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Abkürzungsverzeichnis 

ACC = anteriorer cingulärer Cortex 

AD = Alzheimer Erkrankung 

aMCC = anteriorer mittlerer cingulärer Cortex 

APOE = Apolipoprotein E 

APP = Apolipoprotein precursor  

CT = Cortical thickness = Hirnrindendicke 

CWP = Cluster wise probability 

EOAD = (early-onset) Alzheimer Erkrankung im Lebensalter < 50 Jahre 

GRS = Genetischer Risikoscore 

GWAS = genomweite Assoziationsstudie  

IFS = inferiorer frontaler Sulcus 

ITG = inferiorer temporaler Gyrus 

LD = Linkage disequilibrium 

LOAD = (Late-onset) Alzheimer Erkrankung im Lebensalter > 50 Jahre 

MAPT = microtubuli-assoziiertes Protein 

MCI = Mild Cognitive Impairment = Leichte kognitive Störung 

OR = Odds ratio 

SNP = Singulärer Nucleotid Polymorphismus 

GRStotal = Genetischer Risikoscore auf der Basis aller SNPs 
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1. Deutsche Zusammenfassung 

 

1.1 Einleitung  

Die Alterung des Gehirns geht mit einer kontinuierlichen Veränderung der neuronalen 

Strukturen sowie einer allgemeinen strukturellen Atrophie und damit einem 

Leistungsverlust einher  (Reuter-Lorenz und Lustig, 2005; Goh und Park, 2009). Diese 

Vorgänge zeigen eine hohe individuelle Variabilität. Dabei ist der Übergang in eine 

klinische Krankheitsmanifestation einer neurodegenerativen Erkrankung häufig fließend 

(Pini et al., 2016). Ein Beispiel hierfür ist die Alzheimer-Erkrankung, die in industrialisierten 

Gesellschaften mit gestiegener Lebenserwartung einen wachsenden Anteil unter den 

älteren Erwachsenen hat. Für die Untersuchung der Alterungseffekte auf die Hirnstruktur 

stellt insbesondere die Hirnrindendicke (Englisch: cortical thickness, CT) einen sensitiven 

Biomarker dar (Reuter-Lorenz und Park, 2014). Neben verschiedenen Faktoren, wie z.B. 

Umweltfaktoren wie Ausprägungen von Lebensstil, Bildung, Beruf oder 

Suchtmittelkonsum, ist ebenso der Einfluss der genetischen Faktoren im Rahmen des 

Alterungsprozesses von großer Bedeutung. Daher ordnet man die Alzheimer-Erkrankung 

den multifaktoriellen Krankheiten zu. Die Alzheimer-Erkrankung stellt bis heute eine der 

häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen des Gehirns dar (Lanzillotta et al., 2019). 

Sie ist eine heterogene Erkrankung mit zugrundeliegenden komplexen 

Pathomechanismen (Long und Holtzman, 2019). Dabei unterscheidet man die frühe 

(Early Onset Alzheimer’s Disease - EOAD) von der späten Form (Late Onset Alzheimer’s 

Disease - LOAD). Während die frühe Alzheimer-Erkrankung monogen erblich ist und 

durch hoch-penetrante Mutationen in Genen wie z.B. PSEN1, PSEN2 oder  APP entsteht 

(Campion et al., 1999), konnten bis heute die genauen Pathomechanismen der LOAD 

nicht vollständig aufgeschlüsselt werden. Unter Annahme einer multifaktoriellen Ätiologie 

kann man das Gesamtkrankheitsrisiko bei LOAD durch viele, in der Bevölkerung häufige, 

genetische Faktoren mit kleinen Einzeleffekten erklären, die teilweise untereinander, 

teilweise mit den erwähnten Umweltfaktoren in Wechselwirkungen stehen (Whalley et al., 

2006). Die bislang durchgeführten genomweiten Assoziationsstudien deuten auf eine 

polygene Architektur hin, die LOAD zugrunde liegt (Wright et al., 2003). Nach diesem 

genetischen Modell werden viele genetische Einzelvarianten (Suszeptibilitätsvarianten) 
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von den beiden Eltern auf das Kind übertragen. Die Vererbungsmuster folgen in der Regel 

nicht einem klaren Mendelschen Erbgang. Dies ist typisch für eine polygene Vererbung.  

Um den Effekt bereits identifizierter, assoziierter Varianten für LOAD auf andere 

Phänotypen untersuchen zu können, werden in letzter Zeit zunehmend genetische Risiko-

Scores untersucht (Englisch: genetic risk scores, GRS). Hierbei wird beispielsweise 

individuell ein kumulativer Score aus den bekannten Suszeptibilitätsvarianten gebildet. 

Die Effektstärke der einzelnen Varianten wird dabei durch eine Gewichtung mit 

einbezogen. Die Anwendung des GRS hat in der Alzheimerforschung mittlerweile an 

großer Bedeutung gewonnen (Chasioti et al., 2019; Hannah L. Chandler et al., 2020).   

Der bisher stärkste, in der Bevölkerung häufige genetische Risikofaktor für LOAD ist das 

APOE Gen (A. M. Saunders et al., 1993; EH Corder et al., 1993). 60 % der LOAD 

Patienten tragen wenigstens eines von möglichen zwei (Risiko-) APOE 𝑒4 Allelen (Riedel 

et al., 2016). In darauffolgend durchgeführten GWAS wurden weitere genomweit 

assoziierte SNPs für LOAD identifiziert (Rebecca Sims und Julie Williams, 2016). In 

unserer Studie habe wir SNPs mit genomweiter Signifikanz (n = 20) in einen GRS 

integriert (Guerreiro et al., 2013). Diese 20 Loci umfassen Gene, die sieben 

verschiedenen biologischen Signal- und Stoffwechselwegen zugeordnet werden können 

(Karch und Goate, 2015; Caroline Van Cauwenberghe et al., 2016). Der Cholesterol 

Signalweg enthält vier LOAD assoziierte Gene (APOE, ABCA7, CLU, SLC-24A4-RIN3). 

Dabei spielt das APOE Gen eine Rolle im Cholesterol-Transport, in der Ausbildung 

neuronaler Strukturen und in Entzündungsreaktionen. Der APP Metabolismus und der 

Cholesterol Metabolismus überlappen für drei LOAD-assoziierte Gene (APOE, ABCA7, 

CLU), der APP Signalweg beinhaltet aber drei zusätzliche LOAD assoziierte Gene 

(INPP5D, PICALM, SORL1). Der MAPT Metabolismus wird durch drei LOAD Gene 

abgebildet (BIN1, CASS4, FERMT2) und spielt eine Schlüsselrolle im Metabolismus des 

Tau Proteins. Das Tau Protein als Teil des Pathomechanismus der LOAD kann neben 

seiner Aufgabe, der Stabilisierung von axonalen Mikrotubuli, im Rahmen der LOAD noch 

mehr Funktionen übernehmen (Tong Guo et al., 2017). CASS4 und FERMT2 mit zwei 

weiteren Loci (CELF1, NME8) sind am Signalweg der axonalen und zytoskelettalen 

Entwicklung beteiligt. Dabei sind im Signalweg der Immunantwort insgesamt acht der 

LOAD Loci eingeschlossen (BIN1, CD2AP, EPHA1, MEF2C, PICALM, PTK2B, SLC24A4-
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RIN3, SORL1). Zum epigenetischen Signalweg zählt nur ein einzelner assoziierter SNP 

in einem einzelnen Gen (ZCWPW1). Da zur Berechnung eines GRS mindestens zwei 

genetische Loci vorhanden sein müssen, war die Berechnung eines GRS zu diesem 

Signalweg nicht möglich. Insgesamt sind die meisten der LOAD Gene zwei bzw. mehr als 

zwei Signalwegen zugeordnet. Es wird daher vermutet, dass spezifische Genfunktionen 

in der Pathogenese der LOAD miteinander vernetzt sind. Einige Studien haben bereits 

einen GRS in Stichproben aus bereits an LOAD Erkrankten und Gesunden zur 

Charakterisierung der Effekte der oben genannten Loci gebildet und die Assoziation zu 

verschiedenen Phänotypen, wie dem Hippocampusvolumen oder dem Test für Mild 

cognitive impairment (MCI), also einem etablierten Test zur Demenzfrüherkennung, 

getestet (M Habes et al., 2016; Lupton et al., 2016; Louwersheimer et al., 2016; Harrison 

et al., 2016).  

Die Atrophie der Hirnrinde ist aber auch Teil des allgemeinen Alterungsprozesses und  die 

Messung der Hirnrindenatrophie wird bereits als sensitiver Biomarker in die Erforschung 

des Übergangs hin zu neurodegenerativen Erkrankungen einbezogen (Winkler et al., 

2010; Mert R. Sabuncu et al., 2011; Hwang et al., 2016).  Es ist gut vorstellbar, dass 

genetische Varianten für LOAD auch einen Einfluss auf die Hirnrindendicke bei Gesunden 

bzw. bei normalen Hirnalterungsprozessen haben. Hinweise auf eine Assoziation 

zwischen erhöhtem genetischen Risiko für LOAD und reduzierter Hirnrindendicke bei 

gesunden älteren Probanden sowie reduziertem Hippocampus-Volumen bei gesunden, 

jungen Probanden wurden auch bereits berichtet (Sabuncu et al., 2012; Foley et al., 

2017).  

