagerungen aus hyperphosphoryliertem Tau—Protein,
sogenannte neurofibrillary tangles (NFTs). Diese sind mit den Mikrotubuli assoziiert und dienen
diesen als Bindungspartner und Stabilisator (Schaeffer et al. 2011). Es wurde gezeigt, dass die
Ablagerungen der NFTs mit neurodegenerativen Prozessen bei AD—Patienten zusammenhangen
(Scheltens et al. 2016; Cicognola et al. 2019). Auch korrelieren die NFTs und die Plaquelast mit
dem Vorhandensein klinischer Symptome einer AD (Hyman et al. 2012). Unsicher ist hierbei, ob

die Ablagerungen sekundar durch die Krankheit entstehen oder diese induzieren.

In Bezug auf den Verlauf der AD ist wichtig zu erwdhnen, dass die beschriebenen pathologischen
Prozesse schon viele Jahre vor der klinischen Manifestation einer AD auftreten (Preische et al.
2019a). Auffilligkeiten in der Tau-Pathologie zeigen sich ungefihr 15 Jahre, Anderungen in der
Amyloid-Pathologie bis zu 20 Jahre vor dem Auftreten der ersten AD Symptome. Es besteht die
Theorie, dass nach dem Einsetzen dieser pathologischen Prozesse, strukturelle Veranderungen
im Gehirn folgen und es anschlieBend zu kognitiven Einschrankungen kommt. Aus dieser Theorie
entwickelte sich das Konstrukt der praklinischen AD, bei der sowohl Merkmale fir die Amyloid-
Pathologie als auch fiir Tau-Pathologie bestehen, es aber noch nicht zur klinischen Manifestation
der AD gekommen ist (Dubois et al. 2016). Entscheidend ist auch, dass nicht alle Menschen mit
den beschriebenen Pathologien liberhaupt eine AD entwickeln. Die Pravalenz der Ablagerungen

steigt zwar mit dem Alter an, bei einigen Menschen kommt es aber trotz steigender Menge der
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Ablagerungen bis zum Tod nicht zu einem Ausbruch der Erkrankung (Savva et al. 2009). In
diesem Zusammenhang ist auch die bereits oben beschriebene Amyloid-Hypothese zu
erwahnen, in der angenommen wird, dass die Amyloid-Pathologie Hauptursache der AD ist
(Hardy und Higgins 1992) Diese wurde in den letzten Jahren beispielsweise durch das Scheitern
der zahlreichen neuentwickelten Medikamente, die ausschlieRlich auf diesen
Pathomechanismus einwirken sollten, als singuldre Ursache der AD abgelost. Stattdessen wird
eher davon ausgegangen, dass zu einer Amyloid-Akkumulation eine mikrogliale
Entzindungsreaktion hinzukommt, welche die Tau-Akkumulation sowie Ausbreitung fordert
und was schlief8lich in einer Degenration von Neuronen miindet. Therapeutische Ziele sollten
eher dem Krankheitsstadium und dem jeweiligen Prozess angepasst werden (Boche und Nicoll
2020). Die Frage, welche weiteren Faktoren hinzukommen mussen, damit es zur Neurotoxizitat
kommt und neurokognitive Einschrankungen auftreten, ist Teil der aktuellen Forschung.
Mittlerweile wird eher von einer komplexen und multikausalen Pathogenese der AD als von
einer rein linearen Kausalkette durch Ablagerungsmechanismen ausgegangen (Scheltens et al.

2016).

Weitere Entstehungstheorien deuten auf eine friihe Beteiligung von oxidativem Stress,
mitochondrialer Fehlfunktion und deren Wechselwirkungen an der Pathogenese der AD hin. Ein
verringerter Energiestoffwechsel und Zelldegeneration in Gehirnen von Erkrankten unterstitzen
diese Theorie (Wang et al. 2014). Zusatzlich ist bekannt, dass mit der Entstehung der AD
verschiedene neuroinflammatorische Prozesse assoziiert sind, woran unter anderem das
Komplementsystem und die Mikroglia-Zellen beteiligt sind. AP—-Ablagerungen zeigen
proinflammatorische Eigenschaften (Tuppo und Arias 2005). Erwahnt werden sollte in diesem
Zusammenhang auch ein moglicher Einfluss chronisch viraler, bakterieller und mykotischer
Infektionen auf die Entstehung der AD (Sochocka et al. 2017) sowie eine mogliche Verbindung
zwischen einem hochreguliertem Kynureninstoffwechsel und AD-typischen Ablagerungen im
Gehirn von Erkrankten (Guillemin et al. 2005). Einfllsse auf die Pathogenese und die Modulation
des AB- und Tau-Proteins werden auch dem Glucose- und Lipidmetabolismus zugeschrieben
(Jones et al. 2010). Insbesondere besteht eine Assoziation zwischen dem Gesamtcholesterol im
Serum im mittleren Lebensalter und dem Risiko eine AD zu entwickeln (Anstey et al. 2008). Auch
bestehen Einflisse zwischen dem Lipid- und Glucosestoffwechsel auf die Neurodegeneration
(Sato und Morishita 2015). Ein ausreichendes Verstdandnis davon, wie genau die verschiedenen
Interaktionen mit oben beschriebenen Ablagerungen und Auswirkungen auf die Pathogenese

der AD funktionieren, konnte sich bislang nicht herausbilden.
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1.2.2 Genetische Einfliisse auf die Alzheimer Demenz

Unterschieden wird zwischen einer friih beginnenden Alzheimer Demenz (Early—onset
Alzheimer’s disease, EOAD) , die vor dem 66. Lebensjahr auftritt und einer spater beginnenden
Form (Late—onset Alzheimer’s disease, LOAD) mit Manifestation ab dem 66. Lebensjahr
(Sakamoto et al. 2002). Die familidgre Form der EOAD macht ungefahr 5 % der Betroffenen aus
und zeigt unter anderem verschiedene Mutationen im APP—Gen, sowie im Presenilin-Gen 1 und
2. Diese Mutationen verandern die Verstoffwechselung des APP. Es kann beispielsweise zu einer
erhdhten Produktion der langeren Form des neurotoxischen f—Amyloid (AB42) kommen, welche
akkumuliert und aggregiert (Guimas Almeida et al. 2018). Neben diesen Risikovarianten
scheinen auch seltenere Varianten sowie Risikogene, welche keinem klar autosomal-
dominantem Erbgang folgen, eine Rolle in der Manifestierung einer EOAD zu spielen. Hier
werden beispielsweise epigenetische Modellierungen diskutiert (Sirkis et al. 2022). Im
Gegensatz zu der EOAD, bei der teilweise eine monogenetische Vererbung zu beobachten ist,
die den Mendelschen Regeln folgt, tragen bei der LOAD mehrere Risikogene mit geringerer
Penetranz zum Krankheitsrisiko bei (Naj und Schellenberg 2017). Bei der LOAD ist das g4—Allel
des Apolipoprotein E-Gens (APOE) lange vor weiteren Risikofaktoren als wichtigstes
Suszeptibilitatsgen identifiziert worden (Corder et al. 1993). Im Vergleich zu einem g4-negativen
Genotyp, steigt bei einem g4-heterozygoten Genotyp das Risiko an einer LOAD zu erkranken um
das 1,8 —3fache an. Bei einem g4-homozygoten Genotyp ist das Risiko um das 6 — 15fache
erhoht (Finckh 2006). APOE ist am Lipidmetabolismus und -transport beteiligt. Zusatzlich hat es
einen Einfluss auf die B-Amyloid-Akkumulation, die Funktion der Synapsen und die Regulation
des Immunsystems (Mahley und Rall 2000). Der Einfluss des APOE-Gens auf die Pathogenese
der LOAD ist jedoch nicht ausreichend, um die Entstehung der LOAD ganzlich zu erkldren.
Weitere Risikofaktoren, sowohl genetisch als auch nicht genetisch, miissen bestimmt und
bedacht werden. Daher wurden in umfangreichen GWAS und Meta-Analysen an immer grofRer
werdenden Stichproben in den letzten Jahren viele weitere SNPs detektiert und LOAD-
Risikogene identifiziert. In Tabelle 1 sind einige dieser GWAS und Meta-Analysen vermerkt. Es
wird jeweils aufgezeigt, wie groR die Stichproben waren, wie viele Risikogene fiir eine LOAD
identifiziert wurden und welche BIN1-Genvarianten darunter waren. Die identifizierten
Alzheimer-Risikogene zeigen untereinander in ihrer Funktion oft Zusammenhéange und lassen
Uber verschiedene Effekte auf die Entstehung der LOAD spekulieren (Tan et al. 2013; Morgan
2011; Carter 2011; Lambert et al. 2013; Kunkle et al. 2019; Bellenguez et al. 2022). Zum Beispiel
zeigen die Gene CLU (Clusterin), CR1 (Complement receptor type 1), ABCA7 (ATP-binding
cassette sub-family A member 7), CD33 (Cluster of differentiation 33), MS4A (Membrane

spanning A4) und EPHA1 (Ephrin receptor Al) einen Einfluss auf das Immunsystem, was den
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neuroinflammatorischen Aspekt der Pathogenese der AD unterstitzt (Morgan 2011; Carter
2011; Hollingworth et al. 2011). CR1, ABCA7 und andere Risikogene sind ebenfalls mit
Eigenschaften des Komplementsystems assoziiert (Tan et al. 2013; Carter 2011). CLU, APOE und
ABCA7 sind an der Metabolisierung von Lipiden, vorwiegend von Cholesterol, aber auch von AB
beteiligt (Hollingworth et al. 2011). Dies bekraftigt die Annahme, dass es sich beim Amyloid-
Stoffwechsel scheinbar um einen komplexen und durch zahlreiche Faktoren beeinflussbaren
Prozess handelt (Morgan 2011; Schellenberg und Montine 2012). Einen Einfluss auf
verschiedene Membranprozesse, wie sie zum Beispiel in Endozytosevorgdngen und an der
Synapse vorkommen, zeigen unter anderem die Gene BIN1 (Bridging-Integrator 1), PICALM
(Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein), CD33, CD2AP (CD2-associated protein)
und EPHA1 (Morgan 2011; Schellenberg und Montine 2012; Hollingworth et al. 2011). Mehrere
der untersuchten Gene (BIN1, PICALM, CD2AP) legen einen Einfluss auf eine vermehrte
endozytare Bildung des AB in der LOAD nah. Sie sind beispielsweise am Vesikeltransport des APP
oder der Sekretasen beteiligt (Guimas Almeida et al. 2018). Auf das BINI-Gen soll im Folgenden

genauer eingegangen werden.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber Auswahl an GWAS/ Meta-Analysen

GWAS/ Anzahl Patienten/ Anzahl der detektierten  Detektion von
Meta-Analysen Kontrollen Risikogene BIN1-
(angewandter p-Wert) Genvarianten
Harold et al. (2009) 5964 AD-Fille 15 rs744373
10188 Kontrollen (p<1x107) rs7561528
Seshadri et al. (2010) 8371 AD-Fille 5 rs744373
26965 Kontrollen (p<1,7x10%)
Lee et al. (2011) 549 AD-Fille 8 rs7561528
544 Kontrollen (p < 0,05)
Wijsman et al. (2011) 3310 AD-Félle 4 rs744373
529 Kontrollen (p<0,05) rs7561528
Hu et al. (2011b) 6521 AD-Falle 2 rs744373
10360 Kontrollen (p <5x10%) rs12989701
Hollingworth et al. 19870 AD-Falle 7 rs744373
(2011) 39846 Kontrollen (p <5x10%)
Naj et al. (2011) 18832 AD-Falle 9 rs7561528
35597 Kontrollen (p <5x10%)
Kamboh et al. (2012) 2727 AD-Falle 6 rs11680911
33366 Kontrollen (p<0,05) rs7561528
rs6743470
rs17014923
rs9394826
Lambert et al. (2013) 25580 AD-Fille 20 rs6733839
48466 Kontrollen (p <5x10%)
Kunkle et al. (2019) 35274 AD-Fille 25 rs6733839
59163 Kontrollen (p <5x10%)
Bellenguez et al. (2022) 111326 AD-Fille 75 rs6733839
677633 Kontrollen (p <5x10%)

13 Bridging-integrator 1-Gen
Das Bridging-integrator 1-Gen (BIN1-Gen) befindet sich in der Chromosom-Region 14.3 auf dem
langen Arm (q) des 2. Chromosoms und ldsst sich in verschiedene Isoformen eines

nukleozytoplasmatischen Adapterproteins transkribieren. Das BIN1-Gen wurde 1996 als
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mogliches Tumorsuppressorgen identifiziert und interagiert mit dem Protoonkogen MYC
(Myelocytomatosis) (Sakamuro et al. 1996). BIN1 gehort zur Amphiphysin-Familie, in der die

Proteine dhnliche Aminosauresequenzen und Funktionsdoméanen aufweisen (Butler et al. 1997).

1.3.1 Organisation und Expression des BIN1-Gens und seiner Isoformen

Es sind verschiedene transkribierte Proteine des BIN1-Gens bekannt. Durch alternatives Splicing
kommt es zu Unterschieden zwischen den Proteinen, sogenannten Isoformen, fiir die
verschiedene Exons des Gens kodieren. Urspriinglich wurden 19 verschiedene Exons im BINI—
Gen identifiziert (Wechsler-Reya et al. 1997a). Die Nummerierung der Exons baut auf dieser
erstmaligen Beschreibung auf. Heute sind 22 Exons des Gens bekannt. Die jeweiligen Isoformen
dhneln sich in ihrem Aufbau, unterscheiden sich aber in der Lokalisation, ihrer Expression und in
der Funktion. Zwei Isoformen (Isoformen 9 und 10) des BIN1-Gens werden ubiquitar exprimiert.
Verschiedene andere Isoformen zeigen Unterschiede in ihrer Gewebezugehdrigkeit (Tsutsui et
al. 1997). Die Isoformen 1 bis 7 sind im zentralen Nervensystem lokalisiert. Hier kommt BIN1 in
der weiRen Substanz und in Gliazellen vor. Assoziationen bestehen dabei mit myelinisierten
Axonen im Neuropil, Oligodendrozyten und Astrozyten (Adams et al. 2016). Dabei ist die Isoform
1 im initialen Segment der Axone hoch konzentriert, ebenso im Bereich der Ranvier'schen
Schniirringe (Butler et al. 1997, Ramjaun und McPherson 1998). In anderen
immunhistochemischen Analysen wurde gezeigt, dass die neuronale Isoform 1 nur in der grauen
Substanz und die haufigere ubiquitdre Isoform sowohl in der grauen als auch in der weien
Substanz, aber tiberwiegend in den Oligodendrozyten exprimiert wird (De Rossi et al. 2016). In

der Skelettmuskelzelle ist die Isoform 8 nahe der T-Tubuli lokalisiert (Butler et al. 1997).

Im folgenden Abschnitt wird genauer auf die verschiedenen funktionellen Doméanen der
entstehenden Proteine eingegangen. Diese sind je nach Voraussetzungen und Anspriichen des
jeweiligen Gewebes durch alternatives mRNA-Splicing, in den verschiedenen Isoformen
unterschiedlich exprimiert (Wechsler-Reya et al. 1997a; Ellis et al. 2012). Die hohe strukturelle
Ahnlichkeit zwischen den N- terminalen Regionen von BIN1, Amphiphysinl und RVS167 (BAR)
lasst auf dhnliche Funktionen der Proteine schlieBen und wird deshalb N-BAR Domane genannt
(Sakamuro et al. 1996). Diese N- terminale funktionelle Gruppe befindet sich ubiquitér in allen
Isoformen des Gens und kann in Form eines Dimers an Lipidmembranen binden. Durch seine
amphiphile Helix ist die BAR-Domane an der Membranwdlbung beteiligt und kann in die
Membran inserieren (Peter et al. 2004). Ebenfalls ubiquitar in allen Isoformen verbreitet ist die
Src-homology 3 (SH3)-Domane. Mittels dieser ist es moglich Prolin-reiche Bindungsmuster zu
binden, wie sie zum Beispiel in dem Protein Dynamin vorhanden sind, das in die Endozytose

involviert ist (Leprince et al. 1997). Des Weiteren ist eine Bindungsstelle fiir das MYC-Protein
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bekannt. Bei MYC handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der bei Mutation als
Protoonkogen mit der Tumorentstehung assoziiert ist (Sakamuro et al. 1996). Die Clathrin- und
Adaptorprotein 2 (CLAP)- Bindungsdoméane kann zur Endozytose beitragen, ist aber bisher nur
in Isoformen im Nervensystem ausfindig gemacht worden (Ramjaun et al. 1997; Ellis et al. 2012;
Tsutsui et al. 1997). Ein weiteres Bindungsmuster ist die skelettmuskelspezifische Bindungsstelle
fiir Phosphoinositide (Pl). Diese erhoht die Affinitat zu negativ geladenen Lipiden und steht im
Zusammenhang mit der Verformung der Zellmembran und der T-Tubuli (Wechsler-Reya et al.
1997a; Lee et al. 2002). In der muskelspezifischen Isoform 8 kann die PI-Doméane ebenso die
eigene SH3-Domaéne binden und sie damit flir andere Bindungspartner blockieren (Kojima et al.

2004).

1.3.2 Beitrag zu Endozytose und Membranfunktionen

Die BIN1 Isoformen spielen bei der Endozytose eine wichtige Rolle, allerdings ist dies nicht auf
neuronale Zellen begrenzt (David et al. 1996; Ramjaun et al. 1997; Ellis et al. 2012). Dennoch ist
BIN1 in Clathrin-vermittelten Endozytoseprozessen in Neuronen von Bedeutung (Huggett et al.
2022). Es ist bekannt, dass BIN1 mit mehreren in die Vesikelendozytose involvierten Proteinen
interagiert. Dabei tragt die SH3-Bindungsdomane entscheidend zu der Funktion und Bindung
von Dynamin und Synaptojanin bei (McPherson et al. 1996; Leprince et al. 1997; Grelle et al.
2006). Auch unterstiltzt BIN1 die Invagination von Clathrin-coated pits (vertiefte Bereiche der
Membran), welche an der Ausbildung von Transportvesikeln beteiligt sind (Shupliakov et al.
1997; Ramjaun et al. 1997). In der Clathrin-abhangigen synaptischen Vesikelendozytose ist an
der finalen Fission der Vesikel zusatzlich auch Dynamin beteiligt. BIN1 kdnnte durch seine
Beteiligung an diesen beiden Proteinmechanismen das Verbindungstiick sein (Takei et al. 1999).
Durch die physiologische Konkurrenz zwischen der Clathrin- und Dynamin- Bindung, in der
Dynamin Clathrin von seiner Bindungsstelle verdrangen kann, kénnte der nachste Schritt der
Endozytose eingeleitet werden (McMahon et al. 1997). Ebenso interagiert BIN1 mit dem AP2-
Adapterkomplex, welcher ebenfalls an der Internalisierung der Clathrin-abhangigen
Vesikelendozytose beteiligt ist (McMahon et al. 1997; Leprince et al. 1997). Die letzten beiden
zu erwahnenden Proteine sind das in die synaptische Vesikelendozytose involvierte Protein
Endophilin, welches auch mit BIN1-Isoformen in Wechselwirkung treten kann (Micheva et al.
1997), sowie eine Interaktion (iber die SH3-Domane mit dem auch beteiligten Protein DLP4
(Grelle et al. 2006). Damit die Induktion der BIN1 involvierten Endozytose beginnen kann, muss
es durch die Calcium abhangige Phosphatase Calcineurin dephosphoryliert werden (Marks und
McMahon 1998). Zusétzlich zu dem Beitrag zur Endozytose, ist BINI moglicherweise auch bei

Mechanismen der Exozytose, beim pra- und postsynaptischen Transport in Neuronen und auch
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beim endozytaren Recycling involviert (Schiirmann et al. 2020; De Rossi et al. 2020). Bei der
Blockierung des BIN1-Gens in Hela-Zellen steigt die Menge an intrazellularem Transferrin
deutlich an, da das Recycling des betroffenen Rezeptors ohne BIN1 nicht mehr funktioniert (Pant

et al. 2009).

