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1. EINLEITUNG

Die autistische Stérung und verwandte Erkrankungen sind héaufige, erbliche und
pathophysiologisch wenig verstandene Storungen der Entwicklung, deren Privalenz in der
Bevolkerung seit zwei Jahrzehnten erheblich ansteigt. Erkrankungen des autistischen
Spektrums finden ihren Ausdruck bereits ab dem frithen Kindesalter in Storungen der sozialen
Interaktion, Kommunikation, sensorischen Integration, sowie in rigiden, stereotypen
Verhaltensweisen. Da die Ursachen unbekannt sind — vermutet werden eine sehr stark
genetisch geprégte Vulnerabilitit in Interaktion mit Umweltfaktoren - existiert auch noch
keine kausale Therapie. Die zur Verfligung stehenden ergo-, verhaltens-, pharmako- und
psychotherapeutischen Verfahren stellen zwar einen groflen Fortschritt dar, reichen jedoch
nicht aus, um den meisten Patienten ein eigenstindiges Leben zu ermoglichen. Neuere
genetische und elektrophysiologische Erkenntnisse suggerieren eine wahrscheinliche Rolle
des zelluldren Calciumstoffwechsels in der Atiologie des Autismus. Ziel dieser Arbeit war es,
in einem Pilotansatz die Assoziation von Erkrankungen des autistischen Spektrums mit den
Genen der B-Untereinheit (CACNB1, CACNB2, CACNB4) von spannungsaktivierten

Calciumkanilen zu tiberpriifen.

1.1. Autismus und verwandte Storungen

1.1.1. Uberblick:

Leo Kanner beschrieb 1943 in Baltimore erstmals das Krankheitsbild des ,.frithkindlichen
Autismus®, welches heute auch als autistische Stérung bezeichnet wird. [hm waren Patienten
mit mentaler Retardierung und extremer sozialer Isolation aufgefallen, welche nicht durch
ihre Entwicklungsumstinde erkldrbar waren [Kanner L, 1943]. Den Begriff Autismus leitete
er von einem durch Eugen Bleuler formulierten Kriterium der Schizophrenie ab, dem Verlust
an sozialem Interesse. Zur friithkindlichen autistischen Stérung synonyme Begriffe sind heute
das ,,Kanner-Syndrom* und der ,Kanner-Autismus“. Im Jahr 1944 veroffentlichte Hans
Asperger in Wien die Erstbeschreibung der ,autistischen Psychopathie an vier Jungen
[Asperger H, 1944]. Die Storungen galten lange als selten und wurden bis in die 1970er und
1980er Jahre zwar weiter erforscht, jedoch nicht in erheblichem Umfang. Lorna Wing fiihrte
1981 den Begriff des “Asperger-Syndroms” (AS) ein [Wing L, 1981]. Die autistische Storung

wurde 1980 in die dritte Auflage des diagnostischen und statistischen Manuals psychischer



Storungen der American Psychiatric Association (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Diseases, DSM-III) aufgenommen, das Asperger-Syndrom folgte im DSM-IV (1994) und in
der zehnten Revision der von der Weltgesundheitsorganisation (World Health Association,
WHO) herausgegebenen, internationalen Klassifikation der Erkrankungen (International
Classification of Diseases - ICD-10, 1992). In jiingerer Zeit wurden die Begriffe ,,High
Functioning Autism“ (HFA) und ,,Low Functioning Autism*“ (LFA) eingefiihrt. Die in der
aktuellen Version des DSM (DSM-IV-TR) als ,,autistische Stérung®, im ICD-10 hingegen als
nfrihkindlicher Autismus® bezeichnete Erkrankung ist die bekannteste Erkrankung aus dem
Spektrum  der in den  genannten  Klassifikationen unter ,tiefgreifenden
Entwicklungsstorungen® (,,pervasive developmental disorders, PDD) aufgefiihrten
Storungen. Hierzu gehoren neben der autistischen Storung auch das Asperger Syndrom, das
Rett-Syndrom, die kindliche desintegrative Storung und nicht weiter klassifizierte
schwerwiegende Entwicklungsstorungen (pervasive development disorders not other
specified, PDDNOS). Zu den PDDNOS wird heute auch der derzeit weder im DSM-IV-TR
noch im ICD-10 erwéhnte ,high functioning autism“ gezdhlt, welcher Merkmale des
Asperger- und Kanner-Syndroms aufweist. Die autistische Storung, das Asperger-Syndrom
und die PDDNOS werden oft fiir wissenschaftliche Studien als ,,Autismus-Spektrum-
Strorungen® (Autism Spectrum Disorders, ASD) zusammengefasst. Ob es sich bei den
verschiedenen Formen von ASD um ein Kontinuum derselben Erkrankung oder mehrere
unterschiedliche Erkrankungen handelt, ist derzeit Gegenstand wissenschaftlicher
Kontroverse. Die Mehrzahl der Autoren geht derzeit davon aus, dass es sich bei ASD um
verschiedene Ausprigungen derselben Grundstdrung handelt [Volkmar FR, 2004]. Auch
unsere Studie befasste sich daher mit ASD als Gesamtbild. Grundlegende Merkmale der
PDDs sind nach DSM-IV und ICD-10 (1) Beeintrachtigungen der sozialen Interaktion, (2)
Storungen der Kommunikation und (3) eingeschrinkte Interessen und stereotype
Verhaltensmuster. Nicht in den Klassifikationsmanualen aufgelistet, jedoch bei PDD héufig,
sind (4) Schwierigkeiten der sensorischen Integration. Autismus stammt vom griechischen
Wort ,,Autos®, deutsch “selbst®. ,,Autismus* bedeutet ,,Selbstbezogenheit”. Wird der Begriff
des Autismus nur als Symptom und nicht als eigene Erkrankung genutzt, tritt er in mehreren
erworbenen psychischen Erkrankungen auf, darunter auch der Schizophrenie. AuBlerdem kann
Autismus als Begleitsymptom angeborener, mit mehreren Symptomen einhergehender,
syndromaler Erkrankungen auftreten, z.B. des fragilen X-Syndroms, der tuberdsen Sklerose
oder des seltenen Timothy-Syndroms [Brown WT, 1982; Mansheim P, 1979; Splawski I,

2004]. Stellt Autismus das Leitsymptom dar und manifestiert es sich bereits in der frithen



Kindheitsentwicklung, liegt mit hoherer Wahrscheinlichkeit eine Storung aus der Gruppe der
PDDs nach DSM-IV vor als eine syndromale Erkrankung mit begleitendem Autismus. Die
autistische Storung als eigene Erkrankung letztlich kann nur diagnostiziert werden, wenn eine

Reihe von Kriterien erfiillt sind, hierzu mehr unten.

1.1.2. Epidemiologie

ASDs gehoren laut aktuellen Metaanalysen, welche 32 Studien zwischen 1966 und 2001
erfassen, zu den haufigsten kindlichen Entwicklungsstérungen und die Haufigkeit nahm in
den letzten Jahren drastisch zu [Fombonne E, 2003; 2005]. Die Gesamtpridvalenz fiir PDD
wird derzeit auf ~27,5/10.000 geschéatzt. Wiirde diese Pravalenz auf Deutschland angewandst,
wiirden hier ~220.000 Autisten leben. Alle genannten Prdvalenzschitzungen werden von
Fombonne als konservativ bezeichnet, immerhin geben einige in die Metaanalyse
eingegangene Studien PDD-Préavalenzen von >50/10.000 an. Fombonne und Kollegen selbst
etwa nahmen in einer eigenen Studie eine PDD-Privalenz von 62,6/10.000 an [Chakrabarti S,
2001]. Powell und Kollegen [Powell, 2000] ermittelten zwischen 1991 und 1996 eine
Inzidenz von 8,3 Neuerkrankungen pro 10.000 Einwohnern/Jahr, wobei die Rate an neu
aufgetretenem frithkindlichem Autismus jdhrlich um 18%, die fiir andere ASD sogar jahrlich
um >50% anstieg. Dies wird vor allen Dingen er verbesserten Diagnostik und dem
gestiegenen Bekanntheitsgrad der Storung zugeschrieben, allerdings werden auch verédnderte
Umweltbedingungen als Ausloser des Anstiegs diskutiert. Gemeinhin wird jedoch
angenommen, dass v.a. die Zahl der diagnostizierten Fille ansteigt, nicht aber die Zahl der
Erkrankungen selbst — eine in den Massenmedien teilweise verkiindete ,,Autismus-Epidemie*
existiert demnach nicht. Andererseits wird es als wahrscheinlich angesehen, dass die Anzahl
undiagnostizierter Fille immer noch hoch ist, insbesondere bei Betroffenen mit milder
Krankheitsauspragung. Fir PDDNOS nimmt Fombonne eine Prévalenz von minimal
15/10.000 an. Die Priavalenz von AS ist seltener, vermutet werden ~2,5/10.000. Das Rett-
Syndrom und die kindliche desintegrative Storung sind mit Pravalenzen von <1/10.000 recht
selten. Zwischen verschiedenen Ethnien, Rassen oder sozialen Schichten scheint es in Bezug
zur Priavalenz von PDD keine Unterschiede zu geben. Regional begrenzte Ausbriiche von
ASD wurden zwar immer wieder beschrieben, konnten jedoch nie deutlich nachgewiesen
werden [Wing L, 2002]. Die Mehrheit der PDD-Patienten sind Jungen. Das
Geschlechterverhéltnis (méannlich: weiblich) liegt fiir die autistische Stérung, AS und

PDDNOS bei 3-5:1. Das Rett-Syndrom allerdings tritt fast nur bei Frauen auf. Die



frithkindliche autistische Storung, das Rett-Syndrom und die kindliche desintegrative Stérung
manifestieren sich bereits vor dem dritten Lebensjahr, AS und PDDNOS allerdings nach dem
dritten Lebensjahr. Bei vielen Patienten wird die Erkrankung erst im Erwachsenenalter

diagnostiziert.

1.1.3. Atiologie
Die Atiologien der kindlichen autistischen Stérung, des AS, der PDDNOS und der sehr

seltenen kindlichen desintegrativen Storung sind weitgehend unbekannt.