In unserer Studie wollten wir diesen Aspekt weiterverfolgen und eine differenziertere 

Analyse durchführen. Hierzu haben wir Stoffwechselweg-spezifische GRS gebildet und 

deren Einfluss auf Atrophiemuster in der Großhirnrinde bei älteren Erwachsenen aus einer 

bevölkerungsbasierten Stichprobe (1000 Gehirne-Studie) untersucht. Im Folgenden 

werden das Design und die Ergebnisse im Detail vorgestellt und anschließend diskutiert. 
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1.2 Material und Methoden 

Probandenauswahl 

Die untersuchte Stichprobe bestand aus älteren Erwachsenen (mittleres Alter: 67,3 Jahre, 

Tabelle 2) aus der Allgemeinbevölkerung. Die Probanden stellen eine Sub-Gruppe der 

populationsbasierten Heinz-Nixdorf Recall Studie dar (Schmermund et al., 2002), für die 

4200 Personen randomisiert aus den Daten der Einwohnermeldeämter der Ruhrgebiets-

Städte Essen, Bochum und Mühlheim ausgewählt wurden. Bei der Sub-Gruppe (zum 

Zeitpunkt der Durchführung dieser Arbeit n = 558), der „1000 Gehirne-Studie“ (Caspers 

et al., 2014) wurden MRT-Daten erhoben, um die Einflüsse des Alterns auf die 

interindividuelle Variabilität der Gehirnstruktur zu untersuchen. Da es sich um eine 

populationsbasierte Studie handelt, mussten n = 14 Probanden von den Analysen 

ausgeschlossen werden, z.B. aufgrund von Grunderkrankungen (n = 2 Apoplex, n = 5 

keine ausreichend qualitativen MRT Daten, n = 7 keine ausreichende Qualität der 

genetischen Daten).  

Insgesamt standen für die vorliegende Arbeit genetische und MRT-Daten von 544 

Probanden zur Verfügung und wurden in die Analysen eingeschlossen (siehe Tabelle 2). 

 

Genetische Daten 

Die genomische DNA wurde aus Lymphozyten aus venösem Blut gewonnen und 

genomweit durch Infinium-Assays (Illumina San Diego, CA, USA) mit den Microarrays 

HumanOmniExpress (n = 391), HumanOmni1-Quad (n = 115), und HumanCoreExome (n 

= 52) genotypisiert. Bei der Qualitätskontrolle der Genotypisierungsdaten wurden SNPs 

und DNA-Proben ausgeschlossen, die nicht vorab definierte Kriterien erfüllten: 

Individuelle Proben wurden ausgeschlossen, wenn eine Abweichung vom Hardy-

Weinberg-Equilibrium mit einer Signifikanz von P ≤ 1 x 10-4 vorlag; SNPs wurden 

ausgeschlossen, wenn die Genotypisierungs- Call Rate (CR) ≤ 95 % war oder die 

Frequenz des selteneren Allels (Minor Allele Frequency, MAF) ≤ 3 % war. Außerdem 

wurden individuelle Proben ausgeschlossen, wenn das selbst angegebene Geschlecht 

nicht mit der in der Genotypisierung festgestellten Anzahl von X-Chromosomen 

übereinstimmte. Um die Zahl der für die Analyse zur Verfügung stehenden SNPs zu 
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maximieren und die Zahl fehlender, individueller Genotypen zu verringern, wurden die 

Genotyp-Daten mittels IMPUTE (Version 2.3.1) auf die frei verfügbaren 1000 Genomes-

Daten imputiert (ALL macGT1 Referenz-Panel). Alle Microarray-Daten wurden getrennt 

imputiert und anschließend zusammengeführt. Eine MDS (Multidimensional Scaling) – 

Analyse der kombinierten Daten ergab keine Hinweise auf Microarray-spezifische Batch-

Effekte.  

 

SNP-Auswahl  

Die SNPs für den GRS wurden aus den Ergebnissen einer LOAD GWAS (Denise Harold 

et al., 2009; Jean-Charles Lambert et al., 2013), sowie einer LOAD-Kandidatengenstudie 

der Initiative für Neuroimaging für Alzheimer (ADNI) (Sabuncu et al., 2012) ausgewählt. 

Konkret waren es 20 voneinander unabhängige SNPs von hoher analytischer Güte 

(genomweiter Signifikanz: P < 5 x 10-8; paarweises LD: r2 < 0,8), die mit Hilfe von 

Kopplungsungleichgewichtsbeziehungen (LD) zu benachbarten SNPs dem 

nächstgelegenen Gen zugeordnet wurden. Zur Herstellung des GRS wurde zunächst aus 

allen 20 SNPs ein Gesamt-GRS (GRStotal) konstruiert. Um mögliche gleichgerichtete 

Effekte zu berücksichtigen, die sich auf biologische Zusammenhänge in der Kaskade der 

Krankheitsentstehung stützen, haben wir zusätzliche Stoffwechsel- bzw. Signalweg-

spezifische GRS entwickelt. Die Zuordnung der einzelnen Varianten zu den Signalwegen 

erfolgte nach Maßgabe der Publikationen von (Karch und Goate, 2015) und (Guerreiro et 

al., 2013), wodurch die Varianten insgesamt sieben Signalwegen zugeteilt werden 

konnten. Für den Signalweg „Epigenetics“ konnte dabei kein eigener GRS berechnet 

werden, da ihm nur ein Gen zugeteilt werden konnte. Der Epigenetics-SNP ist jedoch im 

GRStotal berücksichtigt. 

 

MRT Daten 

Hochauflösende T1-gewichtete MRT Scans wurden durch einen 3 Tesla Magnetom Tim-

Trio Scanner (Firma Siemens, Erlangen, Deutschland) unter Benutzung eines 32-Kanal-

head-coil (176 Schnitte, Schnittdicke 1 mm, Wiederholungsrate (TR) = 2250 ms, Echo 

Zeit (TE) 3,03 ms, field of view (FoV) = 256 x 256 mm, Winkel = 9°, voxel Auflösung 1 x 1 
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x 1 mm ) nach Maßgabe des MRT Protokolls der 1000 Gehirne-Studie (Caspers et al., 

2014) erstellt. 

 

Bildbearbeitung und Messung der Hirnrindendicke  

Unter Zuhilfenahme der Software: FreeSurfer (Version 5.3.0, (Dale et al., 1999; Bruce 

Fischl und Anders M. Dale, 2000)) wurden die MRT Bilder verarbeitet. Durch 

Segmentierung der weißen und grauen Substanz sowie der Liquorräume konnte die 

Kortexdicke dargestellt werden (Ashburner und Friston, 2005). Die Dateien wurden 

automatisch durch FreeSurfer verarbeitet. Im Rahmen des Vorbereitungsprozesses 

wurde der Schädelknochen aus den Bilddateien entfernt. Die Hirnrindendicke (CT) wurde 

als die kürzeste Distanz zwischen einem Vertex (Punkt) auf der rekonstruierten 

Hirnoberfläche der grauen Substanz und der rekonstruierten Oberfläche der weißen 

Substanz definiert. Schließlich wurden alle gemessenen CTs auf ein in FreeSurfer 

implementiertes Modellgehirn (fsaverage) zur Darstellung übertragen. 

Die GRS wurden für jeden einzelnen Probanden auf Basis der zuvor ausgewählten SNPs 

(Denise Harold et al., 2009; Jean-Charles Lambert et al., 2013) individuell mit gewichteten 

Allelen unter Zuhilfenahme des PLINK-Werkzeugs (Version 1.9; https://www.cog-

genomics.org/plink/1.9/score) berechnet. Ein GRS muss dabei grundsätzlich mindestens 

aus zwei SNPs bestehen. Insgesamt wurden sechs verschiedene GRS auf den von uns 

zuvor ausgewählten Grundlagen generiert:  Cholesterol Metabolismus, APP 

Metabolismus, MAPT Metabolismus, Zytoskeletale/axonale Entwicklung, Immunantwort, 

Endozytose und der bereits erwähnte GRStotal. Um die Stärke des Effektes von APOE zu 

adressieren, wurden zusätzlich sowohl APOE-Einzelanalysen als auch für APOE 

korrigierte Analysen durchgeführt. Eine Übersicht ist in Abbildung 1 dargestellt.  