Die BAR-Domane und die Fahigkeit zur Dimerbildung haben einen Einfluss auf die Verformung
der Membran. Dabei ertasten die BIN1-Proteine die Lipidmembran und unterstiitzen deren
Krimmung und Spaltung (Ramjaun et al. 1999; Lee et al. 2002; Peter et al. 2004). Die
skelettmuskelspezifische  Isoform ist an der  Membrantubulation und  der
Muskelzelldifferenzierung beteiligt. Lokalisiert ist das Protein hier an den T-Tubuli, genauer
gesagt an den tubuldren Invaginationen (Butler et al. 1997; Lee et al. 2002; Kojima et al. 2004;
Tjondrokoesoemo et al. 2011). Zusammenfassend weist BIN1 einen Einfluss auf die Spaltung der
Lipidmembran, die synaptischen Vesikelendozytose, die Bildung der Membrantubulation und

generell auf die Verformung der Lipidmembran auf.

1.3.3 Regulation des Zytoskeletts

Die beiden Proteine Amphiphysinl und RVS167, welche ebenfalls zur N-BAR-Familie gehoren,
sind in die Regulation des Zytoskeletts, insbesondere des Aktinzytoskeletts, involviert (Bauer et
al. 1993; Yamada et al. 2007; Yamada et al. 2009). Die BAR-Domane von BIN1-Proteinen
beeinflusst ebenso das Aktinzytoskelett. Dabei stabilisiert und schitzt BIN1 dieses vor
Depolymerisation. Gleichzeitig kann BIN1 die Stabilitat der Aktin-Biindel modifizieren, indem es
mit Tau-Protein, welchem ein Einfluss auf die AD-Pathogenese zugeschrieben wird und welches
Aktin-Biindel induzieren kann, interagiert (Drager et al. 2017). Zusatzlich kann BIN1 durch seine
BAR-Domane an das Mikrotubuli stabilisierende Protein CLIP170 binden und so die Mikrotubuli
beeinflussen. BIN1 dient diesem, moglicherweise als Ankerpunkt an der Lipidmembran.
Andererseits unterstitzt der Mikrotubuli-Apparat auch bei der Ausbildung von
Membrantubulationen. BINI scheint somit ebenfalls einen regulierenden Einfluss auf das

Zytoskelett zu haben (Meunier et al. 2009).

1.3.4 Funktion bei DNA-Reparatur und Zelltod

BIN1 fihrt im Zellkern von proliferierenden und differenzierenden Zellen wichtige Funktionen
aus (Wechsler-Reya et al. 1998; Wechsler-Reya et al. 1997b). Dazu gehort die Aktivierung des
programmierten Zelltods beziehungsweise auch die Fahigkeit maligne Transformationen durch
das Protoonkogen MYC zu stoppen (Ge et al. 1999; Elliott et al. 2000). BIN1 kann den Zelltod
tiber verschiedene Wege induzieren: Uber einen Kaspase-unabhingigen Mechanismus kann das

Zellwachstum MYC-abhangig oder -unabhéngig gehemmt werden (Elliott et al. 2000; Elliott et
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al. 1999). BIN1 und seine funktionellen Domanen, um unter anderem das MYC-Protein zu
binden, spielen dabei als Tumorsuppressor eine wichtige Rolle (Sakamuro et al. 1996). In
Tumorzellen fiihrt der Verlust von BINI-Genprodukten zu einem bosartigeren Verlauf, da die
Apoptose nur vermindert durchgefiihrt werden kann (DuHadaway et al. 2001). Der
Transkriptionsfaktor E2F1 aktiviert bei aufkommenden DNA-Schaden die BINI-Promoterregion,
welche unabhdngig von bekannten Apoptose-induzierenden Proteinen wie p53, p73 und
Kaspasen zum programmierten Zelltod fiihrt (Cassimere et al. 2009). Weitere
Wechselwirkungen bestehen zwischen der BAR-Doméadne und dem DNA-Bindungsprotein Ku,
welches bei der Telomer-Aufrechterhaltung, der Apoptose und der DNA-Reparatur wirkt. Bei
Mutationen, die die krebshemmende Aktivitat von BIN1 zerstoren, kann eine Bindung zu Ku
nicht mehr hergestellt werden (Ramalingam et al. 2007). Die SH3-Doméne kann ebenfalls ein
DNA-Reparatur-Protein binden. Es handelt sich um XRCC4, welches in die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen involviert ist (Grelle et al. 2006). BIN1 greift mit seiner BAR-Domane auch
direkt in die DNA-Reparatur ein. Dabei hemmt und interagiert es mit der Polymerase PARP1,
welche an der Basenexzisionsreparatur beteiligt ist. Durch erhohte Mengen an MYC-Proteinen
kommt es zu einer Repression von BIN1 und damit zu einer erhéhten PARP1 Aktivitat und
leichterem Uberleben der Krebszelle (Pyndiah et al. 2011). Wie genau BIN1 die Apoptose bei der

LOAD beeinflussen kdnnte, ist noch nicht abschliefend untersucht (Gao et al. 2021).

1.3.5 Beitrag zur Funktion des Immunsystems

BIN1 beteiligt sich Uber verschiedene Mechanismen an der Funktion des Immunsystems.
Beispielsweise tragt es zur Phagozytose durch Makrophagen bei (Gold et al. 2004). AuRerdem
ist BIN1 an der Expression des Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO1) beteiligt, welches
einen Einfluss auf die Immunantwort bei Infektionen und die Bildung des neurotoxischen Stoffes
Chinolinsdure (QUIN) hat (Tan et al. 2013). Sowohl IDO1 als auch QUIN scheinen Uber einen
hochregulierten Kynureninstoffwechsel in die AD-Pathogenese, insbesondere (ber
Entzindungsmechanismen im Bereich der senilen Plaques, involviert zu sein (Guillemin et al.
2005). Inwieweit BIN1 Uber diese Stoffe an der moglichen entziindlichen Genese der AD und an
grundsatzlichen Alterungsprozessen im Gehirn beteiligt sein konnte, ist bisher noch unklar

(Behfar et al. 2022).

1.3.6 Assoziierte Erkrankungen

Mehreren Tumorerkrankungen sind mit Veranderungen im BIN1-Gen assoziiert. Ursachen der
erhohten Krebsprogression konnen Fehler beim Splicing, Deletionen, ein Verlust der
Heterozygotie des BIN1-Gens oder der Verlust der Fahigkeit zur Apoptoseinduktion sein (Ge et
al. 1999; Ge et al. 2000a). Auffilligkeiten in Bezug auf das BINI1-Gen ergaben sich in
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Melanomzellen (Ge et al. 1999), Protstatatumoren (Ge et al. 2000a), malignen Karzinomen der
Brust (Ge et al. 2000b; Ghaneie et al. 2007; Chang et al. 2007a), Zellen des hepatozelluldren
Karzinoms (Pan et al. 2012), Darm- und Lungenkarzinomen (Chang et al. 2007b) sowie in
Neuroblastomzellen (Hogarty et al. 2000). Insgesamt ist die Konsequenz, dass bestimmte
Veranderungen in der BINI1-Expression einen Einfluss auf die Genese, Pathologie oder

Progression verschiedener Tumorerkrankungen haben kdnnten.

In der Entstehung von Kardiomyozyten zeigt BINI eine Beteiligung an der Entstehung der T-
Tubuli und an der Aktivitat der Cay-1.2-Kalziumkanadle. BIN1 ist nah an den T-Tubuli lokalisiert
und beim Uber die Mikrotubuli erfolgenden Transport von Kalziumkandlen zur Membran

involviert. Hier dient BIN1 als Anker an der Zellmembran (La Mata et al. 2019; Hong et al. 2010).

Homozygote Mutationen im BINI-Gen sind mit einer autosomal rezessiven Form der
angeborenen myotubuldaren Myopathie (zentronukledre Myopathie, CNM) assoziiert (Bohm et
al. 2013; Nicot et al. 2007). Es handelt sich bei den Mutationen entweder um Missense-
Mutationen, die die BAR-Domane betreffen und so die Eigenschaften an der Membran und an
der Tubulation beeinflussen oder um Mutationen, die in der SH3-Domane vorkommen, sodass
die Bindung zu Dynamin2 gestort wird (Nicot et al. 2007). Bei der myotonen Dystrophie kénnen
ebenfalls Fehler im Splicing, vor allem das muskelspezifische Exon betreffend, beobachtet

werden (Bohm et al. 2013; Fugier et al. 2011).

Das Mitwirken des BIN1-Gens und seinen potenziell verdnderten Isoformen an diesen
verschiedenen Erkrankungen verdeutlicht die vielschichtige und ausgepragte Bedeutung, die

BIN1 an grundlegenden molekularen Mechanismen hat (Prokic et al. 2014).

1.3.7 Assoziation von BIN1 mit der Late-onset Alzheimer's disease

Viele Studien unterstiitzen die Beteiligung des BIN1-Gens an typischen pathogenen Faktoren der
LOAD. Diese Korrelation kdnnte beispielsweise Uber eine veranderte Rezeptor-vermittelte
Endozytoseaktivitdt in Neuronen, die mit neuritischen Plaques belastet sind, erklart werden
(Bhattacharyya et al. 2022). Ein anderer Ansatz konnte der Einfluss (iber das Aktin-Zytoskelett
auf die Tau-Pathologie und die NFTs sein (Adams et al. 2016). Im Jahr 2010 erreichte der erste
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) nahe dem BIN1-Gen in einer Meta-Analyse mehrerer
GWAS zur LOAD zum ersten Mal genomweite Signifikanz (Seshadri et al. 2010). In weiteren
GWAS und Meta-Analysen wurde BINI als Suszeptibilititsgen fiir die LOAD bestétigt.
Verschiedene SNPs im BINI-Genabschnitt zeigten — teilweise mehrfach - signifikante
Assoziationen (Hollingworth et al. 2011; Lee et al. 2011; Wijsman et al. 2011; Hu et al. 2011b;
Naj et al. 2011; Lambert et al. 2013; Kunkle et al. 2019; Bellenguez et al. 2022). In zusétzlichen
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Studien wurde der Zusammenhang zwischen den BIN1I-Genvarianten und der LOAD weiter
bekraftigt und untersucht (Masoodi et al. 2013; Carrasquillo et al. 2011). Bei diesen SNPs
handelte es sich anfangs meist um rs12989701, rs744373 und rs7561528 (Tan et al. 2013). Dabei
liegen rs744373 und rs12989701 zwar dicht beieinander, werden aber unabhangig voneinander
vererbt und liegen upstream (dem Gen vorgelagert) von dem BIN1-Gen in einer Region, die
eventuell fur die Genexpression und Genregulation zustdndig ist (Hu et al. 2011b). Der SNP
rs59335482, welcher in Assoziationsanalysen der BINI-Genregion mit der LOAD ebenfalls
genomweite Signifikanz erreichte, ist mit einer gesteigerten mRNA-Expression des BIN1-Gens
assoziiert. Dieser und weitere SNPs (beispielsweise rs4663105, rs6733839) wurden signifikant
mit der LOAD assoziiert, liegen mit dem SNP rs744373 in einem linkage disequilibrium (LD) und
werden demnach abhangig vererbt (Chapuis et al. 2013). Spater bestatigten sich Gber
Sequenzierungsmallnamen seltene Mutationen und weitere Assoziationen wurden neu
entdeckt (Tan et al. 2014; Vardarajan et al. 2015). Es wird vermutet, dass BIN1 hinter APOE das
zweitwichtigste Alzheimer Kandidatengen sein kdnnte (Bertram et al. 2007; Tan et al. 2013; Gao
et al. 2021). In der aktuellsten GWAS zur LOAD an 111326 Patienten und 677663 Kontrollen
zeigte der BINI Polymorphismus rs6733839 eine genomweite Assoziation von p = 6,1 x10118
(OR =1.17) und zahlt damit aktuell zu den wichtigsten Assoziationen mit der LOAD (Bellenguez
et al. 2022).

Das BIN1-Gen wird in Gehirnen von mit Alzheimer betroffenen Menschen starker exprimiert.
Dies lasst vermuten, dass dies reaktiv, basierend auf den durch AD ausgelésten Pathologien,
geschieht oder dass es sich bei dem BINI-Gen um ein LOAD-Risikogen handelt. In
immunhistochemischen, genetischen und neuropathologischen Analysen zeigten sich
Assoziationen zwischen einer erhéhten BINI-Genxpression und der Tau-Pathologie. Der
biologische Mechanismus hinter dieser Assoziation muss noch weiter untersucht werden. Es
besteht die Moglichkeit, dass BIN1 Giber die Stabilitdt der Mikrotubuli, die Tau-Phosphorylierung
und Aggregation oder die Bildung von NFTs die AD-Pathogenese beeinflussen kdnnte (Chapuis
et al. 2013; Sartori et al. 2019; Jansen et al. 2022). In weiteren Studien wurde die Akkumulation
stark phosphorylierten Tau-Proteins im Bereich der Synapsen von Neuronen mit einem BIN1-
Verlust bei LOAD in Verbindung gebracht. Es zeigte sich, dass eine reduzierte BIN1-Expression
mit einer Stérung der Tau-Funktion und einer durch phosphoryliertes Tau hervorgerufenen
Beeintrachtigung der Funktion der Synapsen in Verbindung steht (Glennon et al. 2020). Um
welche BIN1-Isoform es in den jeweiligen Studien geht, muss unterschieden werden. Wahrend
bei LOAD-Patienten die groRere neuronale Isoform signifikant vermindert ist (Glennon et al.

2013), ist eine kirzere ubiquitdre Isoform erhoht. Diese kiirzere Isoform weist eine signifikante
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positive Korrelation mit der Tau-Pathologie, genauer gesagt mit der Menge an NFT, auf (Holler
et al. 2014). Die verminderte neuronale Isoform verstarkt die Tau-Pathologie durch vermehrte
Internalisierung der entstanden Tau-Aggregate, indem die Endozytose weniger blockiert wird.
Umgekehrt zeigt eine Uberexpression dieser Isoform eine abgeschwichte Endozytose (Calafate
et al. 2016). Des Weiteren interagiert die neuronale Isoform mit dem Protein Clusterin (CLU),
welches ebenfalls von einem AD-Suszeptibilitatsgen codiert wird. Beide zeigen Assoziationen
mit Tau-Ablagerungen in Gehirnen von Erkrankten (Zhou et al. 2014). Mittlerweile konnte eine
Assoziation zwischen dem BIN1-Gen und der Menge an phosphoryliertem Tau im Liquor

bestéatigt werden (Jansen et al. 2022).

Weitere Studien deuten auf eine Beteiligung von BIN1 an der AB-Pathogenese der LOAD hin. Bei
verringerter BIN1-Expression oder bei Funktionsstorungen steigt die AB-Produktion durch die
Akkumulation des APP-bearbeitenden Proteins B-Sekretrase an. Es ldsst sich ein intrazellularer
Anstieg an AB42 beobachten (Miyagawa et al. 2016; Ubelmann et al. 2017). Eine andere Studie
bestétigte den regulatorischen Einfluss der neuronalen BINI-Isoform auf die R-Sekretase und AR
Entstehung (Bhattacharyya et al. 2022). Beziglich des Einflusses auf den Erkrankungsbeginn
bestehen unterschiedliche Angaben. Einerseits wurde bei einer erhéhten BIN1 Expression ein
verzogerter Eintritt der Erkrankung mit kirzerer Krankheitsdauer, beziehungsweise mit dem
schnelleren Progress der LOAD, beobachtet (Karch et al. 2012); andere Studien zeigen starkere
Effekte des BIN1-Gens auf jiingere an AD erkrankte Menschen (60 - 79 Jahre) (Lo et al. 2019).
Hierzu zeigte eine Untersuchung der Auswirkungen einiger AD-Risikogene auf das
Erkrankungsalter, dass eine SNP-Variante des BINI-Gens eher mit einem friiheren Alter bei

Krankheitsbeginn assoziiert ist (Naj et al. 2014).

Wahrend es viele Hinweise darauf gibt, dass BINI an der Pathogenese der LOAD beteiligt ist,
sind die genauen Mechanismen noch nicht vollstandig entdeckt. Neben dem Einfluss auf die
pathologischen Ablagerungen bei AD-Patienten, bestehen umfangreiche Beteiligungen der
BIN1-lsoformen an der Endozytose, dem Immunsystem, dem Lipidmetabolismus und der
Apoptose. Diese Mechanismen kénnten ebenfalls in die Entstehung der AD involviert sein (Tan

et al. 2013; Gao et al. 2021).
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2. Zielstellung

Die Atiologie der Late-onset Alzheimer-Erkrankung ist bis zum heutigen Zeitpunkt unklar. Es wird
von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen, in der genetische Aspekte eine umfangreiche
Rolle zu spielen scheinen. Multiple potentielle Suszeptibilitdtsgene wurden in den letzten Jahren
entdeckt und bestdtigt und dienen als vielversprechender Ansatz fir weitere
molekularbiologische und zellulare Untersuchungen in Hinblick auf die Pathogenese der LOAD

(Holtzman et al. 2011; Bellenguez et al. 2022).

Das BIN1-Gen kristallisierte sich in mehreren GWAS und Meta-Analysen als eines der
signifikantesten Alzheimer-Risikogene heraus (Lambert et al. 2013). Die BIN1-Genprodukte
wirken auf viele verschiedene molekularbiologische Prozesse ein und konnten so
moglicherweise auch einen Einfluss auf die Pathogenese der Late-onset Alzheimer-Demenz

haben (Kunkle et al. 2019; Bellenguez et al. 2022).

Kognitive Defizite treten als entscheidendes Symptom bei einer LOAD auf (Holtzman et al. 2011).
Die Verarbeitungsgeschwindigkeit und die kognitive Flexibilitdt, welche bei an AD erkrankten
Menschen reduziert sind, dienen in der vorliegenden Arbeit als Einschatzung fiir die kognitive

Leistung und werden durch verschiedene Testverfahren ermittelt.

Bei gesunden Probanden wurden innerhalb einer Screening- und einer Replikationsstichprobe
die kognitiven Testverfahren durchgefiihrt, welche die Verarbeitungsgeschwindigkeit sowie die
kognitive Flexibilitat testen sollten. Nach der Genotypisierung der Probanden-DNA wurden die

gewonnen Daten anschlieBend mittels linearer Regression analysiert.

Mit der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob Assoziationen zwischen BINI-
Genvarianten sowie der Verarbeitungsgeschwindigkeit und der kognitiven Flexibilitdt gesunder
Probanden bestehen. Durch den Einschluss von gesunden Probanden soll insbesondere auch
der Frage nachgegangen werden, ob genetische Variationen des BIN1 Gens spezifisch fiir die
Late-onset Alzheimer-Demenz sind oder ob mdogliche Assoziationen auf einen allgemeinen

neurobiologischen Mechanismus kognitiver Leistungen hinweisen kdnnten.

Diese Studie soll somit helfen, die Pathogenese von kognitiven Leistungseinschrankungen und

moglicherweise auch von Leistungsdefiziten bei AD-Patienten besser verstehen zu kénnen.
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3. Material und Methodik

3.1 Studiendesign

Diese Studie ist Teil einer umfangreichen genetischen Stichprobe fiir neuropsychiatrische
Phanotypen, welche an der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt in Minchen im Jahr 1997 begonnen und dort bis zum Jahr 2012
durchgefuhrt wurde. Anschliefend erfolgte an der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
die Rekrutierung in den Pool der Studienteilnehmer, bestehend aus gesunden Probanden und
Patienten der Klinik und Poliklinik flr Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik der
Universitatsklinik Halle. In dieser Arbeit werden sowohl eine Screeningstichprobe aus Miinchen

als auch eine Replikationsstichprobe aus Halle einbezogen.
Es handelt sich um eine Querschnittstudie und die Analyse eines Alzheimer-Kandidatengens.

Die Studie in Miinchen, sowie die Rekrutierungen in Halle, wurden von den Ethikkommissionen
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Milnchen und der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg genehmigt und in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaration von Helsinki

durchgefihrt.