Rett-Syndrom und MECP2

Als Ausloser des Rett-Syndroms hingegen konnten Mutationen im MECP2-Gen auf dem X-
Chromosom nachgewiesen werden [Amir E, 1999]. Das MECP-2 Gen kodiert fiir Methyl-
CpG-Binding Protein 2, ein Kontrollprotein der Histon-Deacetylase, welche einen
bedeutenden Regulator der Genregulation darstellt. Missense-Mutationen und Trunkierungen
des Gens fithren zu einem Funktionsverlust im MeCP2-Protein, was zu einer Dysregulation
von bisher nicht vollstindig identifizierten Genen der Hirnentwicklung Anlass gibt. Die
Kinder entwickeln sich 1-2 Jahre lang normal, dann aber sistiert die Entwicklung oder aber
bereits erworbene Fahigkeiten, etwa der Kommunikation, gehen wieder verloren [Olsson B,
1985]. Unsere Studie widmete sich der Aufklirung der Atiologie von ASDs im engeren
Sinne. Die selteneren Erkrankungen ,kindliche desintegrative Stérung* und ,,Rett-Syndrom*
wurden in dieser Arbeit daher nicht beriicksichtigt. Dennoch diirfen sie in dieser Einleitung
nicht fehlen, da die Aufklarung der Pathophysiologie des RS und der CDD wichtige Hinweise
auf die anderer PDD liefern konnten. In einem Maus-Modell des RS konnten kiirzlich per
Gentherapie mehrere neurologische Defizite aufgehoben werden, ein wegweisender Erfolg

[Guy J, 2007].

Eine gingige Hypothese zu ASDs geht davon aus, dass die vielfdltigen Symptome eine
gemeinsame Endstrecke verschiedener neuropathologischer Prozesse darstellen. Tatsdchlich
sind ASD, v.a. der frithkindliche Autismus in schwerer Auspridgung, mit zahlreichen anderen

Erkrankungen des ZNS assoziiert.



Begleiterkrankungen

Die héufigste Begleiterkrankung von ASDs ist die Epilepsie. Sie betrifft, je nach Studie, 7%-
46%, im Mittel also ~26% der Patienten. Die Privalenz von Epilepsie bei nicht autistischen
Kindern betrdgt hingegen <2-3%. Bei weiteren ~25% der Kinder mit ASD finden sich
zumindest Auffilligkeiten im EEG [Canitano R, 2006]. Patienten mit friihkindlichem

Autismus sind von manifesten Epilepsien haufiger betroffen als Patienten mit AS.

~6% der ASD-Fille treten im Gefolge verschiedener gut charakterisierter, hirnorganischer
Erkrankungen auf [Fombonne E, 2003]. Hierzu gehoren u.a. Tuberdse-Sklerose-Komplex,
fragiles-X-Syndrom, Phenylketonurie, Neurofibromatose, Trisomie 21, Rubella connata,
sowie seltene, angeborene Storungen wie das Timothy-Syndrom. Patienten mit ASD und
zusitzlichen Hirnerkrankungen weisen haufiger eine Epilepsie auf als Patienten mit ASD

ohne Begleiterkrankungen.

Erziehung

Kanner und andere Autismusforscher der ersten Stunde gingen von der Hypothese aus, dass
die Erziehung im Elternhaus, v.a. eine iiberméBig kiihle Mutter (,,Kiihlschrankmutter*), an der
Entwicklung zum Autisten entscheidend beteiligt sei. Kanner vermutete aulerdem, dass
autistische Kinder v.a. aus gesellschaftlich erfolgreichen Elternhdusern stammten, was jedoch
durch moderne epidemiologische Studien widerlegt werden konnte [Schopler E, 1979; Wing
L, 1980; Fombonne E, 2003]. Sorgfiltige Familienanalysen fiihrten spéter zum ,,Freispruch®
der Eltern im Hinblick auf die Genese des Autismus. Dem erzieherischen Einfluss der Eltern,
wie auch des {ibrigen sozialen Umfelds, wird dennoch weiterhin ein erheblicher Einfluss auf
den Verlauf und die Prognose der Erkrankung zugesprochen [Diggle T, 2003]. Heute werden
ASD als genetische Erkrankungen mit unklarem, jedoch hohem Einfluss der Erziehung und

anderer Umwelteinfliisse angesehen.

Andere Umweltfaktoren

Zu den am hiufigsten diskutierten, nicht erziechungsabhingigen Umweltfaktoren, die zu ASD
fithren sollen, zdhlen Impfungen und Quecksilberbelastungen, insbesondere durch Thimerosal
als Zusatz in Impfungen und durch miitterliche Amalgamfiillungen; des Weiteren auch
Schwermetallbelastungen der Atemluft. Obgleich zahlreiche Studien zu dem Thema
durchgefiihrt wurden und weiterhin werden, existieren bislang keine klaren Anzeichen,

welche die Hypothese vom ,,Impf-Autismus* oder ,,Quecksilber-Autismus* klar untermauern



wiirden. Die Angelegenheit wird weiterhin kontrovers diskutiert [Mutter, 2005; Taylor B,
2006; Doja A, 2006; Windham GC, 2006].

1.1.4 Genetik

Analysen zur Erblichkeit neuropsychiatrischer Erkrankungen gehen mit einigen
Besonderheiten einher, da der Umwelt und Erziehung bei der Entwicklung psychischer
Storung eine groBe Rolle zugeschrieben wird. Ubliche Ansitze umfassen Familienanalysen,
Zwillingsstudien, Adoptionsstudien und Studien an getrennten Zwillingen. Die letzten beiden
Verfahren werden als die aussagekriftigsten Varianten angesehen, wurden fiir Autismus
jedoch bisher nicht durchgefiihrt. Zwillingsstudien, ein Verfahren bei denen das familidre
Wiederauftreten von Erkrankungen, die Rekurrenz, bei monozygoten (MZ) und dizygoten
(DZ) Zwillingen, die gemeinsam aufgewachsen sind, gemessen wird, zeigten eine Rekurrenz
von 33-96% fiir MZ und von 0-30% fiir gleichgeschlechtliche DZ [Bailey A, 1995; Folstein
S, 1977; Ritvo ER, 1985; ]. Betroffene Geschwister zeigen selten den exakt selben Phinotyp.
Oftmals liegen bei einem Geschwisterkind von Autisten allerdings isolierte Kommunikations-
und Interaktionsstorungen ohne stereotypes Verhalten vor [Le Couteur A, 1996]. Diese
Ergebnisse sprechen deutlich fiir die These des vererbbaren Autismus, gleichzeitig jedoch
gegen einen klassischen, mendelschen Erbgang. Die Erblichkeit wird derzeit nach

Auswertung mehrerer Studien auf ~90% geschitzt.

Genomweite Analysen

Der hiufigste Ansatz zur Auffindung eines pradisponierenden Genlocus fiir hereditire
Erkrankungen besteht in der Identifikation chromosomaler Regionen oder DNA-Sequenzen,
welche bei betroffenen Familienmitgliedern (Kopplung) oder bei betroffenen Individuen im
Allgemeinen (Assoziation) hiufiger auftreten als es zufallsbedingt zu erwarten wére [Lander
E, 1995; Strachan T, 2004]. Stammbiume auf Abweichungen von Mendels zweiter Regel
(Regel der Spaltung) zu durchsuchen ist die Methode der Wahl zur Suche nach dominant oder
rezessiv vererbten Erkrankungen und mit dieser Methode konnten die Vererbungsginge
zahlreicher Erkrankungen entschliisselt werden. Im Falle von komplex vererbten
Erkrankungen limitieren mehrere Faktoren den Ansatz, v.a. die potentielle Locus- und
Allelheterogenitidt, sowie variable EffektgroBe der verschiedenen  genetischen
»Risikovarianten®. Heute gilt Konsens iiber die Annahme, dass ASD nicht auf einer einzelnen

genetischen Variante, sondern auf multiplen, interagierenden genetischen Varianten basieren,



wie frithere Segregationsanalysen zeigten [Jorde LB, 1991; Bailey A, 1995]. Um diese zu
finden, wurden ohne Vorannahme eciner bestimmten Lokalisation oder eines bestimmten
Vererbungsmodus mehrere genomweite Kopplungsstudien durchgefiihrt, bei denen die
Kopplungen ausgewdhlter Marker untereinander verglichen werden. Ziel der
Kopplungsanalysen ist, bestimmte, bei Erkrankten gehduft vorkommende Kopplungsmuster
zu identifizieren. Ausgedriickt wird die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung der Erkrankung
mit einem der eingesetzten Marker im LOD-Score (Logarithm Of The Odds). Ein LOD-Score
von 3 etwa steht fiir eine tausendfach erh6hte Wahrscheinlichkeit, dass zwei Merkmale
aufgrund einer Kopplung und nicht durch Zufall gemeinsam vererbt wurden. In
Kopplungsstudien gelten LOD-Scores >3,3 als signifikant, LOD-Scores zwischen 1,0 und 3,3
als verdachtig. In einem aktuellen Review analysierten Mao Sheng Yang und Michael Gill die
Daten aus 14 genomweiten Kopplungsstudien [Yang MS, 2007]. In diesen Studien erreichten
insgesamt 8 Loci das Signifikanzniveau von LOD>3,3, hingegen fielen 86 Loci in den
suggestiven Bereich. 16 der auf diese Weise identifizierten Regionen von Interesse erreichten
in drei oder mehr Studien suggestive oder signifikante LOD-Scores >1,0. In diesen Regionen
kann die hochste Wahrscheinlichkeit fiir das Auffinden von am Autismus é&tiologisch
beteiligten Genverdnderungen erwartet werden. Fiir unsere eigene Studie relevante Regionen
sind die mehrfach als signifikant auffdlligen Regionen 2q24.1-2q33.1; die nahe am Gen
CACNB4 auf Chromosom 2q22-2q23 liegt [IMGSAC, 1998; 2001; Philippe, 1999], sowie
10p12.1-10p14, hier liegt das Gen CACNB2 [IMGSAC, 1998; Buxbaum JD, 2004; Risch N,
1999]. Die Region, in welcher CACNBI liegt, ndmlich 17q21-17q22, liegt im zumindest in
zwei Studien als suggestiv beschriebenen Bereich [IMGSAC, 2001; McCauley, 2005]. Die
Regionen 2p11.2-2q12; 10p12-10q11.1 und 17p11.2-17q12, also Regionen, welche respektive
die Gene CACNB4, CACNB2 und CACNBI1 beinhalten, waren bereits 2005 in einer
fritheren, 9 Kopplungsstudien beriicksichtigenden Metaanalyse von Trikalinos und Kollegen
als besonders wahrscheinliche Orte von genetischen Verdnderungen von Autisten beschrieben

worden, siche Abb. 1 [Trikalinos TA, 2005].
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Abb. 1) Uberblick iiber eine Metaanalyse verschiedener Kopplungsstudien. Hohe
ranggerichtete Mittelwerte beziiglich des Autismusrisikos nehmen u.a. die Regionen 2q23.2,
10p12 und 17q12 ein, in welchen u.a. die Gene der Calciumkanal-f-Untereinheiten CACNBI,
-2 und -4 liegen [Abbildung basiert auf Trikalinos TA, 2005]

Alle in Yangs Review und Trikalinos Metaanalyse eingeflossenen Studien wiesen die
Limitation relativ kleiner Fallzahlen auf. Im Mairz 2007 publizierte das Autismus Genome
Project Consortium die Ergebnisse der grofften bisher durchgefiihrten Kopplungsstudie, in
welche 1168 Familien aus 9 Staaten in Nordamerika, Stid- West- und Mitteleuropa integriert
wurden. In dieser Studie zeigte sich keine Kopplung mit fiir unsere Arbeit relevanten
Regionen, allerdings geben die Autoren selbst zu, gro3e Marker-Abstinde von im Median 1,3
Mbp Linge genutzt und damit moglicherweise viele der untersuchten Events, ndmlich
submikroskopische Copy-Number-Variationen (CNV) verpasst zu haben [Autism Genome
Project Consortium, 2007]. Eine weitere Studie untersuchte 264 betroffene Familien auf bei
Autisten de novo aufgetretene CNVs [Sebat J, 2007]. Die Auflésung betrug hier 35kb und
war damit ausgesprochen hoch. In 10% der Autisten, jedoch nur 1% der Kontrollen, wurden
neuartige CNVs gefunden, meist Deletionen. Die Autoren postulieren, dass CNVs eine
wichtige Rolle im Autismus spielen und sowohl die Gene in den variablen Bereichen selbst
wie auch benachbarte Gene, deren Kontroll- und Regulatorsequenzen in den variablen
Bereichen liegen konnten, in die Pathogenese des Autismus involviert sein konnten.
Beachtenswert fiir unsere Arbeit ist daher eine CNV in Chromosom 2q24.2, welche in der

Néhe von CACNB4 auf Chromosom 2q22-23 liegt.