 

Korrelationsanalysen von Risikoscores und Kortexdicke 

Zur Berechnung der CT in der populationsbasierten Stichprobe wurde unsere Analyse für 

verschiedene Störfaktoren korrigiert, damit die genetischen Effekte der GRS auf die 

Hirnrindendicke von diesen unbeeinflusst dargestellt werden konnten. So ist bekannt, 

https://www.cog-genomics.org/plink/1.9/score
https://www.cog-genomics.org/plink/1.9/score
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dass unter anderem Alter und Geschlecht einen großen Einfluss auf die Hirnstruktur 

haben (Winkler et al., 2010). Auch Probanden mit MCI, einem  Vorstadium der Demenz, 

weisen bereits unterschiedliche Hirnrindendicken im Vergleich zu gesunden Probanden 

auf (Bakkour et al., 2013). Auf dieser Grundlage erfolgte die Aufnahme von Alter, 

Geschlecht und das Ergebnis des DemTects als Kovariaten in unser lineares 

Korrelationsmodell. Die Berechnung linearer Korrelationen ist innerhalb von FreeSurfer 

mithilfe des Unterprogramms QDEC möglich. In der APOE adjustierten Analyse wurde 

ebenfalls für APOE 𝑒4 Träger korrigiert. Die jeweils obere und untere Signifikanzgrenze 

wurde auf P = 0,05 und P = 1 x 10-5 gesetzt. Anschließend wurden die P-Werte durch eine 

Monte Carlo Simulation adjustiert.  

 

Identifizierung der Kortexareale 

Für eine exakte Definition der Kortexregionen wurden die auf dem von FreeSurfer 

implementierten Gehirn-Modell (fsaverage) abgebildeten Muster auf die Regionen des 

zytoarchitektonisch-probabilistischen Julich-Brain Atlas (Katrin Amunts et al., 2020)  

vertex-weise projiziert. Die Vertex-Übertragung der einzelnen Messungen gelang unter 

der Zuhilfenahme der SPM Anatomy Toolbox (Version 2.2b by January 2016; (Eickhoff et 

al., 2005). Da noch nicht alle Regionen im Julich-Brain Atlas erschlossen sind, wurden im 

Falle einer fehlenden Überlappung makroanatomische Label zur Beschreibung der 

betroffenen Areale verwendet. 

 

1.3 Ergebnisse 

In der Analyse konnten signifikante Cluster von Vertices identifiziert werden, die durchweg 

eine negative Korrelation zwischen CT und den jeweiligen GRS aufweisen. Es zeigte sich 

also eine zunehmend geringere CT, desto höher die „genetische Last“ war (Fig.2; 

Supplementary figure S2). 

Gesamtanalyse  

Insgesamt wurden drei signifikante Ergebnisse gefunden, eins in der rechten und zwei in 

der linken Hemisphäre.  
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In der rechten Hemisphäre umschloss ein signifikanter Cluster (Englisch: Cluster wise 

probability (CWP) = 1 x 10-4) den subzentralen und den ventralen Gyrus, sowie den 

kaudalen Anteil des Operculum parietale (area OP1; (Eickhoff et al., 2006a; Eickhoff et 

al., 2006b) und den rostral gelegenen Anteil des ventralen präzentralen Sulcus am 

Übergang zum kaudalen unteren frontalen Sulcus (IFS). In der linken Hemisphäre befand 

sich einer der signifikanten Cluster (CWP = 1 x 10-4) im medialen okzipitalen Cortex um 

den Sulcus calcarinus, der den visuellen Cortex (primärer, sekundärer und dorsaler 

extrastriater Kortex) beinhaltet (Area hOc1/V1, hOc2/V2, (Amunts et al., 2000); 

hOc3d/V3d, (Milenko Kujovic et al., 2013)). Ein weiteres signifikantes Cluster in der linken 

Hemisphäre (CWP = 3,4 x 10-2) breitete sich über den posterioren Anteil des mittleren 

Gyrus temporalis, angrenzend an den lateralen okzipitalen Cortex (Area hOc5, (Malikovic 

et al., 2007)) aus und reichte bis in den superioren und inferioren Sulcus temporalis und 

den inferioren Gyrus temporalis (ITG). In der APOE-adjustierten Analyse wiesen die 

Cluster keine Signifikanz auf. Währenddessen ließen sich die Muster in der APOE 

spezifischen Analyse reproduzieren, sogar mit Erweiterungen des rechten frontalen 

Clusters in den rostralen Anteil des IFS und des linken temporalen Clusters weiter in den 

ITG. Ein zusätzliches Cluster zeigte sich im rechten medialen okzipitalen Cortex 

spiegelbildlich zum okzipitalen Cluster der linken Hemisphäre.  

 

Signalweg-spezifische Analysen 

In der Analyse des genetischen Risikoscore für den Cholesterol-Signalweg zeigte sich ein 

ähnliches Muster wie in der Gesamtanalyse, mit Änderungen im Bereich der 

kontralateralen Seiten der jeweiligen Cluster, so dass ein nahezu symmetrisches Muster 

entstand. In der Analyse für den APP Metabolismus wurde ebenfalls ein ähnliches Muster 

wie in der Gesamtanalyse gefunden, dieses wies jedoch kein rechtes okzipitales Cluster 

auf. Darüber hinaus zeichnete sich ein Cluster im superioren parietalen Kortex ab (Areas 

7A, 7P; (Scheperjans et al., 2008b; Scheperjans et al., 2008a)), welches als einzige 

Region der Adjustierung für APOE standhielt.  

In der Analyse für den Endozytose Metabolismus stellte sich ein Cluster (CWP = 4,08 x 

10-2) im Bereich des linken anterioren cingulären Kortex (ACG; Areas 25a, 25p, s24a, s32, 
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33; (Palomero-Gallagher et al., 2015)) und des anterioren mittleren cingulären Kortex 

(aMCC) dar. Bis auf das Cluster des APP Metabolismus war kein anderes Ergebnis der 

Analysen nach Adjustierung für APOE signifikant.  

 

1.4 Diskussion  

In der vorliegenden Studie haben wir den kumulativen Effekt von 20 mit LOAD 

assoziierten SNPs auf die CT bestimmter Gehirnregionen von älteren Personen aus der 

Normalbevölkerung untersucht. Neben der Generierung eines GRS aus allen 20 SNPs, 

wurde auch eine biologische Untergruppierung nach Signalwegen vorgenommen und 

hieraus jeweils Signalweg-basierte GRS berechnet. Das Konzept der Unterteilung 

bestand in der gemeinsamen Gruppierung von SNPs, die im selben Signalweg eine Rolle 

spielen, um so mögliche gleichgerichtete bzw. verstärkende Effekte in der Gesamtanalyse 

mit einzubeziehen. Gleichzeitig sollte dadurch eine sensitivere Analyse ermöglicht 

werden, falls sich bei der Betrachtung aller 20 assoziierten SNPs gemeinsam 

molekularbiologisch entgegengesetzt wirkende Effekte gegenseitig aufheben. Unter 

Berücksichtigung der jeweiligen Beteiligung der einzelnen SNPs in verschiedenen 

Signalwegen konnten so insgesamt sieben Signalwege herausgearbeitet werden. Wir 

haben in unserer populations-basierten Subgruppe von gesunden, älteren Menschen ein 

Muster kortikaler Atrophie sowohl in der Gesamtanalyse als auch verschiedene 

spezifische Muster in den Signalweg Analysen ermitteln können, die mit einem 

genetischen Risiko für LAOD assoziiert sind. Alle Ergebnisse zeigen: Je höher die 

genetische Last des jeweiligen Probanden ist, desto größer ist die Atrophie der grauen 

Substanz in den betroffenen Regionen und damit die Neurodegeneration. Die meisten 

Cluster wurden hierbei durch den starken Effekt von APOE beeinflusst.  

 

Gesamtanalyse zeigt bekannte Muster der kortikalen Atrophie 

Das ähnliche Muster von kortikaler Atrophie in der Gesamtanalyse sowie in den Analysen 

des Cholesterol- und APP-Metabolismus könnten als Netzwerk verschiedener 

Hirnregionen interpretiert werden. In diesem Fall zeigte sich ein Atrophie-Muster über den 

inferioren frontalen und benachbarten prä-zentralen Sulcus und den posterioren 
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temporalen und medialen okzipitalen Kortex hinweg. Insgesamt decken sich die in dieser 

Arbeit gefundenen Muster kortikaler Atrophie gut mit atrophierten Regionen, die bereits 

bei Patienten mit bestehender LOAD oder MCI beschrieben wurden (Mert R. Sabuncu et 

al., 2011). Vermehrte kortikale Atrophie wurde bei Patienten mit LOAD oder MCI im 

lateralen präfrontalen und prämotorischen Kortex, im posterioren temporalen sowie im 

inferioren parietalen Kortex beobachtet (Dickerson et al., 2009; Lehmann et al., 2011; Mak 

et al., 2015; Weston et al., 2016). Zusammenfassend zeigten sich in den bestehenden 