3.2 Studienteilnehmer

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer der Screeningstichprobe verlief in mehreren Stufen.
Das Einwohnermeldeamt stellte auf Antrag Namen und Anschriften von Birgerinnen und
Blirgern aus dem Raum Minchen zur Verfligung. Diese wurden zuféllig ausgewahlt und
angeschrieben. Hier wurde Uber die Studie und deren Ziele aufgeklart und um Rickantwort
gebeten, sofern Interesse an der Studie besteht. AnschlieBend erfolgte bei positiver
Rickantwort ein standardisiertes Telefonscreening, welches die Teilnahmebedingungen
Uberprifen sollte. Die potenziellen Teilnehmer sollten zwischen 18 und 75 Jahren alt und
deutscher Abstammung sein. Zusatzlich wurden die Testpersonen nach dem Vorkommen
neurologischer, hirnorganischer und psychiatrischer Erkrankungen, auch bei deren Verwandten
ersten Grades, gefragt. Soweit diese Voraussetzungen erfiillt waren, erfolgte das Zusenden einer
ausfuhrlichen Anamnese. Diese beinhaltete umfassende soziodemographische Fragen zu
Themen wie Geburt, schulischer und beruflicher Ausbildung, Familienstruktur und sozialem
Status sowie eine erneute psychiatrische als auch somatische Anamnese bis zu Verwandten
dritten Grades. Sofern sich hierbei weiterhin keine Ausschlusskriterien ergaben, wurde der

Teilnehmer zu einem Termin in die Klinik eingeladen.
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Die Studienteilnenmer bestatigten in einer schriftlichen Einverstandniserklarung die
Freiwilligkeit ihrer Teilnahme an der Studie. Auch wurden sie Giber die Méglichkeit des Widerrufs
ohne Angabe von Griinden aufgeklart und erneut Uber Ziele und Ablauf der Studie informiert.
Hier wurde ebenfalls das Prinzip der Anonymisierung der Daten und Blutproben erlautert. Vor
Ort erfolgte die korperliche und neurologische Untersuchung, um weitere studienrelevante
Vorerkrankungen auszuschlieRen. Auflerdem wurden mit jedem Studienteilnehmer die
Strukturierten Klinischen Interviews fiir die DSM-IV-Klassifikation, SKID | und SKID Il (Wittchen
et al. 1997), durchgefiihrt. Der SKID | erfasst sogenannte Achse |-Stérungen, wie zum Beispiel
Schizophrenie und Angststorungen. Im SKID Il werden Fragen zu Personlichkeitsstorungen
(Achse 1) gestellt. Auch hier kam es bei Auffilligkeiten zu einem Ausschluss aus der Studie.
Neben Achse |- und lI-Stérungen wurden ebenfalls Achse IV (psychosoziale Beeintrachtigungen)-
und V- Storungen (allgemeines Funktionsniveau) erfragt. Bei dlteren Studienteilnehmern ab
Vollendung des 60. Lebensjahres wurde zusatzlich der Mini-Mental-Status-Test (MMST) (Kessler
et al. 1990) durchgefiihrt, um kognitive Leistungsstorungen des Alters auszuschlieRen. Um
ebenso den Gesundheitszustand der Verwandten ersten bis dritten Gerades im Hinblick auf
psychiatrische Erkrankungen zu erfassen, wurde das Family History Assessment Module (FHAM)
(Rice et al. 1995) angewandt. Eine positive psychiatrische Familienanamnese fiihrte zum

Ausschluss des Probanden.

Die Rekrutierung der alteren Studienteilnehmer der Replikationsstichprobe aus der
Allgemeinbevodlkerung der Stadt Halle (Saale) verlief dhnlich. Bedingung fiir die Teilnahme an
der Studie war gleichermaRen die freiwillige schriftliche Zustimmung und die Volljahrigkeit. In
einem ausflhrlichen Gesprach erfolgte die Aufklarung Uber Ziel der Studie, Durchfiihrung,
Freiwilligkeit, Widerrufsrecht, Wahrung der strikten Pseudonymisierung, Nutzen, Risiken sowie
Belastung. Es erfolgte nur der Einschluss von Probanden, welche mit voller Einwilligungsfahigkeit
die schriftliche Zustimmung gaben. Ausschlusskriterien waren kein sicheres Verstehen und
Anwenden der deutschen Sprache, aktuelle medizinische und neurologische Zustdnde, welche
die Kognition beeinflussen kénnen sowie Einschrankungen, die die Durchfiihrung einiger Tests
beeintrachtigen oder unmoglich machen (beispielswiese Blindheit, Taubheit und
Sprachschwierigkeiten). Auch fortgeschrittene schwere progressive und instabile Erkrankungen,
welche die Einschatzung der kognitiven Leistungsfahigkeit oder auch die potentielle Diagnose
eines dementiellen Syndroms beeinflussen, zdhlten, genau wie maligne Erkrankungen jeglicher

Organsysteme in den letzten 60 Monaten, zu den Ausschlusskriterien.

Auch bei der Replikationsstichprobe wurden bei allen Probanden eine korperliche und

neurologische Untersuchung sowie eine ausfiihrliche neuropsychologische Testung
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durchgefiihrt. Ebenso erfolgte die klinische Charakterisierung mit Hilfe von strukturierten
psychopathologischen Skalen. Angewandt wurden der WAIS-IV (Wechsler Adult Intelligence
Scale-1V) (Petermann, 2012) und die CERAD-Plus (Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer's Disease) (Memory Clinic, 2009). Der als Bestandteil der CERAD-Plus durchgefiihrte
Mini-Mental-Status-Test (MMST) (Kessler et al. 1990) wurde verwendet, um kognitive
Leistungsstorungen auszuschlieBen. Um potentielle frilhe oder aktuelle neuropsychiatrische
Symptome auszuschliefen, wurde das Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI)
(Ackenheil et al., 1999) erhoben. Dieses Interview erfasst psychiatrische Stérungen auf

Grundlage des DSM-IV und des ICD 10.

3.3 Psychologische Tests

3.3.1 Trail-Making-Test

Der Trail-Making-Test besteht aus zwei Teilen. Im Trail-Making-Test Part A (TMT A) missen die
eingekreisten Zahlen 1 bis 25 in aufsteigender Reihenfolge in moglichst kurzer Zeit mit einem
Stift verbunden werden. Im Trail-Making-Test Part B (TMT B) sollen die eingekreisten Zahlen 1
bis 13 und Buchstaben A bis L abwechselnd (1 zu A zu 2 zu B usw.) in aufsteigender Reihenfolge
so schnell wie moglich verkniipft werden. Die folgenden Erlauterungen sind nach dem
Testmanual (Reitan 1992) beschrieben: In dem Test geht es grundsatzlich um das sofortige
Erkennen der symbolischen Bedeutung von Zahlen und Buchstaben. Die Version flr Erwachsene
ist ab 15 Jahren geeignet. Vor der Erlauterung der Instruktionen muss sichergestellt werden,
dass der Proband verstanden hat, moglichst zligig zu arbeiten und dabei moglichst keine Fehler
zu machen. Proband und Untersucher sollten bequem an einem Tisch sitzen. Begonnen wird mit
einem Beispiel des TMT A, welches sich an diesem orientiert und in dem nur die Zahlen 1 bis 8
vorhanden sind. Dem Probanden wird genau erklart und gezeigt, wie er die Zahlen in den Kreisen
in aufsteigender Reihenfolge verbinden muss. Auf ein Startsignal hin beginnt die Testperson. Bei
Fehlern werden diese erldutert und das Beispiel gegebenenfalls zusammen durchgefiihrt. Nach
weiteren genauen Erklarungen soll der Proband es erneut versuchen. Wenn eindeutig wird, dass
der Test nicht durchgefiihrt werden kann, wird an dieser Stelle abgebrochen. Bei korrekter
Durchfiihrung wird mit dem Hauptteil des TMT A fortgefahren. Hier wird die Aufgabenstellung
erneut ausfihrlich erldutert und demonstriert. Auch wird erneut darauf verwiesen, dass so
schnell wie moglich gearbeitet werden soll und die Zeit mit einer Stoppuhr gemessen wird.
Wahrend der Durchfiihrung muss die Testperson genau beobachtet werden, da bei einem Fehler
auf das letzte richtige Symbol zuriickverwiesen werden muss. Wenn der Test komplettiert ist,

wird die Zeit in Sekunden notiert.
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Als nachstes folgt ein Beispiel, das sich am TMT B orientiert (Symbole 1 bis D). Auch hier wird,
wie im TMT A, die Vorgehensweise genau erldautert und demonstriert. Deutlich soll hier auf den
Wechsel zwischen Zahlen und Buchstaben eingegangen werden. Sobald das Beispiel des TMT B
verstanden und korrekt durchgefiihrt ist, wird mit dem Hauptteil des TMT B fortgefahren. Hier
wird die Vorgehensweise wieder genau erklart, die Zeit gemessen und notiert. Mit Fehlern wird
wie im TMT A umgegangen. Gewertet wird bei beiden Testversionen die Gesamtleistungszeit in
Sekunden, die der Proband bendtigt, um die Symbole vom Startsignal bis zum finalen Symbol zu
verbinden.

Der haufigste Untersucherfehler tritt auf, wenn der Proband einen Fehler macht. Wichtig ist
dann, den Probanden moglichst schnell zu stoppen und zum letzten korrekten Kreis
zurlickzufihren. Dies sollte moglichst effizient geschehen, da die Stoppuhr wahrenddessen
weiterlduft. Der Proband sollte nicht durch Korrekturerklarungen aufgehalten werden. Der
Fehler geht in die Bewertung der Leistung des Probanden mit ein, indem sich die

Gesamtleistungszeit verlangert.

Der TMT gilt als einer der wichtigsten Instrumente fiir eine Beurteilung der
neuropsychologischen Funktion, vor allem der TMT B nutzt der klinischen und neurologischen
Evaluation eines Patienten (Reitan 1992). Es erfordert Flexibilitdt bei der numerischen und
alphabetischen Integration und der Erfillung dieser Anforderung auch unter Zeitdruck.
Schwierigkeiten bei Schnelligkeit und Effizienz im TMT koénnen ein generelles Merkmal fir
unspezifische neuropsychologische Stérungen sein. Der TMT dient hier als Indikator fiir die

generelle Hirnfunktionen und organische Hirnschdaden (Reitan 1958; Reitan 1992).

Mit dem Trail-Making-Test lassen sich mehrere Bereiche der menschlichen Kognition
untersuchen. Beide Unterformen des TMT ermoglichen Riickschlisse auf die Aufmerksamkeit
des Probanden und die Fahigkeiten des visuellen Suchens und Erkennens verschiedener
Symbole (Reitan 1992; Strauss et al. 2006). Zuséatzlich untersucht insbesondere der leichter
aufgebaute TMT A die Verarbeitungsgeschwindigkeit (Salthouse 2011). Ergebnisse des
alternierenden TMT B lassen auf verschiedene exekutive Funktionen schlieBen. Dazu gehoéren
unter anderem das Arbeitsgedachtnis und die kognitive Flexibilitat. Diese schlieRt die Fahigkeit
zur Sequenzierung, zur Aufrechterhaltung und zum Umschalten zwischen zwei Ablaufen (in
diesem Fall zwischen Zahlen und Buchstaben) mit ein (Strauss et al. 2006). Die Validitat der
Untertests ist gegeben (Salthouse 2011; Groth-Marnat 2003). In Bezug auf die Retest-Reliabilitat
kénnen TMT A und B eine hohe Reproduzierbarkeit und Aquivalenz zwischen den Ergebnissen

vorweisen (TMT A: r=0,76-0,89, TMT B: r=0,67 - 0,94) (Groth-Marnat 2003; Wagner et al.
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2011). Da die Testdurchfiihrung und die Testauswertung wenig Raum fir Willkiir und

Interpretation lassen, kann von einer hohen Objektivitat ausgegangen werden.

3.3.2 Zahlen-Verbindungs-Test

Den Zahlen-Verbindungs-Test (ZVT) gibt es in zwei verschiedenen Varianten: als Einzel- und als
Gruppenversuch. Bei dieser Studie wurde der Einzelversuch durchgefiihrt. Die folgenden
Testanweisungen sowie Informationen einschlieRlich der Testgltekriterien sind der
Handanweisung des Tests (Oswald und Roth 1987) entnommen. Der ZVT besteht aus vier
Zahlen-Matrizen, die aus je 90 Zahlen bestehen und unterschiedlich angeordnet sind. Das Ziel
ist, die verschiedenen Matrizen in moglichst kurzer Zeit zu bearbeiten. Der Test beginnt mit dem
Vorlegen der beiden Ubungsbeispiele. Anhand dieser wird das Vorgehen genau erliutert und
demonstriert. Die Aufgabe ist es, die Zahlen in aufsteigender Reihenfolge miteinander zu
verbinden. Dabei soll moglichst schnell und unter groRter Anstrengung gearbeitet werden. Der
Testleiter sollte den Probanden dazu anhalten, die Zahlen méglichst nicht mit der Hand zu
verdecken und das zligige Arbeiten ernst zu nehmen. Nach dem Bearbeiten und korrekten
Durchfiihren der Ubungsbeispiele werden die vier Testmatrizen A bis D der Testperson in
beliebiger Reihenfolge vorgelegt. Die Konstruktion der Matrizen unterscheidet sich in der
Anordnung der Zahlen, nicht aber in der Menge der Zahlen oder der zu bearbeitenden
Wegstrecke. Im Gegensatz zum TMT, in dem die Ziffern zufallig angeordnet sind, befindet sich
die nachsthéhere Zahl im ZVT in unmittelbarer Nahe. Die Testmatrizen werden nacheinander
vollstéandig bearbeitet und die Zeit fiir jede einzelne Matrize (Startsignal bis zur Zahl 90) mit einer
Stoppuhr in Sekunden gemessen und notiert. Zwischen der Bearbeitung der Matrizen sollte
keine Pause liegen. In diesem Test ist das Verbessern der Fehler wie auch im TMT nicht
notwendig. Anhand der gemessenen Zeiten wird die mittlere Bearbeitungszeit in Sekunden

berechnet.

Hinsichtlich der Testgitekriterien wurden von den Autoren mehrere Analysen durchgefiihrt.
Dabei ergab sich fiir den ZVT eine hohe Durchfiihrungs- und Auswertungsobjektivitat.
Standardisierte Vorgange lassen wenig Interpretationsspielraum zu. Die Testreliabilitat ist hoch.
Bei einem Testwiederholungsabstand von 6 Monaten fiel eine hohe Stabilitat (r = 0,97) in den
erzielten Ergebnissen auf. Eine dhnlich hohe Aquivalenz (r = 0,95 - 0,98), gemessen anhand eines
Paralleltests, sowie eine hohe Konsistenz (r = 0,96 und r = 0,97), lieR sich fiir den ZVT erkennen.

Auf die ebenso hohe Validitat wird im nachsten Absatz eingegangen.

Der ZVT misst die Verarbeitungsgeschwindigkeit als ein MaR fir die allgemeine Kognition.

AulRerdem setzt er eine hohe Diskriminationsfahigkeit voraus. Im Vergleich zu traditionellen
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Intelligenztests ist der ZVT sprach-, motivations- und milieuunabhéangig (Oswald und Roth 1987).
Die Autoren sprechen von einem sprachfreien und spezifischen Intelligenztest, da zwischen
Ergebnissen des ZVTs und Intelligenztestergebnissen hohe Korrelationen (r=0,69 - 0,80)
bestehen. Eine unterdurchschnittliche Bearbeitungszeit im ZVT korreliert mit
Uberdurchschnittlichen Intelligenz-Rohwerten in Bezugstests. Der ZVT kann damit als
Schatzverfahren fir die allgemeine Intelligenz herangezogen werden. Im Gegensatz dazu
konnen schwachere Leistungen im ZVT auf mogliche hirnorganische Schadigungen und
Hirnleistungsstorungen hindeuten. Hier kann der Test als sensitives und diagnostisches

Instrument und zur Evaluierung von Therapieeffekten dienen (Oswald und Roth 1987).
3.4 Laborverfahren

3.4.1 DNA-Extraktion

Bei den Laborverfahren handelt es sich um standardisierte Labormethoden des Genetiklabors
der Arbeitsgruppe. Die vendse Blutentnahme von ungefahr 7 bis 10 ml Blut erfolgte bei allen
Studienteilnehmern in Ethylendiamintetraessigsdure(EDTA)-Monovetten. Anschliefend wurde
sich bei der DNA-Extraktion an das Protokoll des Qiagen DNA Blood Maxi Kits gehalten (Qiagen
2005). Die Versuchsmaterialen, sowie die Reagenzien und benétigten Gerdte dieses ersten
Schritts sind in Tabelle 2 dargestellt. Zuerst wurde das EDTA-Blutvolumen mit 1x PBS-Puffer
(Phosphat gepufferte Salzlosung) in 50 ml Zentrifugenréhren auf 10 ml adjustiert. Daraufhin
konnten die Zellen lysiert werden. Dafir wurden 500 pl Qiagen Protease und 12 ml
Guanidinhydrochlorid (GHCIl)-haltiger Lysepuffer hinzugegeben und dieses Gemisch
60 Sekunden auf einem Vortexmischer homogenisiert. Die darauf folgende Inkubation in einem
Wasserbad bei 70 °Celsius dauerte 30 Minuten. Zum Ausfdllen der DNA wurden anschliefend
10 ml Ethanol hinzugeben und erneut fir 2 Minuten auf einem Vortex vermischt. Um die DNA
auf einer QlAamp Maxi Saule zu binden, wurde die Flissigkeit in das die Sdulenmatrix
enthaltende GefaR tberfihrt und bei 3000 rpm (revolutions per minute, Umdrehungen pro
Minute) fir 3 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Auf diese Weise bindet die DNA
selektiv an die Silikagelmembran. Um die Protein- und RNA-Kontaminationen zu entfernen,
erfolgte ein Waschritt mit 5 ml GHCI-haltigem Waschpuffer und eine erneute Zentrifugation bei
4000 rpm fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur. In einem zweiten Waschschritt wurden die GHCI-
Salze mit Hilfe von 5 ml ethanolhaltigem, salzarmen Waschpuffer und Zentrifugation fiir 15
Minuten bei 4000 rpm entfernt und die Silikagelmembran getrocknet. Im letzten Schritt der
Extraktion wurde die Elution der DNA durch zweimalige Inkubation mit insgesamt 1,5 ml TRIS-

haltigem Elutions-Puffer fiir jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieRender
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Zentrifugation fir 2 Minuten bei 5000 rpm erreicht. Die DNA-Stammldsung wurde daraufhin in

2 ml Micro-Schraubréhren Uberfiihrt und gelagert.

Tabelle 2: Materialen der DNA-Extraktion

Material, Reagenz, Gerat

Hersteller

EDTA Monovette

Sarstedt, Nimbrecht

50 ml Zentrifugenrohre

Sarstedt, Nimbrecht

Micro-Schraubenréhre, 2 ml

Sarstedt, Nimbrecht

1x PBS-Puffer:

- 8gNacl

- 0,2gKCL

- 1,44 g Na;HPO,

- 0,24 g KH,PO,

- Ad 1| mit Aqua dest
Mit NaOH auf pH 7,4

Eigene Herstellung:

Reagenzien von Carl Roth, Hamburg

Qiagen DNA Blood Maxi Kit

Qiagen, Hilden

Ethanol Rotipuran

(>98 % p. A.)