Die bisherigen Metaanalysen und Reviews weisen deutliche Limitationen in der Aussagekraft
auf, da die eingeflossenen Studien oftmals verschiedene genetische Marker, statistische
Methoden, ethnische Populationen und Fallzahlen beinhalteten. Die bisher grofite
Kopplungsstudie wird durch relativ grobe Markerabstidnde limitiert. Einige Studien widmeten
sich bereits der Feinkartierung von besonders interessant erscheinenden Regionen, indem die
genetischen Marker besonders eng gewdhlt wurden. Cantor, Stone und Kollegen [Cantor RM,
2005; Stone JL, 2007] etwa postulierten anhand einer Studie mit 345 betroffenen Familien
eine besonders hohe Kopplung mit Chromosom 17g21, der Region, in welcher auch das Gen
CACNBI liegt, konnten jedoch keines der dort ansdssigen Gene direkt mit ASDs in
Verbindung bringen.

Kopplungsstudien basieren auf Analysen betroffener Familien und werden zu
Untersuchungen von komplex genetischen Erkrankungen als weniger geeignet angesehen als
die auf Populationsanalysen basierenden Assoziationsstudien. Letztere werden bei gleicher
Fallzahl als statistisch aussagekréftiger eingestuft [Risch NJ, 2000]. Allerdings sind eine weit
hohere Anzahl an Markern und kiirzere Markerabstinde notwendig, weshalb die Studien
aufwindiger als Kopplungsstudien sind und bis vor kurzem gar nicht auf Basis des gesamten
Genoms durchgefiihrt werden konnten. Gemeinhin werden die Ergebnisse in einer Fallgruppe
mit einer zur Vermeidung von Stratifizierungseffekten sorgfiltig ausgesuchten
Kontrollgruppe aus derselben Population verglichen, z.B. 100 mitteleuropéische Patienten mit

ASD gegen 100 mitteleuropdische, nicht verwandte Kontrollen ohne ASD.

Noch etwas hoher in der Aussagekraft, jedoch auch anspruchvoller in der Fallzahl, sind
familienbasierte Assoziationsstudien im Verfahren des Transmisions-Disequilibrium-Tests
(TDT), in welchem die Genotypen der Fallgruppe mit den elterlichen heterozygoten
Genotypen verglichen werden. Die funktionelle Einheit der TDTs sind ,, Triplets* aus Mutter,
Vater und betroffenem Kind. TDTs vereinen die Vorteile der Kopplungs- und
Assoziationsstudie. In einer auf den Férder-Inseln an 12 ASD-Patienten durchgefiihrten
allerersten genomweiten Assoziationsstudie [Lauritsen MB, 2006] erreichten 18 Loci ein
signifikantes Assoziationsniveau von p<0,01. Darunter befanden sich - besonders relevant fiir
unsere Arbeit - die Regionen 2q31.1, nahe gelegen an CACNB4, sowie 10p.23-10q11, nahe
gelegen an CACNB2.



Chromosomenanomalien

Vor der Verfiigbarkeit von Kopplungs- und Assoziationsstudien stellten Untersuchungen auf
Chromosomenanomalien das wichtigste Verfahren zur Suche nach Genverdnderungen dar.
Tatsdchlich konnten die auslosenden Gene vieler Erkrankungen anhand chromosomaler
Strukturverdnderungen identifiziert werden: Finden sich in einigen Féllen einer Erkrankung
deutliche chromosomale Verdanderungen, ist eine Involvierung der in der verédnderten Region
gelegenen Gene als wahrscheinlich anzusehen und alle Gene in der Néhe strukturell
verdnderter Chromosomenregionen stellen potentielle Kandidatengene dar. Tatsdchlich lassen
sich in ~5% der Félle von ASD mikroskopisch erkennbare Chromosomenabberationen wie
Translokationen, Inversionen, Deletionen und Duplikationen nachweisen. Solche
Verdnderungen, jede fiir sich betrachtet sehr selten, wurden auf allen Chromosomen entdeckt
und umfassten sowohl terminale als auch interstitielle Bereiche. Auf den Chromosomen der
CACNB-Gene (2p, 10p und 17q) fanden sich ebenfalls Verdnderungen [Castermans D, 2004].
Mikroskopisch erkennbare Abberationen umfassen oft mehrere hundert Gene und
Regulatorregionen. Die hohe Variabilitit der mit ASD assoziierten, mikroskopisch sichtbaren,
strukturellen Chromosomenverdnderungen unterstreicht die Komplexitidt der Erkrankung:
Viele Chromosomenanomalien kdnnen phénotypisch als identisch klassifizierte Storungen
bedingen! Eine Vielzahl submikroskopischer Abberationen, erst seit wenigen Jahren
untersuchbar, insbesondere Copy Number Variationen, finden sich in ~10% der Patienten mit

ASD, teils in Nachbarschaft mit CACNB-Genen [Sebat J, 2007]

Gonosomen

Aufgrund der deutlich erhéhten Héufigkeit der Erkrankung bei Jungen und des Auftretens
autistischer Symptome im Rahmen des fragilen X-Syndroms wurde bereits frith eine
Assoziation mit dem X-Chromosom vermutet. Mittlerweile wurden zahlreiche Fille der
Ubertragung vom Vater auf den Sohn bekannt, womit eine X-Assoziation als
unwahrscheinlich anzusehen ist. Des weiteren erwahnenswert ist, dass sich in den zahlreichen
Kopplungs- und Assoziationsstudien, die zur Aufklirung der ASD durchgefiihrt wurden,
wenn Uberhaupt nur schwache Hinweise auf eine X-Assoziation fanden. Dasselbe gilt fiir das
Y-Chromosom. Eine Involvierung der Gonosomen X und Y ist nicht ausgeschlossen, die
Autosomen jedoch erscheinen als Ursprungsort der Stérung wahrscheinlicher [Hallmayer J,

1996; Jamain S, 2002].



Kandidatengene

Das gemeinsame Ziel von Chromosomen-, Assoziations- und Kopplungsstudien besteht darin,
Regionen zu identifizieren, in denen eine &tiologisch bedeutsame genetische Variante mit
hoher Wahrscheinlichkeit vorkommt. Werden derartige Regionen identifiziert, nimmt in
vielen Fillen eine typische Sequenz von Forschungsprojekten ihren Lauf, um nun das
verantwortliche Gen zu finden. Meist wird zunéchst versucht, die identifizierten Loci in
erneuten Analysen mit engeren Markerabstinden feiner einzugrenzen. Gleichzeitig beginnen
Uberlegungen iiber die Funktion der bekannten Gene, die in den auffilligen Bereichen liegen.
Eine Kernfrage ist, welche Verdnderungen bei einem Ausfall der Gene zu erwarten wire — im
Falle von ASD: ,,Welche der Gene in der auffilligen Region sind in die zentralnervise
Funktion oder Entwicklung involviert?“. Die ,,viel versprechenden Kandidaten werden nun
amplifiziert und sequenziert, etwa flir Prozesse der Synaptogenese oder zelluldren
Informationsverarbeitung etc. entscheidende Gene bzw. Genabschnitte. Die typische
Reihenfolge der Suche nach genetischen Verdnderungen lautet also: (1) ,,Auf welchem
Chromosomenabschnitt liegt die Storung“. (2) ,,Welche Region ist genau betroffen und
welche Gene liegen in dieser Region? (3) ,,Welche Gene scheinen von der angenommenen
Funktion her als plausible Kandidaten fiir eine Involvierung in der Erkrankung?* und (4)

,weisen die Kandidaten tatséchlich Verdnderungen auf?*

Im Umkehrschluss konnen jedoch auch a priori Hypothesen iiber die Involvierung bestimmter
Gene formuliert werden. Sie werden insbesondere dann als plausibel angesehen, wenn (1)
Mutationen im selben oder in verwandten Genen dhnliche Erkrankungen ausldsen konnen, (2)
wenn das Kandidatengen erwiesenermallen eine Schliisselrolle in einer in der Erkrankung
gestorten Funktion einnimmt, zumindest sofern die Gene bekannter Weise im durch die
Erkrankung betroffenen Gewebe exprimiert werden und (3) wenn die Gene in aus bereits
durchgefiihrten Kopplungs- und Assoziationsstudien bekannten Kandidatenregionen liegen
[Tabor HK, 2002]. Bisher konnte kein menschliches Gen eindeutig als Ausloser von ASD
identifiziert werden, allerdings wurden mehr als 90 Kandidatengene identifiziert und auf
Assoziation mit ASD hin untersucht. Viele der in Autismusstudien untersuchten
Kandidatengene liegen in der Nidhe von, nicht aber direkt in Regionen, die von
Chromosomenanalysen und Kopplungsstudien her als hoch suszeptibel gelten. Jamain und
Kollegen etwa beschrieben 2003 eine Mutation der in die Synapsenfunktion involvierten X-

chromosomal lokalisierten Neuroligin-Gene NLGN2 und NLGN3 in autistischen



Geschwistern [Jamain S, 2003]. Die Gene befanden sich ~5,5 Mbp distal eines von Auranen

und Kollegen als suggestiv beschriebenen Markers [ Auranen M, 2002].