Publikationen bei LAOD und MCI Patienten größere Flächen kortikaler Atrophie, die mit 

vielen unserer Regionen übereinstimmen bzw. unsere Cluster beinhalten. Der IFG war 

wenig involviert, die kortikale Atrophie reichte vom IFS und dem benachbarten Gyrus 

präcentralis bis hin zum dorsal gelegenen lateralen präfrontalen Kortex. Der posteriore 

temporale Kortex war ebenfalls durchweg von kortikaler Atrophie betroffen. Die 

Überlappung der von uns gefundenen atrophierten Regionen mit bereits publizierten 

Regionen sind von großem Interesse. Gewisse Unterschiede sind zu erwarten, da es sich 

in unserer Studie um eine populations-basierte Auswahl an Probanden und nicht um eine 

vorausgewählte Gruppe in Bezug auf die genetische Vorbelastung oder bereits 

bestehender Alzheimer Erkrankung handelt. Wir haben die kortikale Atrophie lediglich im 

IFS und benachbarten Sulcus präcentralis, sowie den frontalen Regionen als auch im 

posterioren temporalen Kortex feststellen können. Eine mögliche Schlussfolgerung wäre, 

dass unsere Muster eine frühe kortikale Atrophie bei gesunden älteren Menschen 

repräsentieren. Ob diese Befunde Effekte einer beginnenden LOAD Pathologie oder des 

normalen Alterungsprozesses sind, wird derweil noch kontrovers diskutiert (Bakkour et 

al., 2013; Fjell et al., 2014). Innerhalb der Muster kortikaler Atrophie ist unser Ergebnis im 

Bereich der frontalen Regionen von besonderem Interesse, denn diese Regionen sind 

vom normalen Alterungsprozess und der damit einhergehenden Atrophie ausgeschlossen 

(Bakkour et al., 2013). Die Atrophie im inferioren Kortex umfasst eine Region, die 

insbesondere in frühen Stufen von LOAD betroffen ist. Bei fortgeschrittener Erkrankung 

zeigen sich im Vergleich andere Regionen deutlicher atrophiert (Giovanni B. Frisoni et al., 

2009). Wenn wir uns die Alterungsprozesse als Kontinuum vorstellen, das sowohl durch 

die Atrophie des normalen Alterns als auch durch genetische Risikofaktoren für eine 

neurodegenerative Erkrankung wie LOAD gekennzeichnet ist, könnten wir das von uns 

gefundene Muster als ein genetisch beeinflusstes Muster kortikaler Atrophie verstehen, 
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das später zur Entwicklung von LOAD möglicherweise beiträgt (Liddell et al., 2007; 

Reinvang et al., 2013).  

Ein anderer Grund für das Vorliegen verschiedener Atrophiemuster bei unterschiedlichen 

genetischen Risikoprofilen für LOAD stellt sicherlich auch die Tatsache der Heterogenität 

der Symptomabfolge zu Beginn der LOAD dar. Neben dem typischen Symptom des 

Gedächtnisverlusts beginnt die späte Manifestation unter anderem mit Symptomen wie 

Koordinationsstörungen, Dysfunktion der exekutiven Funktionen des Gehirns, 

Sprachstörungen, visuelle Wahrnehmungsstörungen und einer Unfähigkeit zu Schreiben 

(Galton et al., 2000; Dubois et al., 2010; McKhann et al., 2011; van der Flier, Wiesje M et 

al., 2011; Crutch et al., 2012). In einer großen Studie mit insgesamt 8000 Patienten konnte 

in diesem Zusammenhang eine Vielzahl an verschiedenen frühen kognitiven Symptomen 

und Verhaltensauffälligkeiten (Sprachstörungen, herabgesetzte Fähigkeit der Lösung von 

Problemen, visuelle Wahrnehmungsstörungen) zu Beginn der LOAD erfasst werden 

(Barnes et al., 2015). Bisher wurde allerdings noch nicht untersucht, ob diese Symptome 

den Substanzverlusten der entsprechenden Hirnregionen zuzuordnen sind. Insbesondere 

unsere Befunde im Bereich des okzipitalen Kortex sind daher interessant, da sich die 

visuellen Fehlfunktionen bei 60 % der Demenzerkrankten auf LOAD zurückführen lassen 

(Armstrong und Kergoat, 2015). In der Spätform des MCI beginnen die ersten 

Atrophieprozesse des visuellen Kortex im Bereich des Gyrus lingualis und des lateralen 

okzipitalen Kortex (McDonald et al., 2009). Währenddessen ist bei Patienten in der frühen 

Phase der LOAD auch der mediale okzipitale Kortex betroffen (Giovanni B. Frisoni et al., 

2009), vor allem im Cuneus (McDonald et al., 2009). Die deutlichere Atrophie im visuellen 

Kortex findet man dann am okzipitalen Pol im fortgeschrittenen Stadium der LOAD 

(Giovanni B. Frisoni et al., 2009).  

Es ist bemerkenswert, welchen starken Effekt das APOE 𝑒4 Allel auf die Atrophiemuster 

ausübt. Am ausgeprägtesten lässt sich der Effekt im Vergleich zwischen der 

Gesamtanalyse und der APOE-spezifischen Analyse visualisieren. Hier zeigt sich ein 

beinahe gleiches Muster kortikaler Atrophie. Die zusätzlichen beidseitigen Cluster im 

medialen okzipitalen Kortex in der Gesamtanalyse könnten einen Effekt aus Interaktionen 

zwischen den genetischen Varianten darstellen, die im APOE spezifischen Score nicht 

mit eingeschlossen sind. Um diese Effekte von Interaktionen genetischer Varianten 
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besser zu adressieren, haben wir eine Übersicht unkorrigierter CT Daten erstellt, woraus 

APOE Effekte und unterschwellige Effekte der anderen SNPs ersichtlich sind 

(Supplementary Fig. S3). (Darst et al., 2017) haben zur Herausarbeitung der Effekte von 

APOE einen ähnlichen genetischen Risikoscore entwickelt. Demnach ist APOE ein 

wichtiger Einflussfaktor bei der Entstehung von kognitiven Dysfunktionen und der Beta-

Amyloid-Plaques bei älteren Probanden mit erhöhtem genetischem Risiko für LOAD.  

Außerdem konnten wir in unseren für APOE-adjustierten Analysen zeigen, dass hier zum 

Teil sogar Negativ-Effekte entstehen, bis auf ein Atrophieareal im Precuneus im APP 

Metabolismus Score. Das OR des 𝑒4 Allels beträgt 2,53, wohingegen die ORs der 

restlichen genetischen Varianten zwischen 1,22 und 0,77 liegen. Wir vermuten, dass die 

genetischen Effekte nicht stark genug waren, um den Korrekturen für multiples Testen 

standzuhalten. Unsere Ergebnisse bestätigen, dass APOE auch in gesunden Probanden 

eine Schlüsselrolle bei der Veränderung von Hirnstrukturen spielt, die auch bei der LOAD 

involviert sind. Für eine weiterführende Ausarbeitung dieser Aspekte werden weitaus 

größere Studien mit zusätzlichen longitudinalen Daten benötigt.  

 

Singalweg-spezifische Variationen des Musters kortikaler Atrophie 

Um die Auswirkungen von Risiko-Allelen, die in definierte Signalwege fallen, genauer 

untersuchen zu können, haben wir neben der Gesamtanalyse aller 20 SNPs auch SNPs 

nach biologischen Signalwegen gruppiert. Hierbei konnten wir Variationen gegenüber 

dem durch die Gesamtbetrachtung der 20 SNPs beobachteten Atrophiemuster erkennen. 

Unsere Ergebnisse untermauern die zuvor diskutierten möglichen Erklärungen zu den 

unterschiedlichen genetischen Effekten der gewählten genetischen Varianten. In der 

Gesamtanalyse zeigte sich ein uneindeutiges Muster an von Atrophie betroffenen 

Regionen, während in der Analyse der Varianten des APP Metabolismus und der des 

Cholesterolmetabolismus die Muster im Bereich des inferioren frontalen Kortex und im 

Bereich des posterioren temporalen Kortex beidseitig und symmetrisch ermittelt werden 

konnten. Da APOE in beiden Signalwegen eine Rolle spielt, könnten zusätzliche 

gemeinsame Faktoren in beiden Signalwegen wie ABCA7 und INPP5D durchaus eine 
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unterstützende Rolle des APOE Effekts darstellen und so signifikantere Ergebnisse in 

zusätzlichen Arealen erzielen.  