Carl Roth, Karlsruhe

Vortex Genie

Scientific Industries, New York, USA

Wasserbad WNB 22

Memmert, Schwabhausen

Kihlzentrifuge CF 108-GR

VWR Life Science Competence Center,

Erlangen

Abkilirzungen:  EDTA:
Kaliumdihydrogenphosphat,

Ethylendiamintetraessigsdure,
Natriumchlorid,

NaCl:

KCl:
NaOH:

KH2POa:
Na;HPO,:

Kaliumchlorid,
Natriumhydroxid,

Dinatriumhydrogenphosphat, PBS: Phosphat gepufferte Salzlésung
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3.4.2 Konzentrationseinstellung der DNA

Die bei der Konzentrationseinstellung benutzten Materialien, Reagenzien und Gerate sind in
summa in Tabelle 3 beschrieben. Um die Genotypisierung gewahrleisten zu kénnen, mussten
alle eingesetzten DNA-L6sungen die gleiche Konzentration aufweisen. Um die Proben darauf
einzustellen, wurde die PicoGreen-Methode angewandt. Bei PicoGreen handelt es sich um einen
fluoreszierenden Farbstoff, welcher selektiv an doppelstrangige DNA binden kann. Fir die
Quantifizierung  der  unbekannten DNA-Konzentration = wurde  zundchst eine
Standardverdiinnungsreihe aus genomischer DNA humanen Ursprungs hergestellt. Hierfur
wurde die auf 100 ng/ul konzentrierte Standard-DNA jeweils 1:2 verdinnt, um eine
Standardkurve bestehend aus 8 Punkten zu erreichen (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625;
0 ng/ul). Die Konzentrationsmessung wurde halbautomatisiert mittels eines Roboters (Janus
Automated Workstation) durchgefiihrt. Die Fluoreszenzmessung zur Bestimmung der DNA-
Konzentration wurde anschlieRend wie folgt vorbereitet: Zundchst wurden die zu messenden
DNA-L6sungen in einer 96 well Platte mit Wasser 1:10 verdiinnt. In eine schwarze 96 well Platte
mit flachem Boden wurden 50 ul autoklaviertes und destilliertes Wasser pro Vertiefung
vorgelegt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von jeweils 5 ul der Standardverdiinnungsreihe
beziehungsweise der verdiinnten DNA in Duplikaten. Der Farbstoff PicoGreen wurde 1:156
verdinnt und pro Vertiefung wurden 145 pl zu den Proben und der Standard-DNA gegeben. Die
Endverdiinnung des PicoGreen betrug 1:200. Zur folgenden Fluoreszenzmessung wurde die
Platte durch den Greifarm der Janus Workstation in den Victor 3 Multilabel Counter 1420
Uberfiihrt und im Messgerat 30 Sekunden in horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschiittelt.
Hierdurch wurde eine homogene Durchmischung der Lésung erreicht. Anschliefend folgten die
Anregung des Farbstoffes bei einer Wellenlange von 485 nm und die Emissionsmessung bei
520 nm. Die ermittelten Fluoreszenzwerte wurden von dem Messgerdt an einen Computer
Ubermittelt. Die Konzentrationen der DNA-L6sungen wurden mittels der Fluoreszenzwerte der
Standardkurve berechnet und anhand dieser Ergebnisse wurde die Menge an DNA und Wasser
bestimmt, die bendétigt wurde, um eine Konzentration von 50 ng/ul zu erreichen. Die

Verdiinnung erfolgte automatisch durch den Pipettierroboter.
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Tabelle 3: Materialen der Konzentrationseinstellung

Material, Reagenz, Gerat Hersteller

100 ng/ul Clontech, Mountain View, USA

Human genomic DNA

Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

96 Well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

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

3.5 Genotypisierung und Qualitdtskontrolle

Die bearbeiteten DNA-Proben wurden in der Screeningstichprobe auf unterschiedlichen SNP-
Chips verschiedener Plattformen genotypisiert (Tabelle 4). Hierbei wurden die DNA-Proben in 8
batches imputiert und anschlieBend in einem Datensatz zusammengefasst. Aus diesem
Datensatz wurden anschliefend fiir die Fragestellung relevante Genotypen extrahiert und die

Analysen durchgefiihrt.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Chips

Batch Chip

Batch 1 Human610-Quadvl_B (Priebe et al. 2013; Drago et al. 2014),

Human660W-Quad_v1_A (Priebe et al. 2013)

Batch 2 HumanHap 300 v1.0.0 (Need et al. 2009)

Batch 3 Affymetrix 6.0 (Bramon et al. 2014)

Batch 4 HumanHap 300 v1.0.0 (Stefansson et al. 2008)

Batch 5 Illumina Human OmniExpress 12v1.0 (Lencz et al. 2014)
Batch 6 Illumina Omnil-Quad (Galfalvy et al. 2015)

Batch 7 HumanOmniExpress-24 (Rujescu et al. 2018)

Batch 8 Illumina Global Screening (unveroffentlicht)
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Die Genotypisierung fand mit Hilfe eines Tragermaterials (Array) statt. Beispielsweise befanden
sich auf dem Array von lllumina fiir jedes Allel eines zu typisierenden SNPs spezifische Sonden.
Diese waren komplementar zu den Basen des entsprechenden Polymorphismus, sodass die
Sonden und die endsprechenden Basen aneinander binden konnten. Um diese Bindung
eingehen zu kénnen, wurde die Probanden-DNA vorher durch Restriktionsenzyme in Fragmente
gespalten und anschlieRend vervielfiltigt. Danach wurde die fragmentierte DNA mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert, um anschliefend mit den gebundenen Sonden auf dem Array zu
hybridisieren. Nach mehreren Reinigungsschritten wurden an hybridisierten Bereichen, wo
jeweils Sonde und das entsprechende komplementédre Allel eine Bindung eingegangen sind,
Fluoreszenzsignale erhalten, die identifiziert werden konnten (Ragoussis 2006). Bei den anderen

Arrays wurde dhnlich gearbeitet.

Die Qualitatskontrolle und die Imputation der batches 1 bis 3 wurden im Rahmen einer
Metaanalyse des PGC (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium
2014) durchgefiihrt. Bei den batches 4 bis 8 wurde anhand der Kriterien des PGC imputiert und

die Qualitat kontrolliert.

Die Qualitatskontrolle der genotypisierten Daten wurde mit Hilfe des Softwareprogramms PLINK
1.9 (Chang et al. 2015) durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden SNPs, die nicht ausreichend
genotypisiert werden konnten, ausgeschlossen (missingness >0,05). Basierend auf diesem
Datenset wurden Probanden mit Nichtlbereinstimmungen zwischen genetischem und
angegebenem Geschlecht, sowie Proben, die einen bestimmten Schwellenwert zur SNP-
Genotypisierung unterschritten (Probanden-call rate je nach GroRe des batches < 0,96 - 0,99),
ausgeschlossen. Die Probanden-call rate diente dem Ausschluss von Proben mit nicht
ausreichender DNA-Qualitat. AnschlieRend wurden folgende Schritte und Schwellenwerte zum
Ausschluss von SNPs angewandt: Es wurde bei allen genotypisierten Proben eine SNP-call rate
von > 0,99 festgelegt. Diese wurde als Schwelle fur die gelungene Genotypisierung eines SNPs
genutzt. Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) wurde mit dem exakten Test
nach Fischer gepriift. Zudem wurde ein Schwellenwert von p <107 fiir Kontrollprobanden
festgelegt. Auch dieser Schwellenwert durfte nicht unterschritten werden und diente dem
Aufdecken von fehlerhaften Genotypisierungen, da in einer idealen Population das Verhaltnis

von Allelfrequenz und Genotyp dem HWE folgt.

Bei X-chromosomalen Markern wurden weibliche Probanden fiir die Bestimmung des HWE-

Grenzwerts (Ausschluss bei p <107%) und der SNP-call rate (Ausschluss bei weniger als 95 %)
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herangezogen. Eine haploide Heterozygotenfrequenz von > 0,02 in mannlichen Probanden

fihrte ebenfalls zum Ausschluss.

Um Probanden ausschlieRen zu konnen, die moglicherweise verwandt sein kdnnten, um
Abweichungen von der Heterozygotierate feststellen zu kdénnen und um eine
Populationsstratifikationsanalyse durchfiihren zu kénnen, wurde ein Markerset mit

stringenteren Qualitatskriterien zusammengestellt.

Hierbei wurde die minore Allelfrequenz (MAF) auf > 0,05, das HWE auf p > 0,05 und eine SNP-
call rate auf > 0,99 festgelegt und die Anzahl der SNPs durch Pruning reduziert, eine Methode,
die sequenziell die genotypisierten Varianten nach Korrelationen absucht und ein LD-
unabhangiges SNP-Set kreiert. Dazu wurde der ,indep pairwise” Befehl im Softwareprogramm
PLINK genutzt, unter der Vorgabe r?=0,2 bei einer FenstergroBe von 1500 SNPs durch
Verschiebung eines 150 SNP groRen Fensters mit jedem Schritt die Korrelation zwischen zwei
Markern bestimmt und einer der beiden SNPs bei r? > 0,2 entfernt. Gen-Regionen mit hohem
LD, wie zum Beispiel der Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) wurden fir die

Zusammenstellung dieses Markersets ausgeschlossen.

Um eine Verwandtschaft zwischen den genotypisierten Probanden auszuschliefen, wurde 71t
verwendet, welches anhand der Proportion gleicher Allele an allen SNPs gemessen wird. Der
Grenzwert wurde auf < 0,1875 festgelegt. Hohere 1ft-Werte deuten auf Verwandte zweiten (0,25)
oder ersten Grades (0,5) oder auf Duplikate (1) hin. Wenn Verwandtschaften aufgedeckt

wurden, wurde einer der verwandten Teilnehmer aus der Studie ausgeschlossen.

Um kontaminierte oder anderweitig aus dem Rahmen fallende Proben auszuschlief3en, die sich
haufig durch eine auffallend hohe Heterozygotenfrequenz auszeichnen, wurde die Abweichung
von der mittleren Heterozygotenfrequenz (|Fret|) der Stichprobe gepriift und die Probe bei einer
Abweichung um > 0,2 ausgeschlossen. Zusatzlich wurden der Anteil bei fi-Werten von > 0,05 pro

Proband und Abweichungen vom 1t-Mittel verwendet, um Ausreifler auszuschlieRen.

Mit Hilfe des Software-Programms EIGENSTRAT (Price et al. 2006) wurden Analysen zur
Populationsstratifikation durchgefiihrt. Durch verschiedene Subpopulationen kdnnen
unterschiedliche Allelfrequenzen in einer Population entstehen. Dies kann unter anderem zu
falsch-positiven Ergebnissen in einer Assoziationsstudie fiihren. Die Populationszugehorigkeit
wurde anhand einer Hauptkomponentenanalyse analysiert. Dabei wurden Studienteilnehmer

mit zu groRen Abweichungen ausgeschlossen.
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Als letzten Schritt wurden bekannte Duplikate, die auf verschiedenen Chips lagen, auf
Konkordanz iberprift. Dabei wurde die Probe mit der besseren Qualitdt beibehalten, die andere
verworfen. Wenn die Proben eine Konkordanzrate von < 0,99 aufwiesen, wurden beide Proben

aus weiteren Analysen ausgeschlossen.

In die Replikationsstichprobe wurden Genotypen aus einem weiteren batch eingeschlossen, der
auf dem Illumina Global Screening Array genotypisiert wurde (Ragoussis 2006). Bei der
Qualitatskontrolle wurden vergleichbare Ablaufe und Grenzwerte angewendet. Probanden mit
weniger als 0,98 aller Genotypen eines Filter-NP Sets mit einer call rate 2 0,95 und unklarem
SNP-Geschlecht wurden genau wie Varianten mit einer SNP call rate < 0,99, MAF < 0,01 und
HWE < 10 ausgeschlossen. Weitere Verwandte, beziehungsweise Dopplungen von Probanden
wurden durch die Anwendung eines stringenten SNP-Sets (MAF > 0,05, HWE p = 0,05, call rate
>0,99, r2< 0,2 innerhalb von 1500 kb, Ausschluss von Regionen mit bekanntem sehr hohem LD)
bestimmt und entfernt. Bei einem 1t > 0,187 wurde aus oben beschriebenen Griinden auch hier
ein Proband entfernt. Um die Populationsstratifikation zu untersuchen, wurde das Markerset
ebenso verwendet. Da die zur Replikation ausgewahlten SNPs der Screeningsstichprobe nicht
im endgltigen SNP-Set enthalten waren, wurden Proxy-SNPs ausgewahlt. Dabei handelt es sich
um SNPs, welche sich im linkage disequilibrium zu den Index-SNPs der Screeningstichprobe
befinden und in der Replikationsstichprobe untersucht wurden. Diese Daten wurden mit Hilfe
der Software SNiPA des Helmholtz Zentrum Miinchen (Arnold et al., 2015) zugeordnet und

basieren auf dem 1000Genomes Project (Phase 3 von 5) (Auton et al. 2015).

3.6 Imputation

Nach der Qualitatskontrolle wurde mit den Datensdtzen der Screeningstichprobe in den
unterschiedlichen batches die Imputation durchgefiihrt. Mittels der LD-Struktur eines
Referenzpanels konnte auf im LD liegende, nicht genotypisierte, Polymorphismen
rickgeschlossen werden. Unter Verwendung der Software SHAPEIT (Deleneau et al. 2011) zur
Vorbereitung und IMPUTE2 (Howie et al. 2011) zur Imputation wurden die genotypisierten
Datensatze separat mit Hilfe des 1000Genomes Referenzpanels (Phase 1, Version 3) (Auton et
al. 2015) in die gleiche Phase gebracht und anschlieRend imputiert. Die Chromosom X-
Imputationen wurden fiir Manner und Frauen getrennt getatigt. AnschlieRend wurden die 7
batches zu einem groRen Datensatz zusammengefasst. Dabei wurden SNPs mit einem INFO-
Wert < 0,6 in den einzelnen batches und in dem Gesamtdatensatz ausgeschlossen. Eine erneute
Qualitatskontrolle wurde analog zu den oben beschriebenen Kriterien fiir den Gesamtdatensatz
durchgefihrt. Wenn die Allelfrequenz zwischen den Markern der verschiedenen Datensadtze um

mehr als 0,1 voneinander abwich, wurden diese SNPs ausgeschlossen. In dem kombinierten
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Datensatz wurden erneut nach obigem Schema Analysen zur Aufdeckung unbekannter
Verwandtschaft, Abweichungen von der Heterozygotenfrequenz und Kontrollen auf
Vorhandensein von Populationsstratifikation durchgefiihrt. Die Exklusionskriterien blieben
dabei gleich. Die Eigenschaften des stringenten Markersets, das fiir die Bestimmung verwendet
wurde, waren: INFO > 0,8, missingness < 0,01, MAF > 0,05. Dieses Markerset wurde fir die
Generierung der geschatzten ("best guess”) Genotypen mit einer Unsicherheit < 0,10

verwendet.

3.7 Beschreibung der Polymorphismen und Clumping

Das BIN1-Gen liegt in der Chromosom-Region 2gq14.3 und besteht aus 22 Exons. Es umfasst den
Bereich der Basenpaar-Positionen 127805599 bis 127864903 (Assembly: GRCh37.p13) und ist
somit ungefahr 59,3 kb grof3. Zusatzlich zu den SNPs, die direkt im Bereich des Gens liegen,
wurden weitere Polymorphismen, die im Bereich von 35 kb up- und downstream des Gens
liegen, in die Assoziationsanalyse mit einbezogen. Die Assoziationsanalyse wurde fiir 510 SNPs
der Screeningstichprobe und die Ergebnisse der drei psychologischen Tests (TMT A, TMT B, ZVT)
anhand von additiver linearer Regression im Softwareprogramm PLINK 1.9 durchgefiihrt (Chang
et al. 2015). Die untersuchten und der Qualitatskontrolle standgehaltenen SNPs der BIN1-
Genregion wurden in der Screeningstichprobe mittels clumping zusammengefasst, um LD-
unabhangige Index-SNPs zu erlangen. Der SNP mit dem signifikantesten p-Wert aus der
Assoziationsanalyse diente dabei als erster Index-SNP. Es wurden SNPs, die in einer Distanz von
3000 Kilobasen (kb) und einen r>-Wert von > 0,1 zu dem Index-SNP aufwiesen, zu einem clump
zusammengefasst. Anschliefend wurde aus den verbliebenen SNPs wieder der signifikanteste
ausgewahlt und auf dieselbe Weise fortgefahren, bis samtliche SNPs einem Index-SNP

zugeordnet waren. Es entstanden 26 clumps.

3.8. Proxy-SNPs der Replikationsstichprobe

Fiir die Replikationsstichprobe wurden 6 SNPs untersucht, welche in Tabelle 5 dargestellt sind.
Hierbei handelt es sich jeweils um bestmdgliche Proxy-Variablen, welche im linkage
disequilibrium zu Index-SNPs der Screeningstichprobe liegen. Fir zwei weitere nominal
signifikant assoziierte Index-SNPs der Screeningstichprobe (rs142568045, rs148399066) lieRen

sich keine Proxies identifizieren.
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Tabelle 5: Ubersicht der Proxy-SNPs der Replikationsstichprobe

Proxy-SNP FRQ r2 Dprime Index-SNP der
(Referenzallel) Screeningstichprobe
rs112882577 (C) 0,03566 0,11 0,39 rs111954920
rs13430599 (T) 0,171 0,20 1 rs185245908
rs3754617 (C) 0,1864 0,37 1 rs113401490
rs7561528 (A) 0,3263 1 1 rs11680911
rs77279236 (T) 0,1175 0,24 1 rs149761241
rs79527490 (T) 0,1467 0,57 0,90 rs68164523

Abkiirzungen: r%: Korrelationskoeffizient, Dprime: Abhingigkeit zweier Marker, FRQ: Frequenz
Referenzallel, SNP: single nucleotide polymorphism

3.9 Statistische Auswertung

Der Datensatz der Screeningstichprobe beinhaltete 634 fiir die Assoziationsanalyse geeignete
Studienteilnehmer. Im Fall des TMT A wurden 4 AusreiRer ausgeschlossen (n = 630), beim TMT
B kam es zu einem Ausreifler (n = 633) und im ZVT zu 3 AusreifRern (n = 631). Der Datensatz der
Replikationsstichprobe umfasste 617 Probanden. Im Fall des TMT A konnten alle 617 Probanden
eingeschlossen werden, beim TMT B erfolgte die Untersuchung von 139 Teilnehmenden.

Die Testrohwerte der Screeningstichprobe wurden mittels linearer Regression fir die
Kovariablen Alter, Bildung und Geschlecht korrigiert. Die Residuen wurden mittels einer
inversen Rang-Transformation normalisiert und standardisiert. Hier gingen hohe Werte der
Rohdaten mit hohen Werten der transformierten Variablen einher. Die Residuen dienten als
abhangige Variablen. Die drei verschiedenen Genotyp-Wahrscheinlichkeiten wurden mittels
einer linearen Transformation in einen einzelnen Wert zwischen 0 und 2 umgewandelt. Die erste
Hauptkomponente einer EIGENSTRAT (Price et al. 2006) Analyse wurde zum Zwecke der
Populationsstrukturkorrektur als Kovariante verwendet. Fiir die verschiedenen batches fand
anhand von Dummy-Variablen eine Korrektur statt.

In der Replikationsstichprobe wurden die Test-Rohwerte (TMT A und TMT B) mittels linearer

Regression fiir Alter, Geschlecht und Bildung adjustiert. Residuen wurden ebenfalls durch eine
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inverse Rang-Transformation normalisiert und standardisiert, entsprechend korrelierten auch

hier hohe Werte der Rohdaten mit hohen Werten der transformierten Variablen.

Die Assoziationsanalyse erfolgte fir beide Stichproben mittels additiver linearer Regression mit
der Software PLINK 1.9 (Chang et al., 2015). Es wurde ein nominales Signifikanzniveau von
p <0,05 festgelegt. Beziiglich multiplen Testens ist erwdhnenswert, dass, wenn in der
Screeningstichprobe nach Bonferroni korrigiert wiirde (0,05/26 Index-SNPs), sich das
Signifikanzniveau auf p < 0,0019 verschieben wiirde. Da sowohl die durchgefiihrten Tests, als
auch die SNPs nicht unabhangig voneinander sind, ist die Bonferroni-Korrektur zu konservativ
fir diese Studie. Des Weiteren werden die besten Kandidaten der Screeningstichprobe in einer

Replikationsstichprobe tberpriift.
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4. Ergebnisse

4.1 Stichprobenbeschreibung

Die Stichprobe des ersten Screenings setzte sich insgesamt aus 634 neurologisch und
psychiatrisch gesunden Studienteilnehmern zusammen (siehe Tabelle 6). Im Mittel waren die
Studienteilnehmer 48,47 Jahre alt (SA = 14,18). Der Anteil der weiblichen Probanden (51 %) war
dabei anndhernd so grofl wie der Anteil der mannlichen Teilnehmer (49 %). Zwischen den
Bildungsgraden der Teilnehmer gab es grolRere Unterschiede. Den groBten Anteil machten
Teilnehmer mit einem hohen Bildungsgrad aus (47 %). Alter, Geschlecht und Bildungsgrad

dienten in der linearen Regression als Kovariablen.