Genexpressionsstudien

Neben theoretischen Uberlegungen iiber Genfunktionen zur Identifizierung von
Kandidatengenen auf der einen Seite und Assoziations-/Kopplungsstudien auf der anderen
Seite existiert eine weitere hdufig eingesetzte Methode zur Identifizierung von
Kandidatengenen, ndmlich Genexpressionsstudien. Diese Studien dienen dem Auffinden von
im Rahmen der Erkrankung hoch- oder herabregulierter Genexpressionsmuster in relevanten
Geweben. Ist ein Gen bei erkrankten Individuen stark herab- oder heraufreguliert, kann dies
in Verdnderungen des Gens selber begriindet liegen, jedoch ebenso in Verdnderungen
anderer, in die Genregulation involvierter Gene. Bei ASD wurden bisher mehrere
Genexpressionsstudien durchgefithrt und mindestens 99 verschiedene Gene wurden als
entweder hoch- oder herabreguliert beschrieben, manche jedoch sowohl als auch, je nach
Studie. Calciumkanalgene waren nicht darunter. Die Autoren eines kiirzlich erschienenen
Reviews warnen jedoch, nur die in ihrer Genexpression verdnderten Gene als wahrscheinliche
Kandidaten zu betrachten, da Unterschiede in der Genexpression héufig die Folge von
Verianderungen weiter ,,stromaufwirts* gelegener, regulatorisch aktiver Gene und nicht der in
ihrer Expression verdnderten Gene selbst darstellen [Yang MS, 2007]. So koénnte die
Hochregulation von z.B. in der Synaptogenese involvierten Genen durchaus die Folge eines

anderweitig veranderten Zellstoffwechsels, beispielsweise des Calciumstoffwechsels sein.

Im Hinblick auf unsere Arbeit gehen aus den beschriebenen genetischen Befunden folgende
wesentliche Informationen hervor: Mehrere Genregionen, die mit Autismus assoziiert sind,

liegen nahe an den Regionen der Calciumkanalgene CACNB1, CACNB2 und CACNB4 oder

beinhalten diese.



1.1.5. Pathologie

Die Stérungen der Kommunikation, sozialen Interaktion, sensorischen Integration und des
Verhaltens, die bei ASD auftreten, wihrend andere Funktionen weitgehend unberiihrt bleiben,
suggerieren die Involvierung zahlreicher neuraler Systeme. In den letzten 30 Jahren wurden
eine Vielzahl von Theorien iiber beteiligte Hirnareale formuliert, keine konnte sich den
anderen gegeniiber endgiiltig durchsetzen und viele der stiitzenden Befunde konnten nicht
reproduziert werden. Beinahe alle durchgefiihrten Studien, bestanden sie nun aus
postmortalen, histologischen (Nissl- und Golgi-Farbung, Immunhistochemie, Messung des
Gehirngewichts etc) oder intravitalen, bildgebenden und elektrophysiologischen Analysen
(fMRT, sMRT, PET, MEG, ERP), wurden durch eine kleine Patientenanzahl und variable
Begleiterkrankungen stark limitiert. Sehr deutlich ist allerdings, dass die Entwicklung des
autistischen Gehirns gestort ist und dies anhand organischer Korrelate verdeutlicht werden
kann. Welche Verdnderungen die grofiten Konsequenzen verursachen und welche eine
Ursache des Autismus oder aber einen Anpassungsmechanismus auf die Stérung

reprisentieren, bleibt unklar. Einige wichtige Befunde sollen hier vorgestellt werden.

Schédel und Gehirngrofe

Autistische Kinder weisen ein insgesamt gro3eres Gehirn und einen groferen Schidelumfang
als ihre Altersgenossen auf, wie zahlreiche klinische, histopathologische und MRT-Studien
zeigen. Nimmt man die Daten von Querschnittsuntersuchungen zu Grunde, werden die
Patienten mit normal groflen Schéddeln und Gehirnen geboren, diese wachsen dann aber in den
ersten Lebensjahren libermifBig schnell. Zweijdhrige Autisten haben ein im Durchschnitt
~10% groBeres Gehirn als thre Altersgenossen. Im spiteren Kindesalter nimmt das Hirn- und
Schéadelwachstum ab und im Erwachsenenalter ldsst sich schlieBlich kein Unterschied mehr
zur iibrigen Bevolkerung feststellen [Lainhardt JE, 1997; Courchesne E, 2004; 2003; 2001].
Die Funktion des zusdtzlichen Gehirngewebes ist unklar, moglicherweise jedoch fiihrt die
Massenzunahme zur Funktionsreduktion, da die Patienten mit besonders starkem
Schiadelwachstum tendenziell schwerer von den Symptomen betroffen sind und die
GehirngroBe bei Autisten weniger stark positiv. mit dem IQ korreliert als in den

Normalbevodlkerung [Aylward, 2002].

Verdnderungen der Hemisphdrenrinde
Der Kortex, v.a. in den Sprachzentren, erregte frilh die Aufmerksamkeit der

neuropathologisch orientierten Autismusforscher. Auffillige Befunde des Neokortex wurden



auch tatsichlich in Einzelfillen gefunden, etwa neurofibrillaire Tangles im Kortex einer 24-
jéhrigen, retardierten Autistin [Hof PR, 1991], welche eventuell auf repetitive,
selbstverletzende Handlungen zuriickzufiihren waren, zumal &hnliche Bilder auch von Boxern
mit traumatischem Hirnschdden bekannt sind (Dementia pugilistica). In vielen anderen
Studien konnten keine Unterschiede zwischen den Neocortices nicht autistischer und
autistischer Patienten gefunden werden [Bailey A, 1998]. Teilweise unterschieden sich die
Gewebe der Kontrollen stirker voneinander als im Vergleich zu den Autisten [Coleman PD,
1985]. Dennoch sollte die Hypothese der kortikalen Involvierung nicht vorzeitig verworfen
werden. Casanova und Kollegen formulierten anhand von Beobachtungen an insgesamt 15
Patientengehirnen die Hypothese der Minisdulen. Minisdulen sind Gruppen von 80-120
Neuronen, welche eine fundamentale funktionelle Einheit des Kortex bilden. Die Minisdulen
autistischer Gehirne sind in ihrer Anzahl im Vergleich zu nicht autistischen Gehirnen erhdht,
jedoch kleiner, die Zellen stehen kompakter und das periphere Neuropil ist vermindert
[Casanova MF, 2002; 2006]. Casanova postuliert, dass diese Konstellation neuronale
Informationsverarbeitung im selben Areal gegeniiber der Informationsverarbeitung iiber
Areal- und Hemisphdrengrenzen hinweg begiinstigen wiirde. Eine solche Verstidrkung des
,kortikalen Rauschens‘ hétte erhebliche kognitive und emotionale Konsequenzen. Ergebnisse
der Bildgebung unterstreichen die These, dass Ausfille in bestimmten kortikalen Arealen mit
Autismus assoziiert sind. So scheint ein Abschnitt des Gyrus fusiformis im basalen
Temporallappen bei Autisten hypoaktiv zu sein. Die Region ist in der Erkenntnis von
Gesichtern bedeutungsvoll und wird zuweilen als ,,fusiform face area® (FFA) bezeichnet
[Pierce K, 2001; Hadjikhani N, 2004; 2007; Schultz RT, 2003]. Neben der FFA im Gyrus
fusiformis werden weitere Areale mit Autismus in Verbindung gebracht. Dorsomediale und
ventromediale Regionen im medialen, priafrontalen Cortex (PFC) sind mit sozialer Kognition,
also dem Denken iiber die Emotionen und Gedanken anderer Menschen assoziiert. In den
posterioren Anteilen der superioren, temporalen Sulci (STS) scheinen Prozesse der
Wahrnehmung dynamischer sozialer Signale wie dem Erkennen von Gesichtsausdriicken und
Korpersprache abzulaufen. Sowohl in den PFCs als auch in den STS fanden sich in PET und
MRT-Studien deutliche Hinweise auf eine Minderfunktion bei autistischen Patienten [Ernst,
1997; Haznedar, 2000, 2006; Castelli, 2002; Luna, 2002]. Ob im Autismus cher cine
lokalisierte Storung der besprochenen Areale vorliegt oder sich eine generalisierte kortikale

Storung hier besonders stark ausprégt, bleibt unklar.



Verdnderungen des limbischen System

In diversen Studien konnten Verdnderungen der GesamtgroBe, Zellzahl, Zelldichte, Zellgrofle
und dendritischen Verzweigung in Geweben des limbischen Systems nachgewiesen werden,
die Ergebnisse waren jedoch oft widerspriichlich. Konstante Befunde betrafen v.a. den
Hippocampus und die Amygdala im Temporallappen. [Saitoh, 2001; Baron-Cohen S, 2000;
Bauman, 1985; Kemper, 1993; Bailey A, 1998]. Die Amygdala erhielt besondere
Aufmerksamkeit, da sie gemeinhin als wesentliche Struktur in der Verarbeitung und
Integration duflerer, v.a. auch sozialer Stimuli, im emotionalen Lernen und in die Umsetzung
des Erlebten in emotionale Reaktionen verstanden wird [Olson IR, 2007; Phelps EA, 2005;
LeDoux JE, 2003]. In bildgebenden Untersuchungen mittels fMRT und PET konnten in
einigen Fillen bei Autisten eine Hypoaktivitit der Amygdala wihrend des Erkennens von
Emotionen an Portraits anderer Menschen und dhnlichen Aufgaben nachgewiesen werden
[Baron-Cohen S, 1999; 2007; Castelli F, 2002; Pierce K, 2001]. Wahrend die bei Kontrollen
aktiven Bereiche des Temporallappens, v.a. der Amygdala, bei Autisten ,,stumm* blieben,
erschienen andere Areale bei Kontrollen und Autisten gleich aktiv, wiederum andere bei
Autisten verstirkt, was als Ausdruck von Kompensationsmechanismen gewertet werden kann.
Lésionen der Amygdala wurden in den Gehirnen neugeborener Affen erzeugt, um ein
Tiermodell des Autismus zu erhalten, mit widerspriichlichen Ergebnissen. Die Tiere zeigten
zwar soziale Auffélligkeiten, teilweise etwa mangelnden Augenkontakt oder motorische
Stereotypien, ob diese jedoch als ,,autistisch® zu bezeichnen waren, darf diskutiert werden,
zumal die experimentellen Bedingungen von Studie zu Studie schwankten [Amaral DG, 2003;
Prather MD, 2001; Bertolino A, 1997; Bachevalier A, 1994]. Eine Involvierung des
limbischen Systems im Autismus ist in Anbetracht der genanten Ergebnisse als

wahrscheinlich anzusehen, die genaueren Zusammenhénge bleiben jedoch ebenfalls unklar.