Ein spezifisches Muster kortikaler Atrophie wurde bei der Analyse der Varianten des 

Endozytose Signalwegs demonstriert. Hier wurden Atrophieregionen im Bereich des ACC 

und aMCC gefunden, während alle weiteren zuvor gefunden Regionen nicht signifikant 

betroffen waren. Die Beteiligung der  beiden Regionen bei LOAD Patienten im Vergleich 

zu Gesunden wurde bereits beschrieben (Mak et al., 2015). Nachdem die Regionen 

einzeln in Bezug auf die LOAD Patienten mit einem signifikanten Defizit im visuospatialen 

Gedächtnis analysiert wurden, zeigte sich eine deutliche Atrophie im linken ACC und 

benachbarten aMCC. Diese Regionen sind an einer Vielzahl von Funktionen beteiligt, wie 

z.B. kognitive und exekutive Kontrolle, vor allem aber wichtig für Aufgaben, für die eine 

größere Gedächtnisleistung erforderlich ist (Umemoto und Holroyd, 2016).  Diese 

Regionen sind insbesondere bei der LOAD betroffen (Mak et al., 2015). Die weiteren 

Signalweg-basierten GRS Analysen (MAPT Metabolismus, zytoskelettale Entwicklung, 

Immunantwort) verblieben ohne signifikante Ergebnisse. Mögliche Gründe bestehen in 

einer zu kleinen Probandenzahl, genetischen Interaktionen und in den deutlich kleineren 

ORs der einzelnen Varianten. Da es sich beim Signalweg des MAPT Metabolismus um 

den einzigen Signalweg handelt, der sich auf die Tau-Pathologie bezieht, ist dieses Set 

an Genen sicher ein interessanter Ansatz für weitere zukünftige Studien.  

 

1.5 Zusammenfassung 

Die LOAD stellt in industrialisierten Gesellschaften mit hoher Lebenserwartung eine der 

häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen dar. Bislang haben nur wenige 

Bildgebungs-Studien die kombinierten Effekte von häufigen genetischen Varianten (SNPs 

als GRS), die mit LOAD assoziiert sind, auf die Struktur der Großhirnrinde (kortikale 

Dicke) von älteren Menschen untersucht. Wir konnten zeigen, dass ein genetisches 

Risikoprofil von 20 LOAD-assoziierten SNPs sowie für bestimmte biologische Signalwege 

spezifische GRS, verschiedene Muster von kortikaler Atrophie in insgesamt 544 

gesunden, älteren Probanden erzeugen. Die gefundenen Atrophiemuster ähneln 

unabhängig berichteten Atrophiemustern bei LOAD und MCI. Durch unsere Analysen 
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konnten wir den starken Effekt des APOE 𝑒4 Allels auf die kortikale Atrophie bestätigen 

und in Ansätzen die Signalweg-spezifischen genetischen Effekte herausarbeiten. Unser 

Ansatz könnte in zukünftigen größeren Probandenzahlen und Longitudinalstudien zur 

Verbesserung des Verständnisses der Krankheitsentstehung beitragen. Unsere 

Ergebnissen sind ein erster Schritt, um Rückschlüsse auf den Zusammenhang eines 

genetischen Risikos für LOAD und die Verringerung der CT in spezifischen 

Kortexregionen bei (noch) gesunden älteren Menschen zu ziehen. Um die Frage 

umfassender zu beantworten, ob diese Atrophiemuster individuell lediglich die normale 

Hirnalterung abbilden oder aber das Frühstadium einer sich entwickelnden LOAD oder 

milder dementieller Symptome vorhersagen, sind weitere größer angelegte 

Langzeitstudien erforderlich. Als Schlussfolgerung kann festgehalten werden, dass 

unsere Studie Hinweise darauf liefert, dass ein höheres genetisches Risikoprofil für LOAD 

die strukturelle Hirnvariabilität im normalen Alterungsprozess beeinflusst. Langfristig 

könnte ein besseres Verständnis der Pathomechanismen neue Therapieansätze zur 

Verbesserung der Prädiktion und Behandlung der LOAD ermöglichen.  
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Abstract
Brain aging is highly variable and represents a challenge to delimit aging from disease processes. Moreover, genetic
factors may influence both aging and disease. Here we focused on this issue and investigated effects of multiple genetic
loci previously identified to be associated with late-onset Alzheimer’s disease (AD) on brain structure of older adults
from a population sample. We calculated a genetic risk score (GRS) using genome-wide significant single-nucleotide
polymorphisms from genome-wide association studies of AD and tested its effect on cortical thickness (CT). We observed
a common pattern of cortical thinning (right inferior frontal, left posterior temporal, medial occipital cortex). To identify CT
changes by specific biological processes, we subdivided the GRS effect according to AD-associated pathways and performed
follow-up analyses. The common pattern from the main analysis was further differentiated by pathway-specific effects
yielding a more bilateral pattern. Further findings were located in the superior parietal and mid/anterior cingulate regions
representing 2 unique pathway-specific patterns. All patterns, except the superior parietal pattern, were influenced by
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apolipoprotein E. Our step-wise approach revealed atrophy patterns that partially resembled imaging findings in early stages
of AD. Our study provides evidence that genetic burden for AD contributes to structural brain variability in normal aging.

Key words: aging, Alzheimer’s disease, atrophy, cortical thickness, genetic risk score, SNP

Introduction
Aging of the brain is accompanied by a decline of cognitive
functions, the reorganization of functional networks, and struc-
tural atrophy (Reuter-Lorenz and Lustig 2005; Goh and Park 2009;
Park and Reuter-Lorenz 2009; Reuter-Lorenz and Park 2014). The
degree of such changes, however, is highly variable between
individuals and there is a continuous transition from normal
variability into clinically relevant states of disease (Pini et al.
2016). Late-onset Alzheimer’s disease (AD) is an increasingly
prevalent neurodegenerative disease that is associated with gray
matter (GM) atrophy (Karlawish et al. 2017). Since neurode-
generative and aging processes are influenced by genetic and
environmental factors, one may speculate to what extent these
factors contribute to brain variability observed in normal aging.

The apolipoprotein E gene (APOE) has been identified as the
first susceptibility locus for AD (Saunders et al. 1993, Strittmatter
et al. 1993). Genome-wide association studies (GWAS) have later
explored additional loci of AD (Sims and Williams 2016). Since
we aimed to focus on loci that show the highest probability
of being associated with AD, we preferred single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) that provide genome-wide significance
and evidence for replication. In doing so, we selected SNPs
from GWAS of AD at 20 loci that harbor genes with functions
in 7 biological pathways (Guerreiro et al. 2013; Rosenthal and
Kamboh 2014; Karch and Goate 2015; Van Cauwenberghe et al.
2016; Table 1). The pathway cholesterol metabolism contains
4 AD associated gene loci (APOE, ABCA7, CLU, SLC24A4-RIN3)
from which APOE plays a role in cholesterol transport, neural
plasticity, and inflammation. Apolipoprotein precursor (APP)
metabolism shares 3 AD genes with cholesterol metabolism
(APOE, ABCA7, CLU), while 3 AD genes are different (INPP5D,
PICALM, SORL1). Microtubule-associated protein tau (MAPT)
metabolism comprises 3 AD genes (BIN1, CASS4, FERMT2) and
plays a key role in tau pathology. CASS4 and FERMT2 add up
with 2 other AD genes (CELF1, NME8) in the cytoskeleton/axon
development pathway. The immune response pathway harbors
8 AD gene loci (ABCA7, CLU, CR1, EPHA1, HLA-DRB5-DRB1, INPP5D,
MEF2C, MS4A6A) of which CR1, HLA-DRB5-DRB1, and MS4A6A
do not overlap with the other pathways. APP trafficking and
amyloid β clearance via clathrin-mediated endocytosis is a
pathway that integrates 8 AD gene loci (BIN1, CD2AP, EPHA1,
MEF2C, PICALM, PTK2B, SLC24A4-RIN3, SORL1) in which CD2AP
and PTK2B occur only here and BIN1 is shared with MAPT
metabolism. Epigenetics is the only pathway that includes
a single gene (ZCWPW1). Overall, the majority of AD genes
contribute to 2 or more pathways suggesting that specific gene
functions are linked in AD pathogenesis.

Several studies have used a genetic risk score (GRS) approach
to characterize effects of these loci in parallel and found associa-
tions with cognitive decline, hippocampal volume loss in young
individuals, and in population life-span cohorts as well as in
patients with mild cognitive impairment (MCI) or dementia, for
whom also a relation to AD pathology and clinical progression
has been demonstrated (Martiskainen et al. 2015; Habes et al.
2016; Harrison et al. 2016; Louwersheimer et al. 2016; Lupton
et al. 2016; Mormino et al. 2016). However, another study has

found no association between a GRS for AD risk and cognition
in a large group of older subjects (Harris et al. 2014).

It has been demonstrated that cortical thickness (CT) is a
heritable and sensitive biomarker to investigate the effects of
aging on brain structure (Winkler et al. 2010; Sabuncu et al.
2011; Hwang et al. 2016). In fact, reduced CT in healthy older
adults (Sabuncu et al. 2012) and reduced hippocampal volume in
healthy young subjects with higher AD-GRS, even after exclusion
of APOE from the risk score has been reported (Foley et al. 2017).
Moreover, APOE seemed to have a more pronounced influence
on cognitive function in the general population than other AD-
associated risk genes (Verhaaren et al. 2013) and cognition and
beta-amyloid deposition in a large sample of older adults with
increased risk for AD (Darst et al. 2016). These findings suggest
that susceptibility genes for AD may have differential effects on
cognition and brain structure in normal aging and that APOE
plays a strong role in these processes.