Die Teilnehmer der Replikationsstichprobe setzten sich aus 617 Studienteilnehmern zusammen
(siehe Tabelle 7). Im Mittel waren die Studienteilnehmer 68,27 Jahre alt (SA = 7,24). Der Anteil
der weiblichen Probanden (59 %) war dabei grofer als der Anteil der mannlichen Teilnehmer
(41 %). Den grofBten Anteil machten Teilnehmer mit einem mittleren Bildungsgrad aus (49 %).

Alter, Geschlecht und Bildungsgrad dienten ebenso in der linearen Regression als Kovariablen.

Tabelle 6: Studienteilnehmer der Screeningstichprobe nach Alter, Geschlecht und Bildung

Gesamt n | Alter in Jahren Geschlecht n (Anteil) Bildungsgrad n (Anteil)

MW SA Weiblich  Maénnlich | Niedrig Mittel Hoch

634 48,47 14,18 | 325 309 115 224 295
(51 %) (49 %) (18 %) (35 %) (47 %)

Abkiirzungen: MW: Mittelwert, n: Anzahl, SA: Standardabweichung

Tabelle 7: Studienteilnehmer der Replikationsstichprobe nach Alter, Geschlecht und Bildung

Gesamt n | Alter in Jahren Geschlecht n (Anteil) Bildungsgrad n (Anteil)

MW SA Weiblich  Mannlich | Niedrig Mittel Hoch
617 68,27 7,24 362 255 46 302 269
(59 %) (41 %) (7 %) (49 %) (44 %)

Abkilrzungen: MW: Mittelwert, n: Anzahl, SA: Standardabweichung
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4.2 Ergebnisse der Regressionsanalyse der Screeningstichprobe

4.2.1 Nominal signifikant assoziierte Index-Varianten mit den Ergebnissen des TMT A

Nominal signifikante Assoziationen mit den Ergebnissen des TMT A fanden sich bei 4 der Index-

SNPs. Der SNP rs148399066 zeigte dabei den niedrigsten p-Wert (p = 2,377x102). In Abbildung

1 ist die Verteilung dieser 4 Polymorphismen im Bereich des BIN1-Gens visualisiert. Der SNP

rs68164523 liegt aulerhalb des BINI1-Gens (33,463 kb downstream). Bei 3 SNPs war das

seltenere Allel haufiger bei besseren Testleistungen zu finden, bei rs185245908 hingegen bei

schlechteren Leistungen (Tabelle 8). Fiir die Analyse des TMT A standen 630 verwertbare TMT A

Testwerte der 634 Probanden zur Verflgung.

Tabelle 8: Nominal signifikant assoziierte Index-SNPs mit den Ergebnissen des TMT A

SNP Clump  Minores Allel Leistung B SE p-Wert
(FRQ) im Test
Majores Allel

rs68164523 7 A (15,06 %) ™ -0,181 0,087 3,804x10°?
¢ Nz

rs148399066 5 G (1,38 %) ™ -0,679 0,300 2,377x10?
¢ Nz

rs149761241 8 A(2,42 %) ™ -0,440 0,214 3,991x107
¢ 2

rs185245908 6 C (4,13 %) N 0,339 0,163 3,748x107?
T 0

Abkiirzungen: B: Regressionskoeffizient, FRQ: Frequenz Referenzallel, Leistung im Test: 1:
schnellere, { : langsamere Leistung, SE: Standardfehler, SNP: single nucleotide polymorphism
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Abbildung 1: Nominal signifikant assoziierte Index-SNPs mit Ergebnissen des TMT A in der
BIN1-Genregion (+/- 35 kb). Der rechte einzelne Pfeil stellt die Leserichtung des Gens dar. Die
22 Exons sind als einzelne Striche innerhalb des Gens, welches durch die dicken Linien markiert
ist, dargestellt. Die 4 assoziierten Index-SNPs sind jeweils einzeln markiert. Die Abbildung basiert
auf der NCBI Gen-Datenbank (NCBI Gen-Datenbank, abgerufen am 05.03.2023; Brown et al.
2015).

4.2.2 Nominal signifikant assoziierte Index-Varianten mit den Ergebnissen des TMT B

Zwischen den Ergebnissen des TMT B und den 510 Genvarianten der Screeningstichprobe
fanden sich 5 nominal signifikante Assoziationen mit Index-SNPs (Tabelle 9). In Abbildung 2 ist
die Verteilung dieser nominal signifikanten Polymorphismen im Bereich des BINI1-Gens
visualisiert. 2 der 5 SNPs liegen aulRerhalb des Gens: Der Marker rs68164523 liegt downstream,
der SNP rs11680911 liegt upstream. Die restlichen 3 SNPs liegen in intronischen Bereichen des
Gens. Das seltenere Allel kann bei 4 der 5 SNPs mit einer schlechteren Testleistung im TMT B in
Verbindung gebracht werden. Die Ausnahme stellt der SNP rs68164523 dar, hier ist das
seltenere Allel mit einer besseren Testleistung assoziiert. Fir die Analyse des TMT B standen 633

verwertbare TMT B Testwerte der 634 Probanden zur Verfliigung.
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Tabelle 9: Nominal signifikant assoziierte Index-SNPs mit den Ergebnissen des TMT B

SNP Clump Minores Allel Leistung B SE p-Wert
(FRQ) im Test
Majores Allel

rs68164523 7 A (14,99 %) ™ -0,174 0,087 4,502x107?
¢ N

rs142568045 1 C (3,05 %) N2 0,597 0,192 1,932x10°3
G ™

rs113401490 4 T(7,14 %) N2 0,306 0,132 2,063x10?
C ™

rs111954920 3 C (1,11 %) N2 0,799 0,336 1,753x10?
T T

rs11680911 2 C (32,53 %) N2 0,147 0,061 1,679x10%
A ™

Abklrzungen: B: Regressionskoeffizient, FRQ: Frequenz Referenzallel, Leistung im Test: 1*:
schnellere, | : langsamere Leistung, SE: Standardfehler, SNP: single nucleotide polymorphism

rs11680911

(68164523 | ‘ rs142568045 | rs113401490 | rs111954920
v <l # I | B
LI LI [LL | | 1
Exon22 16 12 8 4 1

Abbildung 2: Nominal signifikant assoziierte Index-SNPs mit Ergebnissen des TMT B in der
BIN1-Genregion (+/- 35 kb). Der rechte einzelne Pfeil stellt die Leserichtung des Gens dar. Die
22 Exons sind als einzelne Striche innerhalb des Gens, welches durch die dicken Linien markiert
ist, dargestellt. Die 5 assoziierten Index-SNPs sind jeweils einzeln markiert. Die Abbildung basiert
auf der NCBI Gen-Datenbank (NCBI Gen-Datenbank, abgerufen am 05.03.2023; Brown et al.

2015).

4.2.3 Nominal signifikant assoziierte Index-Varianten mit den Ergebnissen des ZVT

Signifikante Assoziationen mit den Ergebnissen des ZVT fanden sich bei 2 Index-SNPs (Tabelle

10). Die héchste nominale Signifikanz erreichte der SNP rs142568045 (p = 8,632x1073). Bei
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beiden SNPs war das seltenere Allel mit einer schlechteren Testleistung assoziiert. In Abbildung
3 ist die Verteilung der assoziierten Polymorphismen im Bereich des BIN1-Gens visualisiert. Fir

die Analyse des ZVT standen 631 verwertbare ZVT-Testwerte der 634 Probanden zur Verflgung.

Tabelle 10: Nominal signifikant assoziierte SNPs mit den Ergebnissen des ZVT

SNP Clump  Minores Allel Leistung B SE p-Wert
(FRQ) im Test
Majores Allel

rs142568045 1 C (3,06 %) N2 0,507 0,192 8,632x103
G T

rs11680911 2 C (32,53 %) J 0,145 0,061 1,803x10?
A ™

Abklrzungen: B: Regressionskoeffizient, FRQ: Frequenz Referenzallel, Leistung im Test: 1*:
schnellere, { : langsamere Leistung, SE: Standardfehler, SNP: single nucleotide polymorphism

rs142568045 rs11680911

AL LU | | v
LI UL I | I
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Abbildung 3: Nominal signifikant assoziierte Index-SNPs mit Ergebnissen des ZVT in der BIN1-
Genregion (+/- 35 kb). Der rechte einzelne Pfeil stellt die Leserichtung des Gens dar. Die 22
Exons sind als einzelne Striche innerhalb des Gens, welches durch die dicken Linien markiert ist,
dargestellt. Die 2 assoziierten Index-SNPs sind jeweils einzeln markiert. Die Abbildung basiert
auf der NCBI Gen-Datenbank (NCBI Gen-Datenbank, abgerufen am 05.03.2023; Brown et al.
2015).

4.3 Ergebnisse der Regressionsanalyse der Replikationsstichprobe

4.3.1 Nominal signifikant assoziierte Proxy-Varianten mit den Ergebnissen des TMT A

In der Replikationsstichprobe erreichten zwei SNPs nennenswerte Ergebnisse fir den TMT A
(Tabelle 11). Der Proxy-SNP rs13430599, welcher im LD mit dem Index-SNP rs185245908 liegt
(r2=0,2, D‘=1), zeigte dabei einen p-Wert von 6,052x102 und verfehlte damit knapp eine
nominal signifikante Assoziation. Der SNP rs3754617, welcher im LD mit dem Index-SNP

rs113401490 liegt (r2=0,37, D'=1), erreichte ebenso knapp keine nominal signifikante
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Assoziation (p = 6,490x107?). In der Screeningstichprobe war dieser SNP nicht mit dem TMT-A
assoziiert, sondern mit dem TMT B. Das minore Allel ging bei beiden Stichproben mit einer
schlechteren Leistung in den Tests einher. Fir die Analyse des TMT A standen alle 617 Testwerte

zur Verfligung.

Tabelle 11: Assoziierte SNPs der Replikationsstichprobe mit den Ergebnissen des TMT A

SNP Screening SNP Minores Allel  Leistungim B SE p-Wert
(Test) (FRQ) Test
Majores Allel
rs13430599 rs185245908 T(17,10 %) ™ -1,299 0,691  6,052x107
(TMT A) G N2
rs3754617 rs113401490 C (18,65 %) N2 1,125 0,067  6,490x10?
(TMT B) T T

Abkilrzungen: B: Regressionskoeffizient, FRQ: Frequenz Referenzallel, Leistung im Test:
Testleistung in Bezug auf das seltenere Allel des Proxy-SNPs, P : schnellere, | : langsamere
Leistung, SE: Standardfehler, SNP: single nucleotide polymorphism

4.3.2 Nominal signifikant assoziierte Proxy-Varianten mit den Ergebnissen des TMT B

In der Replikationsstichprobe erreichte der Proxy-SNP rs112882577, welcher im LD mit dem
Index-SNP rs111954920 liegt (r2 = 0,11, D‘ = 0,39), eine Tendenz zur Assoziation mit einem p-
Wert von 8,247x107? (Tabelle 12). Das minore Allel C ging in beiden Stichproben mit einer
langsameren Bearbeitungszeit im Test einher. Fiir die Analyse des TMT B standen 139 Testwerte

zur Verfligung.

Tabelle 12: Assoziierte SNPs der Replikationsstichprobe mit den Ergebnissen des TMT B

SNP Screening SNP  Minores Allel Leistung B SE p-Wert
(Test) (FRQ) im Test
Majores Allel
rs112882577  rs111954920 C (3,24 %) J 0,483 0,472  8,247x10%
(TMT B) T T

Abkirzungen: B: Regressionskoeffizient, FRQ: Frequenz Referenzallel, Leistung im Test:
Testleistung in Bezug auf das seltenere Allel des Proxy-SNPs, P : schnellere, | : langsamere
Leistung, SE: Standardfehler, SNP: single nucleotide polymorphism
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie, welche im Screening an 634 neurologisch und psychiatrisch gesunden
Studienteilnehmern und in der Replikation an 617 ebenfalls neuropsychiatrisch unauffalligen
Probanden durchgefiihrt wurde, wurde die Assoziation zwischen Polymorphismen des BIN1-
Gens mit Testergebnissen des TMT A, TMT B und ZVT untersucht. Von den genotypisierten 510
SNPs des Screenings wiesen 8 Index-SNPs nominal signifikante Assoziationen mit den
Testergebnissen auf: 4 Index-SNPs mit Ergebnissen des TMT A, 5 Index-SNPs mit Ergebnissen
des TMT B und 2 Index-SNPs mit Ergebnissen des ZVT.

Als signifikantester Polymorphismus kristallisierte sich der SNP rs142568045 heraus, dieser
zeigte sowohl mit dem TMT B als auch mit dem ZVT signifikante Assoziationen, konnte aber

mangels geeigneten Proxy-SNPs nicht in einer Replikation iberprift werden.

Es gab insgesamt eine Tendenz in Richtung Replikation. Der Proxy-SNP rs112882577, welcher
sich im LD mit dem Index-SNP rs111954920 befindet, zeigte sowohl in der Screeningstichprobe
als auch in der Replikationsstichprobe Assoziationen des selteneren C-Alleles mit schlechterer

Leistung im TMT-B.

Bei rs113401490 gab es bei gleicher Allelrichtung eine Assoziation beim TMT B in der
Screeningstichprobe, jedoch mit dem TMT A in der Replikationsstichprobe. Ein dritter SNP
(rs185245908) zeigte ebenfalls eine Tendenz zur Assoziation, jedoch mit unterschiedlichen

Allelrichtungen. In Tabelle 13 sind die Ergebnisse zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 13: Ubersicht der Ergebnisse

SNP Test p-Wert SNP Test p-Wert
Screening (assoziierte Replikation (assoziierte
(Allel) Testleistung) (Allel) Testleistung)

rs148399066 TMTA (D)  2,377x102

(G)

rs185245908 TMTA (L)  3,748x107 rs13430599 TMTA (1)  6,052x107
(€) (T)

rs68164523 TMTA (1)  3,804x107

(A) TMTB (1)  4,502x107

rs149761241 TMTA (1) 3,991x10?
(A)

rs142568045 TMT B (/) 1,932x10°

(C) VT (V) 8,632x10°3

rs11680911 T™MTB ({) 1,679x10

(C) VT (V) 1,803x1072

rs111954920 T™MTB (L) 1,753x107 rs112882577 TMTB({)  8,247x10%
(C) (C)

rs113401490 T™MTB () 2,063x107 rs3754617 TMTA(d)  6,490x102

(T) (C)

Abkirzungen: Assoziierte Testleistung: Testleistung in Bezug auf das minore Allel des SNPs,
schnellere, { : langsamere Leistung, SNP: single nucleotide polymorphism

Auswahl von Assoziationen bekannter LOAD-Varianten

Der SNP rs6733839, welcher sowohl bei Kunkle et al. (2019) eine hohe genomweit signifikante
Assoziation mit der Late-onset Alzheimer-Demenz (p = 4,0x10°%8) als auch in der aktuell letzten
und gréRten GWAS von Bellenguez et al. (2022) genomweite Signifikanz (p = 6,1x10!8) vorwies,
zeigte auch in dieser Arbeit eine nominal signifikante Assoziation mit den Ergebnissen eines
Tests (ZVT, p=2,823x102, T-Allel mit schlechter Leistung, kein Index-SNP) in der
Screeningstichprobe. Das Risikoallel fiir eine LOAD war bei Kunkle et. al (2019) und bei
Bellenguez et al. (2022) ebenso das T-Allel. Der Index-SNP rs11680911 konnte schon friih in einer
GWAS von Kamboh et al. (2012) mit der LOAD assoziiert werden (Kamboh et al. 2012). Ein
weiterer SNP (rs7561528, kein Index-SNP in dieser Dissertation), der ebenso friiher mit der LOAD
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in Verbindung gebracht wurde (Kamboh et al. 2012; Tan et al. 2013), zeigt auch in dieser
Dissertation eine nominal signifikante Assoziation mit Testergebnissen des TMT B (p = 1,811x10"
2)und des ZVTs (p = 1,942x1072) in der Screeningstichprobe. Das Allel A ging in dieser Dissertation
mit schlechterer Leistung in den Tests einher, dieses Allel war bei Tan et al. (2013) das Risikoallel
fur eine LOAD (p = 4,2x101%). Eine weitere Meta-Analyse aus dem Jahr 2022 bestatigte den SNP
rs7561528 (Risikoallel A) sowie einen weiteren SNP (rs744373, Risikoallel C) als Alzheimer-
Risikovarianten. Der SNP rs7561528 zeigte nur in der kaukasischen Bevolkerung ein erhdhtes
LOAD-Risiko, der SNP rs744373 hingehen wurde sowohl in der asiatischen, als auch in der
kaukasischen Bevolkerung als LOAD-Risikovariante bestatigt (Aziz et al. 2022). Der SNP rs744373
(Risikoallel G), welcher schon friih in einigen GWAS mit der LOAD assoziiert wurde (Hu et al.
2011b), verfehlte in der Screeningstichprobe knapp eine Signifikanz (ZVT, p = 5,612x107?). Hier
stimmte die Allelrichtung ebenso liberein: Das Allel G konnte in dieser Dissertation am ehesten
mit schlechterer Leistung im ZVT in Verbindung gebracht werden. Diese 3 genannten SNPs liegen

alle in clump 2 und befinden sich upstream des BIN1-Gens.