Verdnderungen des Kleinhirns

Das Kleinhirn ist nicht, wie gemeinhin angenommen, ein rein auf Kontrolle der Motorik und
Haltung ausgelegtes Organ, sondern interagiert mit Systemen der Kognition, Aufmerksamkeit
und Sensibilitdt [Allen, 1997]. Verdnderungen des Kleinhirns gehdren zu den am Haufigsten
reproduzierten Befunden der neuropathologischen Autismusforschung. In zahlreichen Studien
konnte immer wieder eine verminderte Anzahl von Purkinje-Zellen im Kleinhirn gefunden
werden, die verbliebenen Purkinje-Zellen sind z.T. stark verkleinert [Fatemi, 2002]. Da sich
nur in Fillen, welche mehrfach Schidelhirn-Traumata erfahren hatten, eine reaktive Gliose

fand und auBerdem kein retrograder Zelluntergang in der Olive, wie bei postnatalen



cerebelldren Storungen [Rakic, 1970], ist die verminderte Purkinje-Zellzahl vermutlich nicht
auf einen Zellverlust, sondern auf eine frithe, moglicherweise prinatal stattfindende
Fehlentwicklung zurlickzufiihren [Ritvo, 1986; Kemper TL, 1993, Courchesne E, 1994]. Das
Kleinhirn des Autisten erscheint trotz der verminderten Zellzahl nicht geschrumpft, sondern
proportional zur allgemeinen HirnvergroBerung ebenfalls vergroBert [Courchesne E, 2001;
Redcay E, 2005]. Dies war eines der wesentlichen Ergebnisse aus >15 MRT-Studien, welche
allerdings in anderen Belangen, v.a. einer von mehreren Gruppen postulierten Hypoplasie des
Kleinhirnwurms, oft widerspriichliche und nicht reproduzierbare Ergebnisse lieferten

[Volkmar FR, 2004].

Verdnderungen des Verhdltnisses von weifSer zu grauer Substanz:

In den Gehirnen autistischer Kinder und Kleinkinder wurden durch MRT-Studien
Verdnderungen im Verhiltnis der weilen zur grauen Substanz entdeckt, die sich wihrend der
Entwicklung weiter verdndern und bei Jungen und Maidchen zwar #hnlich, jedoch nicht
identisch sind [Couchesne E, 2001; Bloss CS, 2007; Herbert MR, 2003, 2004]. Im Kindesalter
scheint das Volumen der weillen Substanz bei Autisten erheblich grofer zu sein als bei
Kontrollen, die graue Substanz hingegen weniger stark vergroBert, normal oder sogar
verkleinert. Im Jugend- und Erwachsenenalter dann nimmt das Volumen der weiflen Substanz
ab und vermindert sich sogar unter Normalwerte, insbesondere im Corpus callosum. [Hardan
AY, 2000; Piven J, 1998, Egaas B, 1995]. Bereits 1988 war anhand von PET Studien eine
verminderte interregionale Korrelation der metabolischen Aktivitidt nachgewiesen und damit
eine reduzierte Konnektivitdt und Integration suggeriert worden [Horwitz B, 1988]. Die
neueren MRT-Befunde stiitzen diese Idee, welche gut mit der psychologischen Theorie des
,Verlusts an zentraler Kohdrenz®“ im Autismus einhergehen wiirde. Diese geht davon aus,
dass Autisten insbesondere in der Integration von Details in groere Zusammenhinge Defizite

aufweisen [Frith U, 2003].

Verdnderungen der Neurochemie

Wihrend eine Involvierung in der Entstehung des Autismus fiir beinahe alle neurochemischen
Systeme postuliert wurde, konnten sich nur wenige Hypothesen halten. Die Betrachtung der
Neurochemie bei Autisten ist notwendig, da hier groe Hoffnungen fiir -eine
pharmakologische Einflussnahme liegen. Die Serotonin- Acetycholin- und Oxytocinsysteme

erscheinen im Anbetracht der Ergebnisse zahlreicher Konzentrationsbestimmungen in Blut



und Liquor cerebrospinalis, sowie diverser PET-Studien am ehesten in die Pathogenese von

ASD involviert zu sein.

Am héufigsten repliziert — iliber 25 Studien bestdtigten das initiale Ergebnis - wurde der
Befund eines erhohten peripheren Serotonin-Spiegels [Schain RJ, 1961; Boullin DJ, 1970;
Ritvo ER, 1970; McDougle CJ, 2005 und andere] in ~30% der Patienten. Auf der einen Seite
wird der peripheren Serotoninerhhung per se wenig Bedeutung zu gemessen, da 99% des
Serum-Serotonins aus Thrombozyten und Gastrointestinaltrakt stammen. AuBerdem findet
sich eine Hyperserotonindmie auch in anderen neuropsychiatrischen Storungen wie
Schizophrenie und schwerer mentaler Retardierung [Freedman, 1981; Hanley, 1977]. Auf der
anderen Seite konnte die Ursache des peripheren Anstiegs in Fehlfunktionen von Genen
und/oder Proteinen der Synthese, des Transports und Abbaus von Serotonin im ZNS liegen.
Serotonerge Neurone projizieren von Raphekernen des Hirnstamms in den Kortex und
Hippocampus. Dem Neurotransmitter werden Wirkungen in der Regulation von Stimmung,
Appetit, Korpertemperatur, Erregungszustand, Schmerzsensitivitdt, Sexualverhalten und
Hormoninkretion zugesprochen. Ein Entzug von Tryptophan aus der Diit, also dem
Ausgangsstoff der Serotoninproduktion (5-Hydroxytryptophan), kann autistische Symptome
aggravieren [McDougle CJ, 1996]. Die Serotoninhypothese wurde durch mehrere
Liquoruntersuchungen in Frage gestellt und durch neuere PET-Studien wiederum unterstiitzt.
Der Serotoningehalt im Liquor cerebrospinalis ist bei Autisten und nicht autistischen
Kontrollen identisch [Cohen DJ, 1974]. PET-Studien mit (x-[lIC]-Methyl-L-Tryptophan
(“[C]AMP) hingegen zeigten deutliche Unterschiede zwischen Autisten und Kontrollen,
wobei die ''[CJAMP-Aktivitit bei Autisten im Vergleich zu Kontrollen in einigen Arealen
erhoht und in anderen erniedrigt waren, was insgesamt zu einer normalen
Serotoninkonzentration im Liquor fithren wiirde [Chugani DC, 1997; 1999]. Untersuchungen
zum Serotonintransporter SLC6A4 als Kandidatengen erbrachten allerdings widerspriichliche
Ergebnisse. Einige Studien verzeichneten keine Unterschiede zwischen Autisten und
Kontrollen [Maestrini E, 1999;], andere die Assoziation eciner kurzen und andere die
Assoziation einer langen Variante mit der Erkrankung [Yirmiya N, 2001]. Moglicherweise
spielt der Serotoninmetabolismus in einigen, jedoch nicht in allen Féllen von Autismus eine

Rolle. Dies mag noch eher fiir andere Transmittersysteme gelten.

Das Acetylcholinsystem, moglicherweise von entscheidender Rolle in der Kognition, weist

bei Autisten einige Auffélligkeiten auf, ausgehend von drei histologischen Studien [Perry EK,



2001; Lee M, 2002; Martin-Ruiz, 2004]. Die Expression von nikotinischen
Acetylcholinrezeptoren wurde als um ~70%, die von muskarinischen Rezeptoren als um

~30% reduziert beschrieben.

Einige Aufmerksamkeit erregte die mogliche Implikation des Peptidohormons und
Neuromodulators Oxytocin, welchem nach Betrachtung zahlreicher tierexperimenteller
Studien eine wesentliche Rolle in der Etablierung der Mutter-Kindbeziehung, Sexualitdt und
sozialen Bindung zugesprochen wird. Autisten wiesen in einer Studie verringerte Serum-

Oxytocin-Konzentrationen auf [Modahl C, 1998].

Die meisten Studien iiber das Dopamin-, Noradrenalin-, Glutamat-, GABA-, Opioid- und
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierensystem wiesen zwar teilweise interessante und
hochsignifikante, jedoch widerspriichliche und wenig replizierbare Resultate auf, weshalb
sich das Augenmerk der Forschung v.a. auf die zuerst genannten Serotonin-, Acetylcholin-
und Oxytocin-Systeme richtet [Lam KS, 2006]. Anzumerken sei hier, dass die meisten
Neurotransmitter- und Neuromodulatoren letztlich ihre Wirkung iiber transiente Anderungen

der zelluldren Calciumkonzentration entfalten.

1.1.6. Symptomatik

ASD sind Storungen der sozialen Interaktion und der Kommunikation, die mit stereotypen
Verhaltensweisen und sensorischen Integrationsschwierigkeiten einhergehen [Lewis M,
2002]. Die Auspragung der Stérungen unterscheidet sich je nach Entitdt und variiert stark
zwischen Individuen. Im Falle des friihkindlichen Autismus liegen entweder ausgeprigte
Minderungen der Intelligenz und Sprachfihigkeit vor (,,Jow functioning autism*) oder nicht
(,,high functioning autism*). Das AS geht ohne Verminderung der Intelligenz oder des

verbalen Vermogens, jedoch mit Verdnderungen dieser Eigenschaften einher.

Probleme der sozialen Interaktion

Menschen mit ASD zeigen eine deutlich reduzierte soziale Interaktion. Erstes Anzeichen der
Kommunikationsstérung ist hdufig ein Fehlen des ,,protodeklarativen Fingerzeigs*: gesunde
Sauglinge lernen frith, fiir sie interessante Gegenstinde anderen Personen mit dem
Zeigefinger anzuzeigen. Kinder mit ASD zeigen dieses Verhalten hdufig nicht. Das Fehlen

des protodeklarativen Fingerzeigs ist derart typisch, dass es durch Baron-Cohen und Kollegen

20



als Teil einer Screening-Untersuchung vorgeschlagen wurde [Baron-Cohen S, 1992]. Auch
fehlen oft ,,soziales Lécheln™, und antizipatorische Bewegungen: Das Kind hebt nicht die
Hinde um auf den Arm genommen zu werden. Augenkontakt wird generell gemieden.
Korperkontakt wird einerseits oft verweigert, andererseits aber auch oft distanzlos
durchgefiihrt. Oft lassen die Kinder Eltern nicht an sich heran, setzen sich jedoch voéllig
fremden Menschen direkt auf den SchoB. Im Ubrigen scheinen sie anderen Menschen relativ
gleichgiiltig gegeniiber zu stehen: die Abwesenheit von Eltern oder Geschwistern wird im
Gegensatz zu gesunden Kindern sehr gut toleriert, teilweise scheint sie kaum registriert zu
werden. Die Mimik wird nur spérlich zur Kommunikation genutzt, sie kann, ebenso wie die
Stimme, ausdruckslos oder vom Ausdruck her inaddquat wirken. Anstelle der Interaktion mit
anderen Menschen scheinen sie sich hingegen zu Gegenstinden hingezogen zu fiihlen, bei
denen es sich oft um Spielzeug, jedoch nicht selten auch um ,,nicht fiir Kinder* gemachte,
teils sehr ungewohnliche Gegenstinde handelt. Diese Hingezogenheit zu ungewdhnlichen
Objekten setzt sich in der Entwicklung fort, meist weisen Patienten mit ASD ein ausgeprigtes
Interesse fiir ein oder mehrere spezielle Themen auf, in denen sie bereits friith ,,Experten*
werden. Kinder mit ASD spielen meist rein ,,sensomotorisch®, sie wiederholen Bewegungen
mit den Spielzeugen, lassen sie rotieren, reihen sie auf, bringen sie in Bewegung, beklopfen
und stapeln sie (siche Abb. 2). Symbolische und imaginative Spiele auf der ,,s0 tun als ob*-
Ebene (,,Bude bauen®, ,,Autorennen usw.) und soziale Rollenspiele mit anderen Kindern
(,,Mutter, Vater, Kind“) kommen kaum vor. Die Fidhigkeit, die Gedankenginge und
Handlungsweisen anderer Menschen zu erraten, zu beurteilen und vorherzusagen, die ,,Theory
of Mind“, wird von gesunden Kindern bereits im Vorschulalter entwickelt, von Autisten
hingegen vermutlich entweder verspitet oder nie [Baron-Cohen S, 1985]. Dies fiihrt zu
inaddquatem, oft riicksichtslosem Verhalten, Angstreaktionen, teilweise auch Aggressionen,

die eher gegen andere Kinder als gegen Erwachsene gerichtet sind.