In the present study, we aimed to extend this knowledge
by investigating developing patterns of cortical atrophy (CT) in
normal aging attributable to different loads of risk for AD (overall
and pathway-specific analyses) using older adults from a large
population-based cohort from Germany (1000BRAINS).

Materials and Methods
Sample Data

The study sample consisted of older adults from the general
population in Western Germany (Bochum, Essen, Mülheim a. d.
Ruhr). The sample was drawn from 1000BRAINS, an epidemio-
logical cohort investigating influences of interindividual vari-
ability of brain structure, function, and connectivity at higher
age (Caspers et al. 2014), based on the Heinz Nixdorf Recall
study (Schmermund et al. 2002). Written informed consent was
obtained from all individuals before participation. Protocols and
procedures were approved by the Ethics Committee of the Essen
University Hospital, Germany.

Since 1000BRAINS follows a population design, no a priori
exclusion criteria were applied on the study sample. Partici-
pants were screened for symptoms of dementia (score < 9) or
MCI (9 ≤ score < 12) using the DemTect Test (Kalbe et al. 2004).
German ancestry was assigned to participants based on self-
reported ancestry, with possible population stratification being
checked by a SNP-based principal component analysis. Of 558
participants, 14 were excluded due to the following reasons:
stroke (n = 2), failed magnetic resonance (MR) image processing
(n = 5), genetic quality control and imputation (n = 7), resulting in
a final sample of 544 individuals with mean age of 67.3 years.
An overview of the major demographic variables of the study
sample is provided by Table 2.

Genetic Data

Extraction of DNA, Microarray Genotyping, and Computational
Imputation of SNPs
Lymphocyte DNA from participants was isolated from ethylene-
diaminetetraacetic acid-coagulated venous blood by a Chemagic
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Table 2 Demographic data of the study sample from 1000BRAINS

Participants (n = 544)

Age (mean ± SD) 67.3 ± 6.7
Gender (male/female) 298/246
APOE ε4 carriers (rs2075650-G)
risk alleles/non-risk alleles (GG + GA/AA) 150/394

Magnetic Separation Module I (Perkin-Elmer, Rodgau, Germany).
DNA samples were genome-wide genotyped using Infinium
assays (Illumina, San Diego, CA, USA) for the microarrays
HumanOmniExpress (n = 391), HumanOmni1-Quad (n = 115), and
HumanCoreExome (n = 52). Quality control of raw genotype
data comprised an exclusion of SNPs (deviation from Hardy–
Weinberg equilibrium: P ≤ 1×10−4; genotyping call rate: cr ≤ 95%;
minor allele frequency: MAF ≤ 3%) and participants (SNP-based
principal component analysis: > 8 s.d. of the mean in 1 of the
first 10 principal components; mismatch between self-reported
and X-chromosomal-derived sex). To increase the number of
available SNPs and decrease the number of missing genotype
calls, dosage data were generated for all participants using
IMPUTE (version 2.3.1) as tool and phased haplotypes from The
1000 Genomes Project (ALL macGT1 reference panel, phase 1,
release 3, March 2012) as reference. Genetic data were imputed
for each microarray type separately and combined afterwards. A
multidimensional scaling of the combined data was performed
which showed no indication of array-specific batch effects
(Supplementary Fig. S1).

Selection of SNPs, Genes, and Pathways Associated with Alzheimer’s
Disease
Selection of candidate SNPs based on designs and results from
GWAS of the International Genomics of Alzheimer’s Project
(Harold et al. 2009; Lambert et al. 2013) and the Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative (Sabuncu et al. 2012), and
other groups (Chauhan et al. 2015). SNPs were extracted from
genome-wide imputed data of participants using the most
likely genotypes that were generated by an R software package
(R Development Core Team 2010). The resulting 20 genome-
wide significant, linkage disequilibrium-independent SNPs
(P < 5 × 10−8; r2 < 0.8) were mapped to the nearest genes
(RefSeq definitions, GRCh37/hg19 genome assembly). For the
construction of GRS, we used a two-tiered strategy: we first
constructed a “total” GRS including all 20 selected SNPs, a
commonly used strategy to perform GRS analyses. This strategy
does not include biological information and may include a
mixture of SNPs acting in different or even opposite directions at
a biological level. In order to address this point and disentangle
the action of different biological pathways, we aimed at grouping
the GRS-SNPs into different biological processes and build
“pathway-specific” GRS. For this step, all SNPs had to be linked
to genes through linkage disequilibrium (LD) with SNPs located
in these genes. These genes were subsequently annotated to
biological pathways according to definitions reported by Karch
and Goate (2015) and Guerreiro et al. (2013), resulting in 7
pathways of interest (Table 1).

Most of the GRS-SNPs tag variation within AD-associated
genes. However, 4 GRS-SNPs may be considered as “intergenic”
since they are not directly mapping to a gene. Knowledge about
expressed quantitative trait loci (eQTLs) shows that they tag
variation in regions regulating expression of genes in cis.

The GWAS SNP rs6733839 is located on chromosome 2q14.3
between genes BIN1 and CYP27C1. In particular, rs6733839
points to a small region (LD block) where a neighboring marker
(rs59335482) increases BIN1 expression in the frontal cortex
(Chapuis et al. 2013). Analysis of cell type-specific expression
showed that BIN1 is most highly expressed in microglia
(Karch et al. 2016). Functional studies in Drosophila and human
neuroblastoma cells suggest that BIN1 mediates AD risk by
modulating Tau pathology (Chapuis et al. 2013).

SNP rs2718058 (7p14.1) is located at the GWAS locus GPR141-
NME8. In the brain, rs2718058 drives expression of GPR141 in the
frontal cortex and putamen (Karch et al. 2016). GPR141 encodes
an orphan receptor of the Class A rhodopsin-like G protein-
coupled receptors; an important paralog is GPR174 that encodes
a putative receptor for purine ligands (www.genecards.org).

SNP rs9271192 (6p21.32) tags a larger cluster of 5 genes
(MS4A3, MS4A2, MS4A6A, MS4A4A, MS4A6E) from the human
leukocyte antigen (HLA) system. The risk allele of rs9271192
significantly associated with HLA-DRB1 expression in both
temporal cortex and cerebellum in patients with AD (Allen
et al. 2015); HLA-DRB1 is 1 of the 2 genes closest to the SNP.
As BIN1, HLA-DRB1 shows the highest expression in microglia
(Karch et al. 2016).

SNP rs10792832 (11q14.2) is located at the PICALM-EED locus.
In the brain, rs10792832 influences EED expression in putamen,
thalamus, and medulla (Karch et al. 2016). Moreover, EED
expression is neuron-specific in brains of AD patients (Karch
et al. 2016). EED encodes a transcriptional repressor of the
Polycomb-group family (www.genecards.org).

MRI data

Image Acquisition
High-resolution T1-weighted MRIs were acquired on a 3 Tesla
Magnetom Tim-Trio scanner (Siemens, Erlangen, Germany)
using a 32-channel head coil (176 slices, slice thickness 1 mm,
repetition time [TR] = 2250 ms, echo time [TE] 3.03 ms, field of
view [FoV] = 256 × 256 mm, flip angle = 9◦, voxel resolution 1 × 1
× 1 mm), as part of the MRI protocol from 1000BRAINS (Caspers
et al. 2014).

Image Processing and Computation of CT
T1-weighted structural MRI were preprocessed using the
automated pipeline for surface reconstruction implemented in
the FreeSurfer Software package (version 5.3.0; Dale et al. 1999;
Fischl et al. 1999; Fischl and Dale 2000; http://surfer.nmr.mgh.
harvard.edu). Before entering the FreeSurfer pipeline, MRI data
were segmented into GM, white matter (WM), and cerebrospinal
fluid using the unified segmentation approach (Ashburner and
Friston 2005) implemented in statistical parametric mapping
(SPM; version 8; http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm). GM and
WM segmentations were combined to generate a robust
brain mask, which was used to extract brains from skulls,
which then entered the FreeSurfer pipeline. Subsequent steps
involved Talairach transformation, GM/WM segmentation, and
tessellation of the boundary between GM/WM to construct the
WM surface including a correction of topological defects. After
that, the pial surface was generated by inflation of the WM
surface to the interface between GM and cerebrospinal fluid.
The surface reconstruction generated a surface mesh model. CT
was then defined as the shortest distance between a vertex on
the reconstructed pial surface and the corresponding vertex on
the WM surface and vice versa and then averaging both values.
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Figure 1. Overview of the study design.

The procedure resulted in ∼150 000 measurements of CT per
hemisphere, i.e., 300 000 vertices per whole brain. Finally, all
CT maps were transformed onto the fsaverage brain template
created in the Montreal Neurological Institute 305 space and
smoothed using a Gaussian kernel of 10 mm.