5.2 Einordnung der Ergebnisse in die aktuelle Studienlage

BIN1-Gen und kognitive Funktionen

In verschiedenen Studien konnten bereits Assoziationen zwischen dem BINI-Gen und
verschiedenen Bereichen des breiten Spektrums der Kognition gezeigt werden. Beispielsweise
zeigte sich in einer longitudinal angelegten Studie neben APOE auch fiir das BIN1-Gen eine
Assoziation mit einer verringerten Leistung der globalen Kognition bei demenzfreien,
mindestens 65 Jahre alten Studienteilnehmern (n = 4931). Eine Assoziation des BINI-Gens und
Leistungen im TMT B, welcher auch in dieser Arbeit Anwendung fand, konnte unter Beachtung
einiger Limitationen nicht hergestellt werden. Die Autoren diskutierten die Frage, ob der
Vorhersagewert verschiedener Risikovarianten auf die AD Uiber eine generell geringere kognitive
Leistungsfahigkeit oder iber Auswirkungen auf die pathologischen Prozesse der AD und einem
moglicherweise schnelleren kognitiven Riickgang zustande kommt (Vivot et al. 2015). Es ergibt
sich die Frage, ob die BIN1-Genvarianten zu einem bestimmten kognitiven Phanotyp oder tber
AD-Pathomechanismen zu einer prodromalen AD mit kognitiven LeistungseinbuRen beitragen.
Demnach besteht insbesondere bei dlteren Risikoalleltragern die Moglichkeit, dass deren
Leistungseinschrankungen durch eine beginnende Demenz verursacht sein konnten. In einer
anderen Studie wurde ebenfalls untersucht, ob zwischen Alzheimer-Risikogenen wie dem BIN1-
Gen und dem kognitiven Leistungsabfall bei dlteren Menschen Assoziationen bestehen. Hierfiir
wurde in den USA Uber einen Zeitraum von 10 Jahren Untersuchungen im Rahmen von

kognitiven Leistungstests durchgefiihrt. Fir die 3 untersuchten SNPs (rs6733839, rs7561528,
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rs744373) des BIN1-Gens zeigten sich keine signifikanten Assoziationen mit einem
Leistungsabfall in der besagten Zeitspanne. 2 (rs7561528, rs6733839) dieser 3 SNPs waren
allerdings in der vorliegenden Arbeit nominal signifikant mit der Kognition verknipft. Indessen
stellte sich in der amerikanischen Studie heraus, dass bei Untersuchungen der gesamten
Genregionen des BIN1-Gens, diese Genregion signifikante Werte in Zusammenhang mit dem
kognitiven Riickgang zeigte. Dies wurde untersucht, indem alle verfligbaren SNPs des BIN1-Gens
anhand ihres LDs zu Gruppen aggregiert wurden und anschlieRend gleichzeitig die Assoziation
zwischen diesen SNPs und dem Ereignis getestet wurde. Ein Teil der Untersuchung wurde mit
den obengenannten 3 SNPs durchgefiihrt. Der andere Teil ohne diese SNPs und aller SNPs in
ihrem LD. Die Genregion zeigte in beiden Untersuchungen signifikante Assoziation mit den
kognitiven EinbulRen. Die Autoren vertreten die Ansicht, dass die Variation in einer gesamten
Genregion, nicht nur ein einzelner SNP, die kognitive Beeintrachtigung beeinflussen kénnte
(Nettiksimmons et al. 2016). Zu beachten ist, dass die Studie aus zwei verschiedenen Kohorten
bestand, welche relevante Unterschiede aufwiesen. In den beiden Kohorten wurden
unterschiedliche kognitive Tests, welche die Leistung in der globalen Kognition testen sollten,
durchgefihrt. Die Anzahl der Testwiederholungen im Lauf der Studie war verschieden, es
bestanden relevante Unterschiede in den Studienergebnissen und der Zusammensetzung der
Kohorten. Eine Kohorte war mannlich, die andere weiblich. Hieraus ergeben sich weitere
geschlechtsspezifische Unterschiede, wie beispielsweise in der Immunregulation, im
Hormonhaushalt und bei den Komorbiditdten, welche sich moglicherweise verschieden auf
kognitive Einschrankungen auswirkten (Nettiksimmons et al. 2016). Aus diesen Griinden ware
die Durchfiihrung weiterer Studien mit einem &dhnlichen longitudinalen Vorgehen, gréReren
Stichproben und standardisierteren Bedingungen sinnvoll. Die Genotypisierung, Imputation und
Qualitatskontrollen sind mit der vorliegenden Studie vergleichbar, da strenge Qualitatskriterien
eingehalten wurden. Interessanterweise wurde am SNP rs6733839, welcher auch in dieser
Dissertation nominal signifikante Assoziationen mit Leistungen im ZVT zeigte und im vorherigen
AD-Kapitel vorgestellt wurde, auch in weiteren Studien hinsichtlich der Assoziation zur Kognition
untersucht: In einer Studie von Greenbaum et al. (2016), die eine Stichprobe mit an Diabetes
mellitus Typ Il erkrankten, alteren Probanden (> 65 Jahre alt) beinhaltete, zeigte dieser SNP
Assoziationen mit der episodischen Gedachtnisleistung, welche ebenfalls bei der Demenz
verringert ist. Das Referenzallel T (TT Genotyp) ging dabei mit schlechteren Leistungen in diesem
Bereich einher (Greenbaum et al. 2016). Die Studie von Greenbaum et al. (2016) unterstitzt die
Annahme, dass BINI-Genotypen auch einen Einfluss auf die Kognition, beziehungsweise auf das
episodische Gedéchtnis Alterer (= 65) haben kdnnte, ohne dass sie an einer LOAD oder MCI

erkrankt sind, dies wurde mittels umfangreicher kognitiver Testung und der Einschatzung eines
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multidisziplindren Teams ausgeschlossen. Nur sorgfiltig gepriifte Probanden mit einer
durchschnittlichen kognitiven Leistung wurden in die Studie aufgenommen. Es ist zu beachten,
dass die Probanden durch ihre Erkrankung ein héheres Risiko fiir kognitive Einschrankungen und
auch fiir Demenz aufwiesen. In der Studie wurde ein Einwirken der Erkrankung Diabetes mellitus
Typ Il auf die Korrelation zwischen dem SNP und dem episodischen Gedéachtnis untersucht.
Mittels eines linearen Regressionsmodells konnte gezeigt werden, dass der Effekt der
Genvariante auf das episodische Gedéachtnis unabhangig vom Schweregrad der Erkrankung ist.
Da es in der Studie aber keine vollstandig gesunden Teilnehmer gab, kann eine grundlegende
Wechselwirkung zwischen dem Diabetes mellitus Typ Il Status, dem SNP und der kognitiven
Domadne nicht vollends ausgeschlossen werden. Es bestand jedoch ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen der BINI-Genvariante und dem Schweregrad des Diabetes
(Greenbaum et al. 2016). Bezogen auf die vorliegenden Daten dieser Dissertation ist zu
erwahnen, dass das Referenzallel T des signifikanten SNPs rs6733839 Assoziationen mit der im
ZVT gemessenen Verarbeitungsgeschwindigkeit aufwies und mit besseren Testleistungen
korrelierte (p=2,823x102, B=0,1354). Die Effektrichtung ist also gegensitzlich zu der
beschriebenen Studie, allerdings wurden auch unterschiedliche kognitive Domanen untersucht.
Die beschriebene Studie von Greenbaum et al. (2016) untersuchte neben den Assoziationen mit
dem episodischen Gedachtnis unter anderem auch die Assoziationen mit der Aufmerksambkeit,
dem Arbeitsgedachtnis, exekutiven Funktionen und der kognitiven Gesamtleistung. Hier zeigten
sich auch in den Domanen der Aufmerksamkeit, des Arbeitsgedachtnisses und in den kognitiven
Gesamtleistungen nominal signifikante Assoziationen mit dem besagten SNP. Zwischen der
exekutiven Funktion und dem besagten SNP konnte keine Assoziation nachgewiesen werden
(Greenbaum et al. 2016). Auch in der vorliegenden Dissertation wurde dieser SNP nicht mit der
kognitiven Flexibilitdt (Doméane der exekutiven Funktion) assoziiert. In diesem Punkt stimmen
die Studienergebnisse beider Arbeiten also {iberein. In Zukunft ware eine gréRere Stichprobe
auch mit gesunden Probanden sowie ein longitudinales follow-up-Studiendesign
aussagekraftiger, um sowohl Effektstarken, als auch die zeitlichen Komponenten, wann und in
welchem Zusammenhang es zu kognitiven Einschrankungen kommt, genauer zu untersuchen. In
dem Zusammenhang kann ebenfalls diskutiert werden, ob es sich bei den Auffilligkeiten um
einen kognitiven Phanotyp oder um ein prodromales Stadium der AD handelt, was sich mit den
oben genannten Untersuchungen nicht sicher ausschlieRen lieR. Auch Barral et al. (2012) zeigten
in ihrer Studie mit einer gleichsam kleinen Stichprobe, dass zwischen einigen Alzheimer-
Risikogenen und der episodischen Gedachtnisleistung sowohl bei gesunden (n = 1028) als auch
bei an LOAD erkrankten (n=337) Studienteilnehmern Zusammenhinge bestehen kdnnten

(Barral et al. 2012). Durch multilocus genotype patterns, in denen mehrere SNPs verschiedener
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AD-Risikogene kombiniert und auch der SNP rs744373 des BIN1-Gens mit eingerechnet wurde,
konnte ein neuer Ansatz zur Erkennung und zum Verstdandnis der verringerten
Gedachtnisleistung entstehen. Die Ergebnisse der Studie konnten auf eine beginnende Demenz
bei den Studienteilnehmern zuriickzufihren sein, bei der die kognitive Leistung als Marker fir
eine beginnende AD genutzt werden konnte. Alternativ steht ebenfalls die Hypothese des
kognitiven Phanotyps im Raum. Es gelang nicht, den Einfluss des BIN1-SNPs (rs744373) APOE
unabhangig zu bestatigen (Barral et al. 2012). Auch in einer weiteren Studie von Verhaaren et
al. (2013) wurden ohne APOE nur schwache Zusammenhéange zwischen der Gedachtnisleistung
gesunder Probanden und einem genetischen Alzheimer-Risikoscore, bestehend aus genomweit
signifikanten SNPs, entdeckt. Der SNPs rs744373 wurde in dieser Analyse integriert. Der
Alzheimer-Risikoscore wurde mit der Leistung in kognitiven Testungen nicht dementer
Studienteilnehmer (n=5171) mittels linearer Regression auf Korrelationen untersucht.
Ebenfalls wurde in einer Subkohorte in einem longitudinalen Vorgehen untersucht, ob mittels
dieses Risikoscores ein Erkranken an AD vorhergesagt werden kann. Hier ergaben sich ebenfalls
keine deutlichen Assoziationen. Die Autoren diskutieren, dass die Ursachen fiir die mangelnde
Assoziation sein konnte, dass die untersuchten Risikoallele einen Einfluss auf andere
Risikofaktoren der AD haben und nicht vorrangig die Kognition und die Entstehung einer AD
beeinflussen (Verhaaren et al. 2013). In der vorliegenden Dissertation erreichte dieser, von
Verhaaren et al. (2013) untersuchte SNP ebenfalls keine signifikante Assoziation mit den
ausgewahlten kognitiven Tests. In der gerade beschriebenen Studie besteht die Moglichkeit,
dass die statistische Power aufgrund zu geringer StichprobengréRen nicht ausreicht, denn der
genannte SNP konnte schon friih mit Alzheimer (Seshadri et al. 2010) und der Kognition, wie
dieser Abschnitt zeigt, assoziiert werden. Eine Studie von Ferencz et al. (2014), die den Einfluss
eines polygenetischen Risikoscores auf die kognitive Leistungsfahigkeit im Alter an
demenzfreien Studienteilnehmern untersuchte und zusatzlich die korperliche Aktivitat der
Probanden mit einschatzte, wurde der BIN1-SNP rs744373 mit zwei SNPs des Gens PICALM und
einem SNP des Gens CLU auf Assoziationen analysiert. Es bestatigte sich, dass diese genetischen
Varianten mit einem erhoéhten Risiko flir eine reduzierte Leistung im episodischen Gedachtnis
einhergehen, wobei korperliche Aktivitdt die Effekte des polygenetischen Risikoscores,
bestehend aus den genannten SNPs, abzuschwachen scheint. Die Ergebnisse dieser Studien
waren APOE unabhéngig und bekraftigen damit neben den Studienergebnissen von Barral et al.
(2012) die Assoziation zwischen dem BIN1-Gen und der kognitiven Leistung, in dem Fall bezogen
auf die episodische Gedéachtnisleistung (Ferencz et al. 2014). Es sind weitere Studien nétig, die
den genauen Zusammenhang zwischen der miteinbezogenen koérperlichen Aktivitat und dem

genetischen Risikostatus untersuchen. Eine chinesische Studie von Zhang et al. (2015) mit
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jungen, gesunden Probanden untersuchte denselben BIN1-SNP auf Assoziationen mit dem
Arbeitsgedachtnis und bildgebenden Verfahren zur Ermittlung der Hirnstruktur. Es zeigte sich,
dass Trager des Risikoallels (GG-homozygot) ein erhdhtes Risiko fir schlechtere Leistungen im
Arbeitsgedachtnis aufwiesen, ein groReres Volumen des Hippocampus besaRen und schlechtere
funktionelle Verbindungen zwischen dem bilateralen Hippocampus und dem rechten
dorsolateralen, prafrontralen Kortex zeigten. Die Autoren gingen davon aus, dass dieser
untersuchte SNP oder durch LD verbundene SNPs zu moglichen genetischen und bildgebenden
Kontrollen oder der Identifizierung von Personen mit AD-Risiko beitragen kénnten, um zum
Beispiel das frihzeitige Erkennen der Erkrankung zu férdern (Zhang et al. 2015). Die
Erkenntnisse Uiber die verminderten Interaktionen zwischen Hippocampus und prafrontalem
Kortex passen zu friiheren Forschungsergebnissen, die eine reduzierte Konnektivitat des
Hippocampus mit anderen Hirnregionen bei AD-Patienten nachwiesen (Allen et al. 2007). Das
vergroRerte Hippocampus-Volumen ist moglicherweise durch eine kompensatorische
Rekrutierung neuronaler Ressourcen bei Menschen mit genetischem Risiko fiir eine AD zu
erklaren (Bookheimer et al. 2000). Eine Studie von Biffi et al. (2010) belegte im Hinblick auf die
Reduktion bestimmter Volumina AD-relevanter Hirnareale eine Assoziation mit einem
genetischen Risikoscore, der auch den hier signifikanten SNP rs7561528 des BIN1-Gens, welcher
sich in einem LD mit dem SNP rs744373 befindet, beinhaltete. Der SNP rs7561528 zeigte
signifikante Assoziation in Bezug auf die Dicke des temporalen und des enterohinalen Kortex's

(Biffi et al. 2010).

Eine spanische Forschungsgruppe untersuchte die Assoziationen zwischen Alzheimer-
Risikopolymorphismen und der kognitiven Leistungsfahigkeit von Studienteilnehmern mit einer
MCI sowie von gesunden Probanden. Dem BIN1-Gen — insbesondere dem SNP rs744373 —
wurden Unterschiede in der Leistung von Sprach- und Gedachtnisleistungen der Probanden
nachgewiesen (Cruz-Sanabria et al. 2018, Cruz-Sanabria et al. 2021). Cruz-Sanabria et al. (2018)
stellten die Theorie auf, dass die Mechanismen, welche durch die signifikanten Gene reguliert

werden, einen Einfluss auf die Kognition haben kénnten, auch wenn keine Demenz vorliegt.

Ob und inwiefern die Mechanismen, Funktionen und auch Pathologien des BIN1-Gens sich auf
die Kognition auswirken, muss in zukiinftigen Studien erforscht werden. Weitere Studien mit
groReren Stichproben sind notig, um die Einfliisse des Gens einschlieRlich einiger umstrittener
SNPs auf die Kognition zu bestatigen und aufzuschliisseln. Die Ergebnisse der genannten Studien
weisen lediglich auf einen Zusammenhang zwischen dem BINI-Gen und verschiedenen
kognitiven Bereichen sowie AD-typischen Verdnderungen von bestimmten Hirnarealen bei

gesunden und erkrankten Studienteilnehmern verschiedenen Alters hin.
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BIN1-Funktionen und die Pathogenese der Alzheimer-Krankheit

In einigen GWAS und Meta-Analysen der letzten Jahre wurde BIN1 mehrfach als Alzheimer-
Risikogen bestatigt. Durch eine umfangreiche genomweite Meta-Analyse aus dem Jahr 2019 von
Kunkle et al. mit fast 60 000 Kontrollen und ungefdahr 35 000 an einer LOAD erkrankten
Studieneilnehmern wurde der Einfluss von 20 Risikogenen bekraftigt und 5 neue Risikogene
identifiziert. Der SNP rs6733839 des BIN1-Gens, welcher auch in dieser Dissertation nominal
signifikante Assoziationen mit den Leistungen im ZVT zeigte, erreichte in der Studie von Kunkle
et al. (2019) eine hohe genomweite Signifikanz (p = 4,0x10%), was die Korrelation des BINI-
Gens mit der LOAD bekraftigt (Kunkle et al. 2019). Neben den genomweiten Assoziationen
haben Kunkle et. al (2019) zudem Untersuchungen durchgefiihrt, welche die Assoziationen
zwischen den genetischen Varianten und den molekularbiologischen sowie zelluldren
Mechanismen, die nach aktueller Studienlage einen Einfluss auf die AD-Pathogenese zu haben
scheinen, bestatigten (Kunkle et al. 2019). Die aktuell groRte GWAS von Bellenguez et al. (2022)
an tber 110 000 an einer LOAD-erkrankten Studienteilnehmern und tber 675 000 Kontrollen

zeigte fiir den SNP eine genomweite Signifikanz von p = 6,1 x10*8 (Bellenguez et al. 2022).

Kognitive Defizite, die Ablagerungen von Amyloid-Plaques und NFT kennzeichnen die LOAD. Die
genauen molekularbiologischen Prozesse, welche zu den Verdanderungen in der Kognition und

der Pathogenese fiihren, sind weiterhin noch nicht ausreichend verstanden (Jansen et al. 2022).

In Untersuchungen des Proteoms im Gehirn von AD-Patienten zeigten sich Veranderungen in
RNA-Bindungsproteinen und im Spleifen der RNA. Die untersuchende Forschungsgruppe nutzte
dabei ein erweitertes proteomisches Datenset und ging unterschiedlichen Exon-Exon Spleif3-
Mustern in Proteinen nach, die durch AD-Risikogene codiert wurden. Bei einigen Risikogenen,
unter anderem dem BIN1-Gen, zeigten sich in AD-Gehirnen alternativ gespleilite
Proteinisoformen, die mit den AD-typischen Ablagerungen und kognitiven Defiziten korrelierten
(Johnson et al. 2018). Die Autoren spekulieren, dass dies ein Hinweis darauf sein kdnnte, dass
bei der Alzheimer-Erkrankung Verdnderungen im SpleiRen der RNA auftreten und einige der AD-
Risikogene, insbesondere BIN1, Gber die Beteiligung an der AD-Pathogenese auch einen Einfluss

auf die molekularen Mechanismen der Kognition haben (Johnson et al. 2018).

In Bezug auf die Amyloid-Pathologie liegen unterschiedliche Forschungsergebnisse vor. In der
Studie von Andrew et al. (2019) wurde untersucht, inwiefern die Expression des BINI-Gens
hieran beteiligt ist. Dadurch, dass die BIN1-Isoformen an der neuronalen Endozytose involviert
sind, besteht die Moglichkeit der Beeinflussung der Endozytose des APP. Versuche am

Mausmodel bestdtigten diese Theorie jedoch nicht: Bei einer Reduktion des BIN1-
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Proteinspiegels durch einen heterozygoten Knockout, welcher wiederum durch eine Deletion im
Gen erreicht wurde, verdanderte sich weder der Spiegel noch die Lokalisation der APP-
bearbeitenden Sekretase BACE1. Weder zeigten sich Verdanderungen in der Produktion und in
den Ablagerungen des AP, noch in Verhaltensdefiziten, die mit dem Ablagerungsgeschehen
einhergehen. Bei einem vollstdandigen BINI-Knockout in erregenden Neuronen traten ebenfalls
keine Veranderungen von BACE1, APP, Spaltungsfragmenten durch BACE1 und Ap-
Ablagerungen auf. Es schien, als wiirde BIN1 die AB-Entstehung und -Ablagerung in diesem
Maus-Model nicht beeinflussen (Andrew et al. 2019). Eine Studie von De Rossi et al. (2017) zeigte
ebenfalls, dass in Hirnarealen mit einer hohen Menge an senilen Plaques kein Zusammenhang
mit einer erhéhten BIN1 Expression zu bestehen schien (De Rossi et al. 2017). Im Widerspruch
dazu stehen Studien von Miyagawa et al. (2016) und Ubelmann et al. (2017), in denen ein
Einfluss von BIN1 auf die AB-Pathogenese nachgewiesen wurde. Beispielsweise zeigte sich bei
einer niedrigeren BIN1-Expression oder bei Funktionsstorungen der Expression eine gesteigerte
AB-Produktion durch Akkumulation der BACE1-Sekretase. Es lieBen sich intrazelluldr eine
erhéhte Menge an AB42, jedoch keine Anderungen der Sekretion des AB42 nach extrazellular,
beobachten (Miyagawa et al. 2016; Ubelmann et al. 2017). Der Grund fiur diese
unterschiedlichen Forschungsergebnisse konnte in der Expression der bereits in der Einleitung
ausfihrlich beschriebenen, verschiedenen Isoformen des BIN1-Gens liegen (Ubelmann et al
2017). Ubelmann et al. (2017) beschéftigten sich hauptsachlich mit der neuronalen Isoform,
wahrend Andrew et al. (2019) beim heterozygoten Knockout die ubiquitdare Form und beim
vollstandigen Knockout ebenfalls die neuronale Form untersuchten (Ubelmann et al. 2017,
Andrew et al. 2019). Ferner ist laut Ubelmann et al. (2017) die genaue Interaktion zwischen BIN1
und BACE1 noch nicht vollstandig verstanden. Allerdings ist bekannt, dass es im Axon bei
erniedrigtem BIN1 zu einem ungenligenden BACE1-Recycling kommen kénnte (Ubelmann et al.
2017). Eine neuere Studie von Bhattacharyya et al. (2022) wies ebenfalls nach, dass die
neuronalen Isoform des BIN1-Gens die RB-Sekretase und damit die AB-Entstehung zu regulieren
scheint (Bhattacharyya et al. 2022). Eine Studie von Adams et al. (2016) wies nach, dass BIN1
mit Belastung durch neuritische Plaques im Hippocampus assoziiert ist (Adams et al. 2016).
Adams et al. (2016) nahmen an, dass BINI und seine Interaktionen mit der Membrandynamik
auf diese Weise vielféltig an der AD-Pathogenese beteiligt sein und die axonale Integritat
beeinflussen kénnte. Andererseits stellten sie fest, dass bei zunehmendem Schweregrad der AD
der Zusammenhang zwischen einer erhohten neuronalen Expression des BINI-Gens nicht mit
der NFT-Belastung korrelierte und die Korrelation mit NFT nicht auf von AD betroffenen
Hirnarealen beschrankt blieb (Adams et al. 2016). Hinsichtlich der Akkumulation des AB42 in

Form von Plaques vertreten auch Guimas Almeida et al. (2018) in ihrem Review den Standpunkt,
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dass einige der neu entdeckten Alzheimer-Risikogene (iber endozytire Prozesse in dessen
Produktion involviert sein kdnnten. Dazu gehoren laut der Autoren unter anderem die Gene
CD2AP, PICALM und BIN1. Durch die Moglichkeit Clathrin zu binden, ist die Wahrscheinlichkeit
des Mitwirkens der neuronalen Isoform des BINI-Gens an der Endoytose von AB42 hoch
(Guimas Almeida et al. 2018). In der Studie von Miyagawa et al. (2016) wurde ein weiterer
Versuch durchgefiihrt: Bei einer BIN1-Depletion zeigte sich ein intrazelluldrer Anstieg von AB42;
hierfir schien auch die Akkumulation von BACE1 beziehungsweise eine Fehlregulierung
verantwortlich zu sein (Miyagawa et al. 2016). BIN1 kénnte hierbei eine Rolle bei der Spaltung
der BACE1-Tubuli aus frithen Endosomen spielen und so (iber ungeklarte Mechanismen zum
BACE1-Abbau beitragen. Es ware moglich, dass der Ansatz, die endozytdren Vorgange genauer
zu untersuchen, die Entwicklung von therapeutischen Zielen und Praventionsmalinahmen

unterstitzen kdonnte (Ubelmann et al. 2017; Guimas Almeida et al. 2018).