Probleme der Kommunikation

Kommunikationsstorungen sind bei PDDs unterschiedlich stark ausgeprégt. In allen PDDs
wirken Korpersprache und mimischer Ausdruck reduziert. Im Falle von LFA verlduft die
Sprachentwicklung von Anfang an mit Einschrinkungen (s.o.). Die Kinder fangen nicht wie
gesunde Kinder an, noch vor dem ersten Geburtstag Laute zu bilden, zu Brabbeln oder zu
Lallen. Nur 50% der LFA- Patienten entwickeln iiberhaupt eine Sprache, diese jedoch erst
nach dem sechsten Lebensjahr oder spiter. Selbst dann wird sie meist nur rudimentér zur

Kommunikation genutzt. Zuvor zeigen die Kinder iiber lange Zeit hinweg blof3 eine typische
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Echolalie (echohaftes Wiederholen von Gesagtem). Die Grammatik ist deutlich gestort,
insbesondere werden Pronomen vertauscht; die Kinder reden von sich selbst als ,,Du‘ und von
anderen als ,,Ich“. Finige Kinder entwickeln Neologismen, welche fiir sie oft eine eigene
Bedeutung haben. Die Stimme wirkt unmelodisch, die Betonung inaddquat. Bei HFA
entwickelt sich eine zwar beeintrichtigte, jedoch funktionell zur Bewéltigung des Alltags
ausreichende, kommunikative Sprache. Bei AS verlduft die Sprachentwicklung normal, oft
sogar beschleunigt. Die Patienten driicken sich mit korrekter Grammatik und gewahltem, fiir
das Alter iiberdurchschnittlich ausgeprdgtem Wortschatz aus. Dennoch sind Sprache und
Sprachvermdgen auch im negativen Sinne aufféllig: Die Sprache wirkt pedantisch und
merkwlirdig intoniert. Worter werden oft inaddquat schnell oder langsam gebildet. Nuancen
der Intonation werden nicht verstanden, Metaphern wortlich genommen. Andererseits bilden
die Patienten oft nur fiir sie selbst verstindliche Metaphern, eine ,,private Sprache®. Eigene
Gedanken werden unzensiert, ohne Bemessung der sozialen Folge ausgesprochen. Es
kommen Episoden von Mutismus vor, der oft selektiv auf ausgewidhlte Personen angewandt
wird; die Patienten sprechen mit einigen Personen gar nicht, mit anderen hingegen sehr viel.
Sprechen mehrere Personen in einer Gruppe, konnen die Patienten dem Gespriach nur schwer
folgen. Entwickelt sich die Sprache der Kinder normal, regrediert jedoch ab dem zweiten oder
dritten Lebensjahr wieder, spricht dies fiir ein Rett-Syndrom (Médchen) oder kindliche

desintegrative Storung (Jungen).

Stereotype und rigide Verhaltensweisen

Patienten mit ASD mogen keine Verdnderungen. Solche mit frithkindlichem Autismus etwa
reagieren auf Verdnderungen mit emotionaler Verstorung; beispielhaft kdnnen eine neue
Speise oder ein neues Auto der Familie sowohl Angstzustinde als auch Wutausbriiche
ausldsen. Oft bestehen ausgeprigte Angste vor bestimmten Dingen, z.B. Hunden oder
Insekten, jedoch eine vollige Furchtlosigkeit vor anderen Objekten, etwa Fahrzeugen. Die
Kinder neigen zu repetitiven Bewegungen und Manierismen, etwa Ficherbewegungen der
Hénde oder Schlagen auf die eigenen Ohren. Teilweise tritt ein selbstverletzendes Verhalten
zu Tage, z.B. Schlagen des Kopfes gegen die Wand oder Bohren in den Augen. Alle ASD-
Patienten, v.a. diejenigen mit AS, neigen dazu, eingeengte Interessen zu entwickeln. Diese
werden den Patienten duflerst wichtig. Teilweise eignen sie sich erstaunliches Wissen und
verbliiffende Fertigkeiten an, etwa in speziellen Feldern der Mathematik oder im
Auswendiglernen diverser Fakten. Hierdurch konnten einige Autisten z.T. sogar Beriihmtheit

erlangen. Das sehr seltene und faszinierend erscheinende Savant-Syndrom, charakterisiert
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durch das Zusammenkommen extrem tberdurchschnittlicher, dem Gesunden teilweise
unfassbar erscheinender, mentaler Leistungen in Teilbereichen, z.B. der Musik oder
Mathematik, mit gleichzeitigen pathologischen Leistungsschwidchen in alltdglichen
Bereichen, findet sich bei Autisten weit hiufiger als zufallsbedingt zu erwarten [Kehrer HE,

1992].

Storungen der sensorischen Integration

Eine haufig genannte Auffilligkeit bei Kindern mit ASD besteht in der anormalen Reaktion
auf sensorische Stimuli. Kinder mit ASD reagieren hier oft inaddquat, mal wirken sie
angesichts des Herantretens einer neuen Person abwesend, desinteressiert, mal iiberméaBig
erregt durch das Einschalten eines Fernsehgerites oder Radios, was sich nicht selten in
langem, unkontrollierbarem Schreien des Kindes duBert. Insbesondere Korperberiihrungen
oder plotzliche Anderungen der Lichtverhiltnisse im Raum kénnen inadiquate Wut- und
Schreianfille auslosen. Haufig miissen die Familien ihre Haushaltsroutine dem Kind
entsprechend einrichten, etwa dafiir sorgen, dass das Kind wihrend des Staubsaugens etc.
nicht zugegen ist. Auf der anderen Seite reagieren die Kinder oft nicht oder nur sehr
eingeschrinkt auf Schmerzreize. Fallen gesunde Kinder hin oder schneiden sich, laufen sie
meist weinend zu den Eltern. Kinder mit ASD melden hingegen solche Vorfille, sogar
blutende Verletzungen héufig nicht ihren Eltern. Auch machen sie diese oftmals nicht auf
korperliche Beschwerden wie Ubelkeit, Kopf- und Bauchschmerzen etc. aufmerksam.
Teilweise filhren sie sich durch stereotype Bewegungen selbst Schiden zu, ohne diese zu
melden. Die Beschwerden werden allerdings durchaus wahrgenommen, was sich nicht selten
als plotzlicher Umschlag der Stimmung &uBlert. Die Eltern miissen gezielt nachfragen oder
suchen um Griinde fiir solche plétzlichen Stimmungsénderungen zu finden. Im Falle fiebriger
Erkrankungen der Betroffenen berichten viele Eltern, dass sich die Kinder ,,bessern* wiirden.
»Wenn er plotzlich wie ein kleiner Engel ist, weil} ich, dass er Fieber hat“. Limitierend ist
festzuhalten, dass die sensorischen Auffalligkeiten weit weniger spezifisch fiir Autismus sind

als die sozialen, kommunikativen und Verhaltensauffalligkeiten [Rogers SJ, 2005]

Somatische Stérungen
ASDs gehen ohne somatische Storungen einher, die als spezifisch bezeichnet werden
konnten. Variabel ausgepridgte somatische Auffilligkeiten sind jedoch sehr haufig.

Tatsdchlich sind sie es, die das Bild der ASD noch weiter heterogenisieren. Eine nicht
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unerhebliche Zahl von Autisten mit frithkindlichem Autismus zeigt z.B. choreoatetotische
Bewegungsmuster. Relativ hdufig sind auflerdem normale, jedoch iiberméBig haufig
ausgefiihrte, repetitive Bewegungen, etwa hektisches Wedeln mit den Hénden, Vor- und
Zuriickschwingen des Korpers oder mehrmalige Rotationen um die Kdorperachse und Tics,
v.a. wenn das Kind aufgeregt erscheint. Autistische Kinder ,,halten meist nicht still*“ und eine
gleichzeitige Diagnose des Tourette-Syndroms findet sich iiberproportional héufig [Stern JS,
1997]. Die meisten Patienten kdnnen nicht ausdriicken, warum sie sich bewegen miissen, ein
als Pseudoakathisie bezeichnetes Phidnomen. Autistische Kinder weisen in den ersten
Lebensjahren oft einen leicht iiberdurchschnittlichen Kopfumfang auf, der sich im
Erwachsenenalter jedoch wieder an Normalwerte anpasst (s.0.). Patienten mit AS erscheinen

oft ungeschickt, einige sind jedoch motorisch normal begabt oder sogar talentiert.

Fruhkindlicher Autismus

b . g - *
- . . = v 7

Abb. 2) Friihkindlicher Autismus aus der Sicht von Frank Netter: der autistische Junge sitzt

von den anderen Kindern abgewendet und blickt teilnahmslos in die andere Richtung. Er
dreht das Rad des Lastwagens, anstatt diesen, wie die anderen Kinder, entsprechend seiner

Funktion mit anderen Gegenstdinden zu beladen [Netter F, 1973].
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1.1.7. Diagnostik

Die heute gebrauchlichsten Methoden der Diagnostik von PDD sind standardisierte
Instrumente, welche aus Fragen an die Patienten und ihre Erziehungsberechtigten, sowie
Beobachtungen des Patientenverhaltens bestehen. Derzeit werden v.a. ADI-R (Autism
Diagnostic Interview — Revised) [Le Couteur, 2003] und ADOS (Autism Diagnostic
Observation Schedule) genutzt [Lord C, 2000]. Das recht ausfiihrliche ADI-R-Instrument
wird auch in der Wissenschaft ausgiebig genutzt, da sich die Merkmale des Autismus in ihrer
Ausprigung gut messen lassen, so dass Patientenpopulationen in weitere Subgruppen
unterteilt werden konnen. Die Durchfithrung eines ADI-R gehdrt heute daher standardméBig
zur Vorbereitung von genetischen Studien zum Thema Autismus. Weitere gebriuchliche
Instrumente sind die SCQ (Social Communication Questionnaire) [Bishop DV, 2002], CCC
(Children’s Communication Checklist) [Geurts HM, 2004] und SRS (Social Reciprocity
Scale) [Constantino JR, 2003]. Es handelt sich um kurze Tests, die v.a. fiir Screening-
Untersuchungen geeignet sind [Volkmar FR, 2004]. Bildgebende und laborchemische

Verfahren gehoren nicht zur klinischen Routinediagnostik.