Statistical Analysis

Computation of Genetic Risk Scores
The annotated SNP sets were used to generate GRS for each
participant. GRS were calculated using weighted allelic scoring
implemented in PLINK (version 1.9; https://www.cog-genomics.
org/plink/1.9/score). In particular, effect alleles and sizes were
defined according to Harold et al. (2009) and Lambert et al. (2013),
i.e., the SNP effect (odds ratio, OR) corresponded to the log OR
of the minor allele. A GRS value represented the mean of the
summarized effects in a set of at least 2 SNPs. This procedure
lead to 6 pathway-specific GRS (cholesterol metabolism, APP
metabolism, MAPT metabolism, cytoskeleton/axon develop-
ment, immune response, endocytosis), and a total GRS (total)
that summarizes the effects across all pathways (overall
analysis). Since epigenetics received support from only 1 SNP
(rs1476679, ZCWPW1), an individual GRS for this pathway
could not be calculated. However, the effect of rs1476679
was introduced to the GRS total. To follow-up the effect of
APOE, APOE-adjusted pathway analyses and an APOE-specific
single-gene analysis were performed. An overview of the study
design is provided by Figure 1.

Correlation Analyses of GRS and CT
To assess CT differences in a population sample under the
influence of a genetic burden for AD, any known factor that

possibly confound the statistical analysis of this relationship
should be addressed by a correction. Age has a strong effect on
brain structure and there are multiple studies that have sys-
tematically investigated this effect on imaging traits such as CT
(Winkler et al. 2010). A very recent study of the large UK Biobank
sample has provided convincing evidence for an influence of
sex on CT, i.e., females show higher raw CT than males (Ritchie
et al. 2018). Already patients with MCI, the prodromal stage
of AD, show regional differences in CT compared to controls
(Bakkour et al. 2013). Based on this knowledge, age, sex, and
DemTect, were introduced as covariates to a general linear
model (GLM) in all analyses. The GLM was implemented in
FreeSurfer’s QDEC interface (mri_glmfit). In the APOE-adjusted
analyses, the GLM was additionally corrected for the APOE-
ε4 status (rs2075650). In each analysis, the lower and upper
threshold of achievable significance levels (P-values) were set
to P = 0.05 and P = 1×10−5. Finally, results were corrected for
multiple testing using Monte Carlo simulation (mri_glmfit-
sim tool with 10 000 iterations). Contiguous clusters of vertices
indicating correlations between CT and GRS correlations
were considered to be significant at a cluster-wise P-value
(CWP) < 0.05. The pathway-specific GRS are based on SNP
subsets from GRS total, i.e., each pathway analysis shows a
full dependence from GRS total. Moreover, some pathways
are partially dependent from each other since several of the
investigated genes contribute to more than one pathway; all
overlapping genes of the study are indicated as crossbars in
Table 1. As a consequence, we have considered the overall
analysis (GRS total) as the main analysis and each pathway
analysis as a follow-up. A second correction for the number
of tested pathways would require a complete independence
of individual analyses. Since this requirement is not met
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Figure 2. Patterns of cortical atrophy in older adults are influenced by genetic factors for late-onset AD. Dark gray regions represent sulci and light gray regions represent
gyri on the inflated surface of the cortex. The blue colored clusters reflect significant negative correlations between the GRS and CT indicating atrophy in the GM
(CWP < 0.05). Significant positive correlations (red clusters) were not observed. CWP values were encoded by a red-to-yellow color scale indicating a weak-to-strong
positive correlation, while a dark blue-to-light blue color scale reflected a weak-to-strong negative correlation.

in our study design, CWP values were not additionally cor-
rected.

Identification of Cortical Areas

To identify cortical areas, significant clusters were mapped to
areas of the cytoarchitectonic JuBrain atlas (Zilles and Amunts
2010; http://jubrain.fz-juelich.de) using the SPM Anatomy Tool-
box (version 2.2b by January 2016; Eickhoff et al. 2005). If a
cluster did not overlap with a JuBrain area, because the cortical
region has not been cytoarchitectonically mapped or the overlap
between cluster and JuBrain area was too small, the localization
of the cluster was described by a macroanatomical label. Identi-
fied JuBrain areas were denoted in accordance with the original
publications.

Results

We identified significant clusters of vertices indicating negative
correlations between CT and genetic factors for total, choles-
terol metabolism, APP metabolism, APP metabolism adjusted
for APOE, endocytosis, and APOE-specific (Fig. 2; Supplementary
Fig. S2). The result of the overall analysis (total) was utilized as a
basic reference to interpret CT changes of the pathway-specific
and other follow-up analyses.

Overall Analysis

Three significant findings were generated by the GRS total: in
the right hemisphere, a cluster (CWP = 1.0 × 10−3) encompassed
the subcentral and ventral precentral gyrus and the caudally
adjacent parietal operculum (area OP1; Eickhoff et al. 2006a;
Eickhoff et al. 2006b) as well as the rostrally adjacent ventral
precentral sulcus at the transition to caudal inferior frontal
sulcus (IFS); in the left hemisphere, a cluster (CWP = 1.0 × 10−4)
was located in the medial occipital cortex around the calcarine
sulcus including primary, secondary, and dorsal extrastriate cor-
tex (areas hOc1/V1, hOc2/V2, Amunts et al. 2000; hOc3d/V3d,

Kujovic et al. 2013), whereas another cluster (CWP = 3.4 × 10−2)
spanned posterior parts of the middle temporal gyrus bordering
the lateral occipital cortex (area hOc5, Malikovic et al. 2007) and
reaching into the adjacent superior and inferior temporal sulci
and the inferior temporal gyrus (ITG). In the GRS total-adjusted
for APOE analysis, the pattern of 3 clusters did not appear. In the
APOE-specific analysis, the pattern was found again, whereas
the right frontal cluster extended more into rostral parts of the
IFS, and the left temporal cluster extended more into the ITG; an
additional cluster appeared in the right medial occipital cortex
mirroring the respective left hemisphere occipital cluster.

Pathway-Specific Analyses

In the GRS analysis for cholesterol metabolism, the pattern
of the overall analysis (total) re-appeared, but was amended
by the contralateral counterparts of each cluster, giving rise
to a symmetric, bilateral pattern. In the GRS analysis for APP
metabolism, a similar bilateral pattern was found, except for
the right occipital cluster. Instead, an additional cluster in the
superior parietal cortex appeared (areas 7A, 7P; Scheperjans
et al. 2008a; Scheperjans et al. 2008b), which was the only finding
that survived the adjustment for APOE status (APOE-adjusted
APP metabolism).

Patterns with unique clusters were generated in 2 analy-
ses. In the GRS analysis for endocytosis, a cluster (CWP = 4.08
× 10−2) covered the left anterior cingulate cortex (ACC; areas
25a, 25p, s24a, s24b, s32, 33; Palomero-Gallagher et al. 2015)
and the anterior midcingulate cortex (aMCC). Except for APP
metabolism, other pathway-specific analyses were not signifi-
cant after adjustment for the APOE status.

Discussion
In the present study, we investigated the cumulative effect of 20
LD-independent SNPs that had convincingly been reported to be
associated with AD in large GWAS, on regional CT. We not only
analyzed the effect of the combined effect of all 20 SNPs, but
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also aimed to include a biologically meaningful sub-grouping of
these SNPs. The rationale behind this concept is to group single
GRS-SNPs that are falling into a common biological pathway
and separate them from GRS-SNPs falling into other pathways
because the biological mechanisms might act in different or
even opposite directions. These considerations resulted in the
analysis of GRS falling into 7 distinct biological pathways.

In a population sample of older adults, we found a common
and pathway-specific patterns of cortical atrophy associated
with genetic risk for late-onset AD. All findings showed that
the higher the genetic burden, the stronger the GM deficit in
the affected region. Most findings were influenced by the strong
effect of the APOE.

Overall Analysis Reveals a Common Pattern of Cortical
Thinning

The common pattern of cortical thinning that appeared consis-
tently across the overall analysis and the pathway analyses for
cholesterol metabolism and APP metabolism can be interpreted
as a network of brain regions between the inferior frontal and
adjacent precentral sulcus as well as the posterior temporal
and medial occipital cortex. Although being highly focused to
parts of these brain regions, our pattern showed similarity with
atrophy patterns observed in patients with AD or MCI, the
prodromal state of AD. Since results by Sabuncu et al. (2011), who
has found patchy patterns across the entire cortex of patients
with incipient AD compared to healthy controls, are elusive
in this respect, other studies have provided more consistent
observations. Cortical thinning in AD and MCI has particularly
been found in the lateral prefrontal and premotor cortex, the
posterior temporal as well as the adjacent anterior temporal
and inferior parietal cortex (Dickerson et al. 2009; Lehman et al.
2011; Mak et al. 2015; Weston et al. 2016). Interestingly, the pat-
tern of cortical thinning has been either more circumscribed or
more extended in these studies, but some commonalities have
been identified. The IFG was barely involved, instead, thinning
extended from the IFS and adjacent precentral gyrus and spread
into the dorsally adjacent lateral prefrontal cortex. While the
extent in posterior brain regions was quite diverse, the posterior
temporal cortex was always involved.