In Hinblick auf die Tau-Pathologie besteht ebenfalls die Moglichkeit des Wechselwirkens mit
BIN1 (Sartori et al. 2019; Gao et al. 2021; Tan et al. 2021). Eine Assoziationsstudie von Tan et al.
(2021) untersuchte den Zusammenhang zwischen AD-Risikoallel-Tragern und der Tau-
Pathologie. Es ergaben sich signifikante Assoziationen zwischen dem SNP rs744373 des BIN1-
Gens und der Tau-Last in der Liquor-Diagnostik sowie der detektierten Tau-Last in der PET-
Diagnostik. Zwischen den SNPs rs6733839 und rs7561528 des BINI1-Gens und der Tau-
Pathologie konnten ebenfalls Assoziationen nachgewiesen werden (Tan et al. 2021). Die beiden
SNPs rs6733839 und rs7561528 zeigten auch in der hier vorgelegten Dissertation nominal
signifikante Assoziation mit mindestens einem Testergebnis. Eine Studie von Franzmeier et al.
(2019) belegte die Assoziation zwischen dem Risikoallel des SNPs rs744737 und der Tau-
Pathologie (Franzmeier et al. 2019). Die Autoren vermuteten, dass BIN1 Uber diesen
Mechanismus die Gedachtnisleistung nicht dementer dlterer Probanden negativ beeinflussen
wirde. Analysen, die diesen Zusammenhang und die genauen Auswirkungen auf kognitive
Defizite oder eine moglicherweise schnellere Entwicklung einer AD untersuchen, sind noch
ausstehend. Franzmeier et al. (2019) diskutierten ebenfalls dartiber, ob die BIN1-Proteine als
potenzielles therapeutisches Ziel zur Reduzierung der Tau-Ablagerungen in Betracht zu ziehen
sind (Franzmeier et al. 2019). Dies unterstreicht die zentrale Bedeutung des Verstdndnisses der
wechselwirkenden Mechanismen. Ein moéglicher Ansatz, um diesen Mechanismus herzuleiten
sei laut Franzmeiner et al. (2019), dass BIN1 Uber seine SH3-Domane Tau binden kénne und auf
diese Weise moglicherweise an der NFT-Pathologie beteiligt ist. Andere Theorien der Autoren
besagen, dass auch die Interaktion mit Clathrin, welches sich auf die Endozytose auswirkt und

verschiedene Zusammensetzungen der BINI-Isoformen im Gehirn Auswirkungen auf die

51



Diskussion

Ablagerungen haben kénnten. Zusatzlich zu den Untersuchungen beziiglich der Tau-Pathologie,
welche unter strengen Qualitatskriterien durchgefiihrt wurden, zeigte sich hier keine
Assoziation zwischen dem besagten SNP und der Amyloid-Pathologie (Franzmeier et al. 2019).
Calafate et al. (2016) beschreiben den Zusammenhang zwischen der reduzierten neuronalen
Isoform des BIN1-Gens in von AD betroffenen Gehirnen mit der Ausbreitung der Tau-Pathologie.
Die Autoren sahen die Moglichkeit, dass eine vermehrte Endozytose zu einer erhéhten Tau-
Ablagerung fiihrte. Hierzu stellten sie die Theorie auf, dass dies nicht nur mit einem
verminderten BIN1-Spiegel assoziiert ist, sondern BIN1 auch die Endozytoserate erhéhen und
auf die Tau-Pathologie wirken kénnte (Calafate et al. 2016). Andere Autoren unterstitzten den
Ansatz, dass BIN1 (ber die Tau-Pathologie und Endozytosemechanismen an der AD-
Pathogenese beteiligt zu sein scheint ebenfalls und werten diese Interaktionen gleichermalien
als mogliches therapeutische Ziel (Tan et al. 2013). Malki et al. (2017) untersuchten diesen
Ausgangspunkt mit Hilfe einer Kernspinresonanzspektroskopie genauer: Es stellte sich heraus,
dass die SH3-Dmane der neuronalen Isoform 1 im Gegensatz zu der SH3-Domdane der
ubiquitdaren Form des BINI-Gens intramolekulare Wechselwirkungen eingehen kann und so mit
der Clathrin- und AP-2-Bindungsdomane von Isoform 1 konkurrierte. Beide SH3-Domanen
kénnten mit Tau-Proteinen interagieren. Dabei ist zu erwdhnen, dass die Affinitdt zu Tau héher
als zur intramolekularen Bindung war. Die Autoren untersuchten dies durch die
zweidimensionale Kernspinresonanzspektroskopie, in der unter anderem aufgezeigt werden
konnte, dass bei einer dquimolaren Konzentration an Tau die intramolekulare Bindung gelost
wird und stattdessen eine Bindung zwischen Tau und der SH3-Domane eingegangen wird. Durch
die Konkurrenz um dieselbe Bindungsstelle, was auch impliziert, dass keine gleichzeigte
Wechselwirkung vorliegen kann, wird die Komplexitdt des biochemischen Mechanismus
zwischen BIN1 und Tau weiter verdeutlicht und die Relevanz, die verschiedenen Isoformen zu
untersuchen, hervorgehoben (Malki et al. 2017). In umfangreichen Analysen von Voskobiynyk
et al. (2020) an neuronalen Zellkulturen zeigte sich bei einer erhdhten Expression der
neuronalen BIN1-Isoform eine Tau-abhangige verstarkte neuronale Aktivitat. Es lieB sich eine
Ubererregbarkeit der Neurone, eine erhéhte Frequenz bei der synaptischen Ubertragung und
ein erhohter Calciumstrom durch die Zellmembran messen. Die vermehrte neuronale Aktivitat
wurde von den Autoren auf eine Interaktion zwischen BIN1 und spannungsabhangigen
Calciumkanélen zuriickgefiihrt. Ebenso vermuteten sie, dass diese Interaktion in diesem
Tiermodell durch Tau moduliert wurde, da beispielsweise bei einer Tau-Reduktion die
Interaktion zwischen BINI1 und dem Calciumkanilen und die Ubererregbarkeit der Zellen
nachlie. Sowohl BIN1 als auch die Calcium-Kanéle tragen eine SH3-Domaéne und interagieren

Uber diese Bindungsstelle vermutlich mit Tau (Voskobiynyk et al. 2020). Dieser Absatz
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verdeutlicht, dass funktionelle Studien, die insbesondere die Interaktion zwischen BIN1 und Tau
genauer untersuchen, wichtige Hinweise flr die Pathogenese der AD und mogliche

therapeutische Ziele liefern konnten.

Angesichts der frilhen neuropathologischen Ablagerungen in Neokortex und Hippocampus
kognitiv unauffalliger Gesunder diskutierten Savva et al. bereits 2009 verschiedene
Erklarungstheorien, weshalb es gleichwohl nicht zum Ausbruch der AD kommt. Mdéglicherweise
kénnen unterschiedliche Toleranzen oder bessere Kompensationsmechanismen bezlglich der
Ablagerungen bestehen. Auch koénnten sich Interaktionen mit anderen vorbestehenden
Komorbiditaten auf die Entstehung und den Verlauf der AD auswirken (Savva et al. 2009). Unter
Umstdnden waére es laut Jack et al. (2010) auch moglich, dass verschiedene Alzheimer-
Risikogene Einfluss auf die neuropathologischen Prozesse nehmen und dadurch das Ausbrechen
der Erkrankung verandern konnen. Hier sind neuroprotektive, aber ebenso auch
neurodegenerative Kaskaden vorstellbar (Jack et al. 2010). Zukinftig muss die Funktion des
BIN1-Gens und seiner Isoformen im zentralen Nervensystem genauer untersucht werden. Auch
ist es erforderlich die verschiedenen Einfliisse der SNPs des Gens auf die Isoformen sowie deren
Funktion und die grundlegenden zelluldren Prozesse, an denen BIN1 beteiligt zu sein scheint,

konkreter zu untersuchen.

Beziiglich der Biomarker Diagnostik der LOAD gehen Knol et al. (2018) davon aus, dass
Kognitionswerte, welche im Querschnitt aus mehreren Testungen fir Leistung in kognitiven
Domanen erhoben wurden, nur eingeschrankt als Biomarker in Bezug auf neurodegenerative
Erkrankungen genutzt werden kénnen (Knol et al. 2018). Andere Forschungsgruppen nutzen
verschiedene andere Ansétze in dieser Exploration. Zhang et al. (2015) spekulieren darauf, dass
BIN1-Genvarianten durch ihre Assoziation mit der LOAD und den beteiligten neuronalen
Mechanismen moglicherweise dazu beitragen kénnen, Biomarker zu identifizieren und neue
therapeutische Ziele zu entwickeln (Zhang et al. 2015). In einer Studie von Antonell et al. (2016)
wurde das Blut von drei Kohorten auf Unterschiede in den verschiedenen Phasen der
Erkrankung und mogliche Biomarker der AD untersucht. Dabei wurden gesunde Probanden,
Menschen mit praklinischer AD (in deren Gehirn bereits neuropathologische Veranderungen
bestanden) und Menschen mit AD verglichen. Analysiert wurde die Vollblutexpression
bestimmter Gene, welche mit dem Calciumsignalweg, Altern, Autophagie, Mitochondrien und
oxidativem Stress vergesellschaftet sind. In diesem Rahmen wurde unter anderem auch das
BIN1-Gen untersucht. Signifikante Unterschiede zwischen den relativ kleinen Gruppen
(Kontrollen n = 47, préklinische AD n = 11, Patienten mit AD n = 42) bestanden fir die Expression

des BIN1-Gens nicht. Anders war dies fiir die Expressionen anderer Gene. Diese Gene zeigten
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Assoziation mit dem Calciumsignalweg, Alterungsprozessen und Autophagie (Antonell et al.
2016). Einige Jahre vor dieser Studie zeigte sich bei Sun et al. (2013) vor allem fir die BIN1-
Proteinexpression im Plasma ein signifikanter Unterschied zwischen AD-Patienten und
gesunden Probanden. Bei den AD-Patienten bestand ebenfalls eine deutliche negative
Korrelation zwischen der BINI-Expression im Plasma und den Ergebnissen im durchgefiihrten
MMST, was bedeutet, dass, je hoher die BINI-Expression im Plasma war, desto schlechter
schnitten die Patienten im MMST ab. Die Autoren gehen bei der Exploration der BINI Expression
im Plasma als Biomarker einer AD von einer Sensitivitdt von 0,73 und einer Spezifitdt von 0,75
aus (Sun et al. 2013). Auch aktuellere Studien bestatigen eine Assoziation zwischen einer
erhohten Expression des BINI-Gens im Blut mit einigen Risikovarianten des BINI-Gens

(rs744373, rs4663105, rs6733839, rs7561528) (Tan et al. 2021).

Um die Relevanz des Einflusses der AD-spezifischen Pathologien auch auf die Kognition von
gesunden Probanden zu unterstreichen, ist eine Meta-Analyse von Duke Han et al. (2017) zu
erwdhnen. Hier wurde deutlich, dass zwischen Menschen mit und ohne Amyloid-Ablagerungen
signifikante Unterschiede in der globalen kognitiven Funktion, der
Verarbeitungsgeschwindigkeit und den exekutiven Funktionen bestehen. Weitergehend zeigte
sich, dass bei dem zusatzlichen Vorliegen von Tau-Pathologien oder Neurodegeneration bei
kognitiv gesunden Probanden eine schlechtere Gedachtnisleistung zu beobachten war. Es schien
als kdnnten im praklinischen Stadium einer AD neuropsychologische Testungen genutzt werden,
um Rickschlisse auf die Belastung des Gehirns zu ziehen. Dies kénnte moglich sein, bevor
neuropathologische Verdanderungen Giberhaupt mittels Liquordiagnostik nachweisbar sind. Trotz
einiger Limitationen dieser Studie koénnten kognitive Testungen dementsprechend in der
Funktion einer friithen und nicht invasiven Diagnostik eine wichtige Rolle spielen (Duke Han et
al. 2017). Noch sind allerdings keine Normierungen fiir dieses Phdnomen bekannt. Auch stellt
sich die Frage, ob die Detektion dieser kognitiven Unterschiede als Merkmal der praklinischen

AD oder als kognitiver Phanotyp zu verstehen ist.

BIN1 und andere neuropsychiatrische Erkrankungen

Zwischen der AD und dem Morbus Parkinson, insbesondere der kognitiven Beeintrachtigung der
Erkrankungen, bestehen einige Parallelen. Dies fiihrt zu einem gesteigerten Interesse daran,
auch in der Parkinson-Erkrankung die kognitiven Beeintrachtigungen und mogliche genetische
Risikovarianten genauer zu untersuchen, um gegebenenfalls bei der AD die biologischen
Mechanismen hinter den kognitiven EinbuBen besser verstehen zu kénnen. In einer Studie von

Wang et al. (2016) fassten die Autoren zusammen, dass es sich bei beiden Erkrankungen um
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haufige neurodegenerative Erkrankungen bei dlteren Menschen handelt und dass diese ahnliche
Risikofaktoren wie das Alter und bestimmte Umwelteinfllisse teilen (Campdelacreu 2014). Wang
et al. (2016) vermuteten, dass beide Erkrankungen ebenso genetische Einflisse teilen kbnnten
(Wang et al. 2016). Daher untersuchten sie die Assoziation einiger Alzheimer-Kandidatengene
mit der Parkinson-Krankheit. Zwischen dem fiir das BIN1-Gen untersuchten SNP rs744373, sowie
allen anderen untersuchten SNPs der Alzheimer-Gene, bestanden keine signifikanten
Zusammenhange in der untersuchten chinesischen Stichprobe (M. Parkinson Patienten n =442,
gesunde Kontrollen n = 454). Von diesen M. Parkinson Patienten wurden 265 Studienteilnehmer
durch neuropsychologische Testverfahren in drei Gruppen eingeteilt: 91 (34,4 %) kognitive
durchschnittliche Probanden, bei 75 (28,3 %) Probanden wurde ein MCI diagnostiziert und 99
(37,4 %) litten an einer Demenz bei M. Parkinson. Es bedarf laut der Autoren aufgrund der
kleinen Stichprobe weitere Studien, um die Zusammenhdnge zwischen den beiden
Erkrankungen zu untersuchen (Wang et al. 2016). Eine Assoziationsstudie reicht nicht aus, um
einen Zusammenhang auszuschlielen. Insbesondere fehlen auch hier funktionelle Studien, um
einen Einfluss des BIN1-Gens und biologische Mechanismen der Pathogenese der kognitiven

Beeintrachtigung zu untersuchen.

Bezlglich eines Mild behavioral impairment (MBI), welches das Auftreten von
neuropsychiatrischen Symptomen (vor allem in den Bereichen Verhalten und Personlichkeit) im
hoheren Lebensalter beschreibt (Ismail et al. 2015), wurden in einer Studie von Andrews et al.
(2018) Assoziationen mit dem besagten SNP des BINI-Gens (rs744373) und anderen Alzheimer-
Risikogenen gefunden (Andrews et al. 2018). Bei mit diesem SNP assoziierten Symptomen
handelte es sich in der Studie von Andrew et al. (2018) um abnormale Wahrnehmungs- und
Denkinhalte. Die Studie wurde in einer Kohorte bestehend aus 1664 Probanden, welche anhand
ihrer kognitiven Leistung (kognitiv unauffallige Probanden, kognitive unauffallige Probanden mit
Risiko fiir ein MCI, MCI-Patienten und AD-Patienten) eingeteilt wurden, durchgefiihrt. An
Demenz erkrankte Probanden wurden ausgeschlossen, sodass 1226 Probanden in die Studie
eingeschlossen und hinsichtlich des Vorkommens von einem MBI untersucht wurden (Andrews
et al. 2018). Das MBI gilt als potenzielle Vorstufe einer Demenz beziehungsweise grundsatzlich
fiir kognitive Einschrankungen (Andrews et al. 2018; Ruthirakuhan et al. 2022). Im Gegensatz
dazu stehen Studien, die den Zusammenhang des SNPs mit dem Mild cognitive impairment
(MCI) untersuchten. Hier fanden sich zwischen dem genannten SNP des BIN1-Gens und der
Krankheitsprogression von einem MCI zu einer AD keine Assoziation (Hu et al. 2011a). Eine
Assoziation zwischen dem Polymorphismus rs744373 des BIN1-Gens und einem MCI konnte in

einer Studie mit einer sehr kleinen StichprobengréRe (MCl-Patienten n = 43, Kontrollen n = 125)
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ebenfalls nicht bestéatigt werden (Zou et al. 2019). Demgegeniiber steht eine dritte, sehr kleine,
chinesischen Stichprobe von Chen et al. (2018) (MCl-Patienten n = 107, Kontrollen n = 150). Hier
bestand zwischen dem SNP rs744373 und einem amnestischen MCl eine Assoziation, was diesen
SNP als moglichen Risikofaktor eines amnestischen MCls identifizierte (Chen et al. 2018). Da das
MCI als frihe Form der AD gilt, sollten groRere Studien den Zusammenhang zwischen den
genetischen Varianten und deren Einfluss auf das MCl genauer untersuchen. Durch funktionelle
Studien konnten Rickschliisse auf potenzielle Pathologien der prodromalen Veranderungen und
Krankheitsmechanismen im Ubergang der Stadien gezogen und gegebenenfalls schon im
asymptomatischem Stadium oder im Stadium des MCI diagnostische und therapeutische

Interventionen durchgefiuhrt werden (Petersen et al. 2009).