1.1.8. Therapie

Die empfohlene Behandlung von ASD besteht allein in Sprach-, Verhaltens-, ergo-, und
physiotherapeutischen MafBlnahmen, in welche neben dem Patienten selbst auch die Familie,
sowie sein ndheres soziales Umfeld, etwa auch die Schulklasse, mit einbezogen werden,
zumal noch keine effektive pharmakologische und auch keine kausale Therapie bekannt sind
[Deutsche Gesellschaft fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie, 2003; Diggle T, 2003; Volkmar
FR, 2004]. In schweren Fillen, v.a. bei autoaggressivem Verhalten und erheblicher Agitation,
wire eine effektive medikamentose Symptomkontrolle erstrebenswert. Nachdem frithe
Versuche mit klassischen Neuroleptika, v.a. Haloperidol, viel versprechende Resultate der
Symptomlinderung und besseren Ansprechbarkeit auf nicht pharmakologische Therapien
lieferten [Campbell M, 1982], wurden diese lange Zeit in der Behandlung eingesetzt. Durch
die hdufigen und schwerwiegenden Nebenwirkungen, z.B. Dyskinesien [Campbell M, 1997]
musste der Nutzen angesichts des Risikos jedoch als gering eingestuft werden. Atypische
Neuroleptika, v.a. Risperidon, sind seit den spédten 90er Jahren an autistischen Patienten
erprobt worden und bessern autoaggressives Verhalten, sowie sozialen Riickzug in héherem
Ausmal als die élteren Priparate, jedoch bei einem giinstigeren Risikoprofil. Da sie allerdings

iiber einen langen Zeitraum verabreicht werden miissen und ebenfalls mit schweren
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Nebenwirkungen assoziiert sein konnen, z.B. Gewichtszunahme und Diabetes mellitus, bleibt
auch ihr Einsatz beschrinkt [Jenner OS, 2007]. Neben Neuroleptika wurden auch
Antidepressiva in vielen Versuchen angewandt, die Rationale lieferte hier ihre Wirksamkeit
gegen Stimmungsschwankungen und obsessives, repetitives, zwanghaftes Verhalten, sowie
gegen Angst. Mit SSRI konnten gute Ergebnisse bei geringem Risiko erzielt werden,
allerdings wiesen die meisten durchgefiihrten Studien methodische Méangel und/oder sehr
kleine Patientenkollektive auf [Kolevzon A, 2006]. Ein Versuch mit drei Patienten, deren
Symptome sich unter Gabe des Hormons Sekretin deutlich gebessert hatten [Horvath K,
1998], wurde in den USA, v.a. durch den Einfluss der Massenmedien, sehr bekannt. Es
entwickelte sich daraufhin durch die hohe Nachfrage der Eltern zeitweise ein regelrechter
Sekretin-Schwarzmarkt. In folgenden, randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten
Studien konnte unter Gabe des Hormons Sekretin jedoch kein Vorteil nachgewiesen werden
[Williams KW, 2005]. Auch die Gabe von Vitaminen und Mineralstoffen wurde lange Zeit
propagiert, ergab jedoch laut Metaanalysen keinen Vorteil [Nye C, 2005]. Neben den
genannten Ansidtzen (SSRI, Neuroleptika, Sekretin, Vitamine und Mineralstoffe) wurden
zahlreiche weitere getestet, darunter Psychostimulantien (Methyphenidat) und trizyklische
Antidepressiva. Zur Zeit liegen keine systematischen Metaanalysen zu diesen Verfahren vor.
Benzodiazepine wirken bei Autisten teils paradox, also bedngstigend und agitierend (Marrosu

F, 1987)

1.1.9. Verlauf

Im Laufe der Entwicklung bessern sich die meisten Symptome. Dennoch bleibt LFA-
Patienten in den meisten Fillen ein selbststindiges Leben verwehrt, fast alle bendtigen
lebenslang erzieherische und pflegerische Unterstiitzung. Patienten mit HFA und AS
hingegen konnen sehr wohl eigenstindig leben, Berufe erlernen und ausfiihren, sowie in
einigen Fillen auch Familien griinden und Kinder erziehen. Dieser positive Verlauf ist bei
weitem nicht die Regel und es bleibt ein Ziel der Forschung, therapeutische Ansitze zu
finden, die einer zunehmenden Zahl an Patienten solche Ergebnisse ermdglichen. Hierzu
muss die Atiologie der ASD besser verstanden werden und hierzu wiederum die wichtigsten

beteiligten Gene identifiziert werden.
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1.2. Hypothesenbildung: Vom Autismus zur Calcium-Kanalstudie

Die Entschliisselung der Pathophysiologie einer seltenen, mit Arrhythmien und Autismus
assoziierten, monogen vererbten Multiorganstdrung, dem Timothy-Syndrom (TS), erregte im
Jahre 2004 einige Aufmerksamkeit [Splawski I, 2004]. Die Entdeckung, dass das TS durch
Mutationen in der Pore des Calciumkanals CaV1.2 ausgelost wurde, welche zu einer
verminderten spannungsabhéngigen Inaktivierung und verldngerten Repolarisationsdauer
filhrten, machte erstmals deutlich, dass der zelluldre Calciumstoffwechsel eine wesentliche
Rolle im Autismus spielen konnte. Weitere Studien untermauerten bald die These des
Autismus als eine Verdnderungen des zelluldren Calciumstoffwechselstérungen involvierende
Erkrankung [Krey JF, 2007]. Der elektrophysiologische Phinotyp der Calciumkanile bei TS
dhnelte frappierend einem durch Verdnderungen in der [(-Untereinheit von
spannungsaktivierten Calciumkanélen auftretenden Phanotyp [Herzig S, 2007], was Anlass

zur Untersuchung der Gene der B-Untereinheit im Rahmen der vorliegenden Pilotstudie gab.

1.2.1. Das Timothy-Syndrom und der L-Typ-Calciumkanal CaV1.2

Anfang und Mitte der 1990er Jahre beschrieben mehrere Arbeitsgruppen eine angeborene
Storung, die mit Long-QT-Syndrom, letalen Arrhythmien und Syndaktylie einherging
[Reichenbach H, 1992; Marks ML, 1995.]. Im Laufe der Jahre wurden mehrere Fille bekannt,
auBlerdem konnte die Lebenserwartung der Patienten auf mehrere Monate bis Lebensjahre
verlangert werden. Hierbei fielen weitere Storungen auf, die es rechtfertigten, das Syndrom
als Multiorgan-Storung zu bezeichnen, welche mit friihkindlichen Autismus einherging. Die
Storung wurde mit Timothy-Syndrom (TS) benannt. TS ist sehr selten. Im Zeitraum von der
Erstbeschreibung 1992 bis zum Erscheinen einer wegweisenden Studie von Splawski,
Keating und Kollegen [Splawski I, 2004] waren weltweit 17 Fille von TS beschrieben
worden. 10 von ihnen starben vor dem dritten Lebensjahr. Patienten mit TS weisen zahlreiche
pathologische Auffilligkeiten auf. Hierzu gehdren immer eine Verldngerung der QT-Zeit,
Syndaktylie, fehlende Behaarung bei der Geburt und kleine Zihne. Ventrikuldre
Tachyarrhythmien kamen in 71% vor, Bradykardien und AV-Blocks sogar in 94%. In 80%
der Fille traten aulerdem Entwicklungen auf, die mit ASD vereinbar waren. 25% zeigten eine
geistige Retardierung, in 21% kamen epileptische Anfdlle hinzu. In 30-40% lagen eine
Vielzahl weiterer Beschwerden vor: rekurrente Infektionen, v.a. Karies und Pneumonien,

muskuldre Hypotonie, Hypokalzdmien, Hypoglykdmien, Hypothermien und Dysmorphien des
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Gesichts. Fiir unsere Studie bildete das in >80% vorliegende Auftreten von ASD den

wichtigsten Anhaltspunkt.

2004 identifizierten Splawski, Keating und Kollegen im Rahmen einer DNA-Sequenzierung
bei allen in die Studie eingegangenen Patienten einen heterozygoten Basenaustausch im Exon
8a des CACNA1C-Gens, kodierend fiir die Pore des L-Typ-Calciumkanals CaV1.2. Der
Basenaustausch fiihrt zu einem Aminosédureaustausch von Glycin nach Arginin an Position
406. Die hochkonservierte Region befindet sich am C-Terminus des sechsten
Transmembransegments der Doméne I (D1/6) von Cay1.2. Die Mutation konnte bei gesunden
Kontrollen nicht nachgewiesen werden. Auch die Eltern und gesunden Geschwister der
Patienten zeigten keine entsprechende Mutation. Funktionelle in-vitro Experimente folgten. In
CHO-Zellen und Xenopus-Oozyten wurden Standard-Whole-Cell-Messungen per Patch-
Clamp-Technik durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten eine eindeutige Verldngerung der
Repolarisationsdauer und verminderte Inaktivierungsgeschwindigkeit, ein mittlerweile in
anderen Ansdtzen mehrfach repliziertes Ergebnis [vgl. Barrett CF, 2008]. Cay1.2 wird in allen
beim TS beeintrachtigten Geweben exprimiert, in hohem Malle auch in Dendriten und
Zellkorpern reifer Neuronen, deren Erregbarkeit und calciumabhingige Signalkaskaden sie
mitregulieren [Catteralll WA, 2005]. Unter anderem interagieren Cay1.2.-Kanéle mit
Transkriptionsfaktoren, die in der Synaptogenese und dendritischen Arborisation involviert
sind [West AE, 2001]. Der Befund legte nahe

, dass es beim TS in mehreren Zelltypen zur Uberladung mit Calcium kommt, was zu
Entwicklungs- und Funktionsstérungen in den betroffenen Geweben, besonders auch im
Gehirn flihrt. Eine Storung des zelluldren Calciumstoffwechsels konnte neben anderen
Erkrankungen auch Autismus hervorrufen. 2005 wurden weitere Punktmutationen gefunden,

die iiber einen Basenaustausch in CACNA1C zu TS fiihren konnten [Splawski I, 2005].