These observations are of particular interest with regard
to our study since our sample was population-based and not
selected for a low genetic burden of late-onset AD. We found
cortical thinning only in the IFS and adjacent precentral sulcus
among all frontal regions as well as in the posterior tempo-
ral cortex. It might thus be assumed that our common pat-
tern reflects early cortical atrophy that is already detectable in
healthy older adults. If these effects are specific to AD pathology
or just observed as a result of the aging process has been
controversially discussed (Bakkour et al. 2013; Fjell et al. 2014).
In this respect, our result in the frontal lobe are of special
interest as this largely resembles the AD-specific pattern of the
IFS and the adjacent precentral sulcus that has reported to be
distinct from aging-associated atrophy more localized to the
IFG (Bakkour et al. 2013). In fact, the thinning in the inferior
frontal cortex particularly reflected brain regions affected in
incipient AD as compared to later stages of mild and moderate
AD in which other brain regions showed predominant structural
decline (Frisoni et al. 2009). Considering a continuum ranging
from normal to diseased states of neurodegeneration (Liddell
et al. 2007; Reinvang et al. 2013), our finding could represent a
pattern of cortical thinning in normal aging that is driven by

genetic factors relevant for AD located at the disease end of the
spectrum. Our results thus extend previous findings of MCI and
AD to the normal end of the spectrum, arguing in favor for a
continuum of changes in brain structure from healthy aging to
neurodegeneration determined by orchestrated genetic risk for
AD.

Another reason why such diverse atrophy patterns have been
found in individuals carrying genetic risk factors for AD may
be the heterogeneity of symptomatology at the beginning of
AD. While typically dominated by episodic memory loss, late-
onset AD might manifest with a diversity of symptoms affecting
several cognitive domains, including dyspraxia, executive dys-
function, literacy, and language problems, as well as visuospatial
and visuoperceptual dysfunctions (Galton et al. 2000; Dubois
et al. 2010; McKhann et al. 2011; van der Flier et al. 2011; Crutch
et al. 2012). This has been systematically assessed in a study with
about 8000 patients (Barnes et al. 2015), showing a considerable
heterogeneity in the first cognitive or behavioral symptoms
associated with AD, with cognitive symptoms (language, prob-
lem solving, and visuospatial dysfunction) yielding larger ORs.
However, it has not been investigated if these dysfunctions are
accompanied with deficits in the underlying brain structure.
Hence, our results in the occipital cortex are highly interesting
since 60% of dementias with visual dysfunction are attributable
to AD (Armstrong and Kergoat 2015). In late MCI, first atrophy
rates in the visual system can be detected at the lingual gyrus
and lateral occipital cortex (McDonald et al. 2009). In incipi-
ent AD, atrophy spreads further at the medial occipital cortex
(Frisoni et al. 2009), especially in the cuneus (McDonald et al.
2009). The severe atrophy in the visual system has been found
at the occipital pole in moderate AD (Frisoni et al. 2009).

It is noteworthy that the common pattern was mainly driven
by the APOE-ε4 allele since the APOE-specific analysis yielded
almost the same pattern as found for the overall analysis. The
additional bilaterality of the medial occipital cluster might be
a matter of counteracting effects from genetic variants in the
GRS total, which are absent in the single-locus analysis of APOE,
thus potentially allowing for a more expanded pattern. To reveal
such counter-acting effects from individual and/or subgroups
of SNPs, we prepared uncorrected CT maps where the APOE
effects and subtle effects from other SNPs were clearly visible
(Supplementary Fig. S3). Using a comparable GRS approach to
investigate effects of biological pathways, Darst et al. (2016) have
found APOE as being the driving factor for cognition function
and beta-amyloid deposition in older individuals with increased
risk for AD. Moreover, our results showed that a statistical
adjustment against the APOE effect in the overall and pathway-
specific analyses resulted in negative findings, apart from a
thinning in the posterior parietal cortex (precuneus) in the GRS
analysis for APP metabolism. A plausible explanation for these
observations is that the e4 allele, as tagged by SNP rs2075650, has
a comparably strong OR of 2.53. We assume that the remaining
mix of effects (ORs between 1.22 and 0.77) was not strong enough
to withstand correction for multiple comparisons. Hence, our
results provide further evidence for a key role of APOE in AD-
associated alterations and pathology. To further disentangle
these aspects, future analyses with larger and longitudinal data
are warranted.

Pathway-Specific Variations of the Common Pattern

The stratification of the overall effects (GRS total) into pathway-
specific effects facilitated the discovery of 2 variations of the
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common pattern. The common pattern was generally found
symmetrically in both hemispheres (Lehmann et al. 2011;
Mak et al. 2015), but partially also slightly right-lateralized
in AD patients (Dickerson et al. 2009). While methodological
reasons cannot be excluded, such as threshold or power issues,
a biological underpinning might also be plausible. Our results
might add up to this discussion from a genetic perspective.
While the common pattern observed in the overall and APOE-
specific analyses revealed an inconclusive picture in terms of
lateralization, the APP metabolism and cholesterol metabolism
analyses led to symmetrical, bilateral patterns in both inferior
frontal and posterior temporal cortex. With the common
pattern being mainly driven by APOE, it might be the case that
other genetic variants could have partially counteracted the
detrimental APOE effect, leading to non-significant thinning
effects in one side of the brain, as discussed above. Both
cholesterol metabolism and APP metabolism, contrarily, contain
only a few variants in addition to APOE-e4. This might have led
to more regions where thinning becomes significant, e.g., due
to variation in ABCA7 and INPP5D which might have enhanced
the APOE effect.

A unique pattern was identified in the GRS analysis for
endocytosis, where a cortical thinning in the left ACC and aMCC
was found, while cortical regions occurring within other atrophy
patterns were spared. While a tendency towards such a pattern
could be recognized in AD patients compared to healthy con-
trols (Mak et al. 2015), the same study revealed a much more
prominent association within this brain region: AD patients with
pronounced deficits in visuospatial memory had predominant
cortical atrophy particularly in the left ACC and adjacent aMCC.
Involved in a variety of functions and emotional regulation, the
ACC/aMCC region is also involved in cognitive and executive
control, particularly for tasks with high working memory load
(Paus et al. 1998; Umemoto and Holroyd 2016), which appears
to be particularly impaired in AD patients and associated with
respective cortical atrophy in this brain region (Mak et al. 2015).

The remaining pathway analyses (MAPT metabolism,
cytoskeleton, immune response) did not reveal any significant
CT change. Reasons may be small sample size, stringent
control for multiple comparison, counteracting genetic effects,
and biological cause. Since MAPT metabolism was the only
pathway of tau pathology in the present study it might be an
interesting gene set for more detailed assessment in future
studies.

Strengths, Limitations, and Concluding Remarks

Given that CT is sensitive for GM changes and the investigated
loci most likely contribute to AD susceptibility, we quantified the
effects of the underlying common genetic variation on CT using
a targeted GRS. This kind of GRS that solely based on a small set
of highly selected SNPs has been proven successful in several
studies of cognition and brain structure (Sabuncu et al. 2012;
Verhaaren et al. 2013; Darst et al. 2016; Habes et al. 2016; Harrison
et al. 2016; Louwersheimer et al. 2016). Of these, only Sabuncu
et al. (2012) have focused on aging, AD risk, and CT in selected,
clinically normal individuals. Our study sample, however, was
drawn from a population-based cohort and no exclusion criteria,
except MRI safety reasons, were applied. Therefore, our results
reflect an association between genetic risk for late-onset AD and
CT across a wide spectrum of normally aging older individuals.
We did not replicate the findings in an independent sample.
However, our sample was 5 times larger than that of the Sabuncu

et al. (2012) study. Moreover, we used a very stringent statistical
threshold for selection of AD-associated SNPs (genome-wide
significance in GWAS of AD) to allow in-depth investigation
of literature-supported biological pathways underlying changes
of cortical structure in normal aging. We did not investigate
the relation between the total and pathway-specific GRS with
cerebrospinal fluid biomarkers for beta-amyloid peptide and
tau protein, as no such data were available for our sample
(1000BRAINS). Since previous studies have sought for associa-
tion between such biomarkers and brain structure and function
(e.g., Sabuncu et al. 2011; Sabuncu et al. 2012; Darst et al. 2016),
this will be an interesting aspect for follow-up studies using
suitable study samples.

Based on the outcome of our study, we conclude that in
later decades of life, susceptibility for AD may explain a fraction
of the inter-individual variability of CT suggesting a partially
overlapping genetic basis for structural brain changes within the
spectrum from normal aging to neurodegenerative disease. Due
to the complexity of biological processes underlying the asso-
ciation between APOE and late-onset AD as well as APOE and
non-pathological aging (Reinvang et al. 2013), longitudinal and
larger studies are warranted to further dissect the association
between AD and cortical thinning in older individuals.

Supplementary Material
Supplementary material is available at Cerebral Cortex online.
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