In einem italienischen Screening von Ferrari et al. (2015) zur Identifikation neuer Risikofaktoren
fiir das Krankheitsbild der frontotemporalen Demenz zeigten sich fiir den SNP rs744373 keine
signifikanten Korrelationen. Fir diese Studie sind Replikation allerdings noch notwendig (Ferrari
et al. 2015). In einer weiteren Studie von Bungenberg et al. (2016) mit an
Temporallappenepilepsie erkrankten Patienten wurde das Risikoallel (C) des SNPs rs744373,
welcher sich upstream des BIN1-Gens befindet, mit einer eingeschrankten Gedachtnisleistung
in Verbindung gebracht. Es zeigte sich im Vergleich zum T-Allel zudem eine erhohte
Genexpression (Bungenberg et al. 2016). Diese Forschungsgruppe fand heraus, dass ein
spezifischer Transkriptionsrepressor mit geringerer Affinitat an das C-Allel des SNPs bindet und
so die Promotorregion des BINI1-Gens beeinflussen kdnnte. Trotz vielversprechender
Kovarianzen-Analyse miissen diese Forschungsergebnisse noch weiter repliziert und untersucht
werden, um die pathologischen Mechanismen dahinter besser zu verstehen, die Erkenntnisse
gegebenenfalls auch auf die Pathologie der AD anzuwenden und im gegebenen Fall
therapeutische Optionen aus diesen Erkenntnissen zu gewinnen (Bungenberg et al. 2016). Die
Temporallappenepilepsie mit der AD zu vergleichen ist dahingehend spannend, da auch diese
mit einer reduzierten Gedachtnisleistung und einer Schadigung des Hippocampus assoziiert ist.
Die Autoren diskutieren die erhohte Genexpression als moglichen Mechanismus zur
Kompensation der verringerten Gedachtnisfunktion, anstatt dies geradewegs als

pathologischen Effekt zu werten (Bungenberg et al. 2016).

Diese Studienergebnisse stimmen in gewisser Weise mit den Ergebnissen von Chapuis et al.
(2013) Uberein, die bereits frih die Interaktion mit der Tau-Pathologie belegten. In
umfangreichen Analysen wurde der SNP rs59335482, welcher sich mit dem SNP rs744373 in
einem LD befindet und mit einem erhdohten AD-Risiko assoziiert ist, mit der BINI mRNA-

Expression assoziiert. Diese Untersuchungen bekraftigen die These, dass einige SNPs die BIN1-
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Genexpression und moglicherweise auch dariiber das AD-Risiko beeinflussen kénnten (Chapuis
et al. 2013). Der SNP rs12989701, der sich in dieser Dissertation mit dem SNP rs744373 in einem
LD befindet, wurde von Hu et al. (2011b) aufgrund seiner Lokalisation in einer konservierten
Region upstream des BIN1-Gens ebenfalls schon in friiheren Analysen mit der Genregulation in
Verbindung gebracht (Hu et al. 2011b). In der vorliegenden Dissertation wiesen mehrere SNPs,
die sich in einem LD mit dem SNP rs744373 befinden und auch in der besagten Genregion liegen,

nominal signifikante Assoziationen mit der kognitiven Leistung auf.

5.3 Methodenkritik

Die beiden Stichproben dieser Dissertation wurden in einem mehrstufigen Prozess sorgfiltig
rekrutiert. Mehrmals wurde geprift, ob die teilnehmenden Probanden sowie
Familienangehorige gesund waren und ob sie unter neuropsychiatrischen Erkrankungen litten.
Dazu wurde ein standardisiertes Anamnese- und Erhebungsprinzip mit einheitlichen Ablaufen
angewandt. Die Ausschlusskriterien, wie neurologische, hirnorganische und psychiatrische
Erkrankungen, auch bei Verwandten dritten Grades, die Einnahme von relevanten
Medikamenten und fehlende deutsche Abstammung, wurden explizit Gberprift und durch die

durchgefihrten standardisierten Tests und Methoden sorgfiltig angewandt.

Da in dieser Screeningstichprobe nicht nur junge Probanden, sondern Probanden bis zu 75
Jahren und einem Altersmittelwert von 48,47 Jahren untersucht wurden, ware es moglich, dass
dltere Probanden bereits AD-Pathologien entwickelten. Bei der Replikationsstichprobe waren
die Probanden im Schnitt noch einmal deutlich alter, es zeigte sich ein Altersmittelwert von
68,27 Jahren. Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass AD-Pathologien in der Screening-
und in der Replikationsstichprobe miterfasst wurden. Durch Biomarker oder longitudinale

Untersuchungen konnten diese gezielt miterfasst werden.

Die Geschlechtsverteilung in der Screeningstichprobe war ausgeglichen. In der
Replikationsstichprobe zeigte sich die Geschlechtsverteilung weniger ausgeglichen (Anteil der

Frauen bei 59 %).

In der Screeningstichprobe ist eine ungleiche Verteilung zwischen niedrigem, mittlerem und
hohem Bildungsgrad bei den Teilnehmern anzumerken. Teilnehmer der Screeningstichprobe
wiesen durchschnittlich einen hoheren Bildungsgrad (47 %) auf. In der Replikationsstichprobe
zeigte sich ebenfalls eine ungleiche Verteilung. Hier machten Teilnehmer mit einem mittleren
Bildungsgrad den groRRten Anteil aus (49 %). Nur 7 % wiesen in der Replikationsstichprobe einen

niedrigen Bildungsgrad auf.
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Alter, Geschlecht und Bildungsgrad wurden in beiden Stichproben dieser Dissertation als
Kovariablen innerhalb der Regressionsanalyse mit einbezogen. Auf diese Weise konnten die

Unterschiede innerhalb der Stichproben bericksichtigt werden.

Die ethnische Abstammung der Population wurde ebenfalls erhoben und auf
populationsgenetische Stratifikationseffekte untersucht. Es wurde zum einen nach der
Abstammung gefragt, zudem wurde aber auch anhand der Genotypdaten auf einem groReren
Sample auf Populationsstratifikation untersucht. Bei dieser Dissertation kann von einer

ethnischen Einheitlichkeit in Bezug auf die kaukasische Abstammung ausgegangen werden.

Hinsichtlich des Studiendesigns ist zu betonen, dass es sich um ein exploratives Vorgehen
handelte und so in Zukunft Studien mit umfangreicheren StichprobengrofRen notwendig sind,

um auch kleinere EffektgréRen zu bestatigen und nachzuweisen.

Samtliche neuropsychiatrische Testungen und Untersuchungen wurden durch geschulte
Mitarbeiter der Studienzentren in standardisierten Verfahren durchgefiihrt. Es gilt aber zu
bedenken, dass die Leistung in kognitiven Testungen auch von der Motivation und
Konzentration der Studienprobanden abhangt. Sowohl der TMT A und B, als auch der ZVT
verfligen in der Literatur Gber gute Testglitekriterien: Retest-Reliabilitat (TMT A: r=0,76 — 0,89,
TMT B: r=0,67 — 0,94, ZVT: r =0,97), Validitat sowie vor allem die Objektivitat hinsichtlich der
Durchfiihrung und Auswertung waren gegeben (Wagner et al. 2011; Salthouse 2011; Oswald
und Roth 1987). Anzumerken ist dennoch, dass ZVT und TMT A, welche beide die
Verarbeitungsgeschwindigkeit der Studienteilnehmer messen sollten, bei keinem SNP
Uberlappende Assoziationen aufwiesen. Dies kdnnte auf die Unterschiede zwischen den beiden
Tests zuriickzufihren sein. Wahrend der ZVT 4 Durchgange mit 90 Zahlen beinhaltet, missen im
TMT A nur 25 Zahlen verbunden werden. Es liegt nah, dass sich beispielsweise beim ZVT mehr
konzentriert werden muss. Aufmerksamkeit, Konzentration und auch die Fahigkeiten des

visuellen Suchens und Erkennens beeinflussen die Testergebnisse beider Tests unterschiedlich.

Alle SNPs, die in der Auswertung bericksichtigt wurden, befanden sich im Hardy-Weinberg-
Equilibrium. Bezlglich dessen besteht auch unter idealen Studienbedingungen bei einer

Genotypisierung eine Fehlerrate von ungefahr 1 - 3 % (Hattersley und McCarthy 2005).

Um zu untersuchen, ob die Allelfrequenz der Screeningstichprobe der europdischen entspricht
und somit die europdische Gesellschaft anndherungsweise reprasentieren kann, wurde sie in
Tabelle 14 mit den européischen Daten des 1000Genomes Projects und der genomAD (genome

aggregation database) verglichen. Bei der genomAD handelt es sich um einen internationalen
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Zusammenschluss von Forschungsgruppen, die umfangreiche Genomsequenzierungen
durchfiihren und o6ffentlich zuganglich machen (Karczewski et al. 2019). Das 1000Genomes
Project verfolgt ein dhnliches Ziel wie die Initiatoren der genomAD. Es wurden Sequenzierungen
des gesamten menschlichen Genoms beim 1000Genomes Project an 2504 Probanden und bei
der genomAD an 141456 Probanden vorgenommen. Dadurch wurde es moglich, die weltweite
Verteilung genetischer Varianten untersuchen zu kénnen und deren Auswirkungen zu studieren.
Die Daten sind gleichsam der Offentlichkeit zugdnglich (Auton et al. 2015). Bei der Erstellung
beider Datenbanken wurden strenge Qualitatskriterien eingehalten. Die Imputation des
Datensatzes dieser Dissertation wurde mithilfe des 1000Genomes Referenzpanels (Phase 1,
Version 3) durchgefiihrt. Wie in Tabelle 14 abgebildet, zeigten sich weitgehende
Ubereinstimmungen der Allelfrequenzen der beiden Datenbanken (1000Genomes Project,
genomAD) mit denen der Referenzallele der Index-SNPs der Screeningstichprobe. Beispielsweise
bestehen bei SNP rs148399066 nur geringe Differenzen (0,18 % zum 1000Genomes Project,
0,33% zur genomAD) zwischen den Frequenzen der Daten, was die Qualitdt der

Genotypisierung dieser Arbeit bekraftigt.
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Tabelle 14: Vergleich der Allelfrequenzen

Index-SNP Al FRQ FRQ FRQ

1000G project genomAD

Europe European
rs68164523 A 0,150 0,169 0,172
rs148399066 C 0,986 0,988 0,990
rs142568045 C 0,031 0,051 0,034
rs113401490 T 0,071 0,081 0,077
rs185245908 T 0,959 0,962 0,961
rs149761241 A 0,024 0,037 0,025
rs111954920 T 0,989 0,990 0,981
rs11680911 A 0,674 0,683 0,666

Abkilrzungen: Al: Referenzallel, FRQ: Allelfrequenz, 1000G: 1000Genomes, genomAD: genome
aggregation datebase

Weiterhin lasst sich kritisieren, dass durch das willkirlich festgesetzte Signifikanzniveau von
p <0,05 potenziell relevante SNPs keine signifikanten Ergebnisse erzielten, obwohl
Assoziationen mit den Leistungen in den kognitiven Testungen bestanden. So ergeben sich

potentielle falsch-negative Ergebnisse.

Auf eine Korrektur fir multiples Testen wurde hier zugunsten der Durchflihrung eines
Replikationsversuchs in einer unabhangigen Stichprobe verzichtet. Die Verwendung einer
Bonferroni-Korrektur ist, da einerseits die verschiedenen angewandten kognitiven Testungen
miteinander korrelieren (Corrigan und Hinkeldey 1987) und andererseits auch die
Genotypverteilung der SNPs aufgrund des LD abhangig voneinander sind, haufig zu konservativ
fiir diese Art von Studie. Werden nur die 26 Index-SNPs in der Screeningstichprobe betrachtet,
die per Definition mit r*< 1 als unabhingig voneinander gelten kénnen, kann eine Bonferroni-
Korrektur zumindest fiir die Anzahl der SNPs als sinnvoll erachtet werden. Hier blieben 2 SNPs
noch nahezu signifikant. Aufgrund der Korrelation zwischen den Tests (Corrigan und Hinkeldey
1987) wurden diese in dieser Rechnung nicht mit einberechnet. Dieses Verfahren wirde die
Wahrscheinlichkeit fiir falsch-negative Ergebnisse erh6hen, was im Rahmen dieser explorativen
Studie nicht zielfihrend ware. Alternativ konnten die Holm-Bonferroni-Korrektur oder die
Benjamini-Hochberg-Prozedur angewendet werden, welche ein weniger konservatives

Alphaniveau verfolgen und mit weniger strikten Fehlerkriterien arbeiten (Victor et al. 2010). In

60



Diskussion

der hier vorliegenden Dissertation wurde stattdessen, um die Ergebnisse der
Screeningstichprobe zu replizieren eine Replikationsstichprobe eingebunden. Die Proxy-SNPs
der Replikationsstichprobe wiesen dabei eine hohe Abhangigkeit zu den Index-SNPs der
Screeningstichprobe auf (4 von 6 SNPs Dprime = 1). So wurde eine gute Vergleichbarkeit der
Stichproben untereinander erméglicht, da auf Basis des hohen LDs vom Vorliegen der Allele des

Proxy-SNPs auf die des Screening-SNPs geschlossen werden kann.

Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine Kandidatengenstudie. Weitere
Replikationsstudien sind notig um die untersuchten Assoziationen zu bestdtigen und weitere
Assoziation zu finden. Auch bleibt der genaue Zusammenhang zwischen der Funktion des Gens
und den kognitiven Fahigkeiten unklar, sodass noch umfangreiche molekularbiologische

Untersuchungen notwendig sind, um die kausalen Zusammenhéange nachvollziehen zu kénnen.

5.4 Ausblick

Die aktuelle Studienlage reicht nicht aus, um die pathologischen Prozesse, die hinter dem
Riickgang der kognitiven Leistung oder gar einer Alzheimer-Demenz im Alter stehen,
ausreichend erkldaren zu kdnnen. Mittlerweile sind zwar viele Zusammenhange zwischen
umweltbedingten und genetischen Risikofaktoren mit unterschiedlichen Alzheimer-Pathologien
und Defiziten in verschiedenen kognitiven Bereichen bekannt, jedoch kdnnen bisher (iber die
bedingenden Mechanismen derer bisher keine ausreichenden Erklarungen getroffen werden.
Gerade bei der LOAD, die durch die alternde Bevélkerung in den nachsten Jahren noch mehr an
Bedeutung gewinnen wird, ist es wichtig, grundlegende Erkrankungsmechanismen besser zu
verstehen, um vor allem auch effizientere Therapiemethoden und spezifische Diagnostik
entwickeln zu kdnnen. BIN1 scheint durch seine vielfaltigen Wechselwirkungen ein mogliches
Ziel sein zu konnen. Es bestehen neue Therapieansdtze, die auf verschiedenen Ebenen der
Alzheimer-Entwicklung, des -Verlaufes oder der -Symptomatik eingreifen (Boche und Nicoll
2020). Beachtet werden sollte in Bezug auf BIN1 die Interaktion mit der Tau-Pathologie. Nicht
zu vernachlassigen sind ebenfalls die immunregulatorischen Effekte auf IDO1, die Beteiligung
bei Apoptose und Endozytose, die Beeinflussung des Calcium-Stoffwechsels und moglicherweise
eine Reduktion der AB-Ablagerungen (Tan et al. 2013). Die BINI-Proteine kdnnten ebenfalls
Zielpunkte fir neue AD-Arzneimittel sein. Gleichsam vielversprechende Ziele sind
Veranderungen in der Immunreaktion und in der Reduktion der Neuroinflammation (Zhang et
al. 2016). Aussichtsreich kdnnten im weiteren Verlauf die Analysen der BIN1-Generegulation
und —Genexpression mit besonderem Fokus auf den upstream liegenden Risikovarianten sein,
welche in den vorherigen Kapiteln beschrieben wurden und sowohl mit der LOAD als auch in

unter anderem dieser Arbeit mit der kognitiven Domanen Assoziationen vorwiesen.
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In der letzten Zeit verfolgen immer mehr Forschungsgruppen auch einen Therapieansatz liber
epigenetische Genregulationen. Da es sich bei der AD um eine multifaktorielle Erkrankung
handelt, ware eine Therapiestrategie sinnvoll, die gleichzeitig mehrere Zielpunkte in der AD
Pathogenese beeinflussen kann. Volmar et al. (2017) verfolgten dabei den Ansatz (iber den
niedermolekularen Histon-Deacetylase-Inhibitor M344 gleich mehrere AD-Pathologien zu
beeinflussen, darunter die Tau-Phosphorylierung, die AB-Pathogenese und die APOEe4-
Genexpression. Ebenso wird die Expression einiger Alzheimer-Risikogene verandert reguliert,
unter anderem auch die des BIN1-Gens. Im Mausmodell zeigte sich durch die Beteiligung von
M344 ein verringerter kognitiver Abfall (Volmar et al. 2017). Auch in der Pathologie
verschiedener Krebserkrankung wurde ein Zusammenhang mit der epigenetischen
Methylierung des CpG-Bereichs in der Genpromoterregion des BINI-Gens diskutiert
(Kuznetsova et al. 2007; Tan et al. 2013). Die untersuchten Ansatze kdnnten in der nachsten Zeit
weitere entscheidende Fortschritte in Richtung einer moglichen Therapievariante der AD
erzielen. Es miissen sowohl praventive, den Progress verlangsamende oder moglicherweise

auch heilbare Verfahren bedacht und erforscht werden.

Bezlglich der Frage, ob die Assoziationen der BINI-Genverianten auf die Beeinflussung eines
kognitiven Phanotyps oder durch einen Einfluss auf eine prodromale AD hervorgerufen werden,
kann noch keine finale Aussage getroffen werden. Beachtet werden muss in diesem
Zusammenhang auch, dass pathologische, mit AD und kognitiver Leistungsminderung
assoziierte, Prozesse schon Jahre vor der Manifestation einer AD im Gehirn nachgewiesen
werden kdnnen. Es sollte beriicksichtigt werden, dass Biomarker in der prasymptomatischen
Krankheitsphase von groBer Wichtigkeit fiir therapeutische Interventionsmaoglichkeiten sind,
um moglicherweise schon friihzeitig neurodegenerative Prozesse beeinflussen zu kdnnen
(Preische et al. 2019b). Ebenso wie bei der Arzneimittelforschung, ist es wichtig, die Prozesse
der AD besser zu verstehen, um maogliche Biomarker Gberhaupt in Betracht ziehen zu kénnen,
in weiteren Studien zu untersuchen und zu bestatigen. Demnach sind nun vor allem funktionelle
Studien notig, um die Zusammenhange zwischen der durch die Meta-Analysen und GWAS
gewonnene, umfangreiche Datenmenge und der AD-Atiologie sowie der Pathogenese des
kognitiven Rickgangs erkldren zu kénnen. Dahingehend ist zu erwdhnen, dass umfangreichere
Follow-up Studien, die eine groRe Anzahl an Probanden enthalten, welche lber einen langeren
Zeitraum untersucht werden, nétig sind, um die Interaktionen zwischen dem BIN1-Gen und
kognitivem Leistungsabfall besser verstehen zu kénnen. Ein longitudinales Vorgehen ist auch in
Hinblick auf die Untersuchung der bisher bekannten AD-typischen Ablagerungen und der

neueren, assoziierten molekularen sowie zellularen Mechanismen wichtig, um eine prazisiere
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Frihdiagnostik und Therapie in Zukunft gewahrleisten zu kénnen. Es ware denkbar, eine
Kombination aus genetischen, neuropsychologischen und bildgebenden Verfahren zu nutzten,
um asymptomatische Menschen vor der Manifestation einer LOAD zu identifizieren (Wishart et
al. 2006; Zhang et al. 2015). Wichtig ist, dass mogliche biochemische Biomarker vor allem
hinsichtlich ihrer Validitat genau tGberprift werden, um sicher zu stellen, dass die Korrelation
mit der Diagnose einer AD besteht. Diese explizierte Erwahnung ist begriindet durch die oben
beschriebene Diskrepanz zwischen im Gehirn von gesunden Menschen befindlichen
neurodegenerativen Ablagerungen und dem Auftreten von kognitiven Einschrankungen wie sie
bei einer AD vorkommen in Abgrenzung zu einem kognitiven Phdanotyp ohne Ausbruch einer AD.
Gegebenenfalls missen neuropsychologische Testungen zu Rate und zur Unterstiitzung
herangezogen werden. Inwieweit eine frihere Diagnostik noch vor dem Ausbruch von AD-
Symptomen zielfihrend ist, hdngt zum Beispiel von bisher nicht ausreichenden Praventions- und
TherapiemaBnahmen ab, was wiederrum den hohen Stellenwert der funktionellen Studien

unterstreicht.
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