1.2.2. Die Rolle von Calciumkaniilen im Nervensystem

Die Calciumkonzentration im Interstitium der Gewebe betrdgt ~2mmol/L, im Zellinneren
hingegen ~10®*mmol/L. Kleinste Konzentrationssteigerungen im Zellinneren des nicht
metabolisierbaren Elementes, welches in der Zelle als second messenger dient, fithren je nach
Zelltyp, durch Bindung des Calciums an calciumbindende Proteine zu unterschiedlichsten, fiir
das Leben fundamentalen Reaktionen. Zu diesen calciumabhingigen Reaktionen gehoren u.a.

die Kontraktion von Herz-, Glatt- und Skelettmuskelzellen, die amdboide Bewegung
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migrierender Zellen, auch migrierender Neurone in der Hirnentwicklung, die Exozytose von
Hormonen und Neurotransmittern aus Synapsen, Aspekte der Apoptose, sowie der
Genregulation. Es iiberrascht daher nicht, das eine intakte Regulation des zelluldren
Calciumstoffwechsels fiir die Funktion des zentralen Nervensystems essentiell ist. Eine Reihe
aktueller Reviews diskutieren die immense Rolle des zelluldren Calciumstoffwechsels in der
Entwicklung, Differenzierung und Migration von Nervenzellen. [Spitzer NC, 2004; Moody
WIJ, 2005; Komuro H, 2005]. Die Migration von postmitotischen Nervenzellen etwa steht
zumindest bei cerebelldren Granulosazellen in unmittelbarer Abhingigkeit zu der Expression
von N-Typ-Calciumkandlen und NMDA-Rezeptoren. Rhythmische Verdnderungen der
Frequenz und Amplitude von Calciumsparks in den Somata der migrierenden Zellen
widerspiegeln deren Bewegungen im Gewebe. In Phasen hoher Amplituden und Frequenzen
etwa bewegen sich die Nervenzellen vorwérts, in Phasen niedriger Amplituden und
Frequenzen halten sie inne. Bestimmte Muster in der Frequenz und Amplituden von
Calciumsparks sind aulerdem iiber Einflussnahme der Genexpression von Enzymen,
Transportern und Rezeptoren wesentlich in der ,,Entscheidung®* involviert, welche
Neurotransmitter und Neuromodulatoren durch eine Zelle exprimiert werden und welche

nicht.

Spannungsaktivierte Calciumkandile

Spannungsaktivierte Calciumkanile (voltage gated calcium channels, VGCC) spielen eine
Schliisselrolle in den erwéhnten Prozessen. Sie regulieren die Balance der extrazelluldren und
intrazelluldren Calciumkonzentration. Wird die Zellmembran depolarisiert, etwa im Falle
eines eintreffenden Aktionspotentials, 6ffnen die membranassoziierten VGCC ihre Poren, was
einen Influx von Calcium in die Zelle, sowie zellspezifische Reaktionen auslost. Es ist ihre
Aktivitét, die elektrische Signale der Zelloberfliche an physiologische Ereignisse in der Zelle
koppelt. Bei VGCC handelt es um Proteine komplexer Tertidr- und Quartar-Struktur, die aus
vier bis fiinf Untereinheiten bestehen [Catterall WA, 2005; Ertel EA, 2000]. Jede dieser
Untereinheiten wird von eigenen Genen kodiert. Die mit 190-250 kDa gréf3te Untereinheit
wurde mit ol bezeichnet. Sie liegt transmembrandr und bildet die Kanalpore, den
Spannungssensor und Schaltapparat. Die Mehrzahl der bekannten Bindungsstellen fiir second
messenger, Medikamente und Toxine liegen an der al-Untereinheit. Die al-Untereinheit ist
in vier homologen Doménen organisiert (I-IV), jede besteht aus sechs transmembranéren
Segmenten (S1-S6). Alle al- Untereinheiten werden von einer intrazelluldren B-Untereinheit

begleitet. Hinzu kommt eine extrazellulire o2- Untereinheit, welche immer an eine
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transmembranére d-Untereinheit bindet, weshalb beide meist gemeinsam als a23-Untereinheit
bezeichnet werden. Die a2 und d-Untereinheiten werden durch ein gemeinsames Gen kodiert.
Zumindest im Skelettmuskel, Herzmuskel und Gehirn werden dariiber hinaus
transmembrandre y-Untereinheiten exprimiert (siche Abb. 3a & 3b). Die 020-, B- und vy-
,Hilfsuntereinheiten* {iben v.a. regulatorische und modulatorische Funktionen auf die Kanile
aus, zumindest der B-Untereinheit wurden in jlingster Zeit jedoch zunehmend auch nicht
direkt kanalbezogene Funktionen zugeordnet. Die al-Porenuntereinheiten ,,funktionieren® in
vitro auch ohne die ,,Hilfsuntereinheiten*, die differenzierte Steuerung in vivo aber ist ohne
sie undenkbar. Bisher wurden beim Menschen 10 Typen von ol-Untereinheiten
nachgewiesen. Sie sind abhingig vom Gewebe, in dem sie exprimiert werden, jeweils mit
verschiedenen B-, y-, und a2d-Untereinheiten assoziiert. Die al- und assoziierten y-, B-und
sowie a20-Untereinheiten werden durch eigene Gene kodiert. [Ruth P, 1989; Hullin R, 1992;
Perez-Reyes E, 1992; Castellano A, 1993, 1994; Felix R, 1999; Quin N, 2002; Klugbauer N,
2000]. Fiir B-Untereinheiten sind vier, fiir a2d-Untereinheiten ebenfalls vier und fiir v-
Untereinheiten acht kodierende Gene bekannt [Chen RS, 2007]. Teilweise werden die
verschiedenen Untereinheiten der VGCC alternativ gespleisst, so dass sich aus den
Transskripten mehrere alternative Proteine ergeben konnen. Die al-Untereinheiten werden
nach elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften in flinf Untergruppen
eingeteilt (L, P/Q, N, R, T). Nach diesen Typen kénnen auch die Gesamtkanidle benannt
werden (L-Typ, PQ-Typ etc.).
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Abb. 3a) Struktur der Untereinheiten von VGCC. Die Kanalpore al und die

elektrophysiologischen Regulatoruntereinheiten y sind transmembrandre Proteine, 020-
befindet sich vorwiegend extrazelluldr und [ vorwiegend intrazelluldr. [Abbildung

tibernommen aus: Catterall WA, 2005]
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1.2.3. p -Untereinheiten

Derzeit sind vier Gene bekannt, die je fiir eine B-Untereinheit (Ca,f; bis Ca,Bs4) kodieren und
mit CACNBI1 bis CACNB4 benannt wurden. Es bestehen jeweils mehrere Spleissvarianten.
Alle vier Typen von B-Untereinheiten werden im Gehirn exprimiert, in anderen Organen
hingegen werden teils einzelne Typen besonders stark oder schwach exprimiert. Die
,Hauptisoform* im Skelettmuskel etwa ist 3;, im Herzmuskel aber 3, und ;3 [Hullin R, 2007].
In vielen Zelltypen, v.a. im Gehirn, werden neben der ,,Hauptisoform* alle vier Genprodukte
in kleinerem Umfang hergestellt, wobei die Proteine zuweilen in unterschiedlichen
Zellkompartimenten lokalisiert sind. In Hippocampus-Neuronen etwa finden sich ; und f3;
v.a. im Bereich der Zellkorper, B, und B4 hingegen v.a. im Bereich der Dendriten. [Xie M,
2007; Day NC, 1998; Lie AA, 1999]. Die Expression der unterschiedlichen Ca,p-
Untereinheiten im Gehirn, sowie die Assoziation mit a1-Untereinheiten ist stark vom Stadium
der neuronalen Entwicklung abhéngig und beeinflusst diese moglicherweise entscheidend mit
[McEnery MW, 1998]. B-Untereinheiten weisen Strukturhomologien mit der Familie der
MAGUK-Proteine auf (membranassoziierten Guanylatzyklasen). Als ihre wichtigsten
Funktionen wurden lange Zeit die Regulation des Transports von o-Untereinheiten zur
Zellmembran, sowie die Modulation ihrer biophysikalischen Eigenschaften angesehen. In den
letzten Jahren aber wurden mehrere neuartige und noch wenig verstandene ,,Zusatz“-
Funktionen identifiziert. Po,-Untereinheiten sind die einzigen rein im Zytosol lokalisierten
Untereinheiten, allerdings konnen einige Varianten unter Vermittlung von sauren Resten und
Palmytoilierungsstellen unabhéngig von der a-Untereinheit mit der Zellmembran assoziieren
[Chien AJ, 1998; Bogdanov Y, 2000]. B-Untereinheiten bestehen aus fiinf Doménen (siche
Abb. 4), vom N- zum C-Terminus benannt mit A-E [Hanlon MR, 2002]. Bei den Doménen B
und D handelt es sich um im Vergleich zwischen den verschiedenen CACNB-Genen und
zwischen Spezies - bis hin zu Mollusken - sehr stark konservierten Sequenzen. In Doméne B

finden sich src-Homologien (SH3), welche in den meisten Fillen zur Interaktion mit dem
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Zytoskelett und mit Kinasen dienen, in Domédne D  Strukturhomologie zu
membranassoziierten Guanylatzyklasen (MAGUK). MAGUK-Proteine konnen den wichtigen
second messenger cGMP synthetisieren und {iber nachfolgende, cGMP-abhingige
Phosphorylierungen Einfluss auf zahlreiche zelluldre Funktionen nehmen. Diese Funktion
wurde fiir f-Untereinheiten bislang nicht nachgewiesen. Umgekehrt wird 3, allerdings selbst
cGMP-abhingig phosphoryliert, die Konsequenzen hiervon bleiben noch unklar. [Yang L,
2007; Li SS, 2005; Anderson JM, 1996; B-Untereinheiten]. Die gerade besprochenen B- und
D- Doménen werden teilweise als SH3- respektive GK-Doménen bezeichnet. Die Struktur der
»Kerndominen“ B-D konnte mittlerweile erarbeitet werden [Chen YH, 2004; Opatowsky,
2004, Van Petegem, 2004], die Struktur der Doménen A und E wurde bisher jedoch noch
nicht abschlieend geklért. Eine Ursache hierfiir ist die hohe Variabilitdt dieser Doméanen. In
den drei variablen Domidnen A, C und E bestehen erhebliche Unterschiede zwischen By, B2, B3
und P4, auBerdem findet in diesem Bereich extensives alternatives Spleissen statt. Von der
Domiéne A, welche den N-Terminus bildet, ist jeweils der hochste Variantenreichtum im
Spleissvorgang bekannt. Im Falle von B, (CACNB2) werden minimal sechs Exone der
Domine A alternativ gespleisst, der Ubergang erfolgt aber immer in dasselbe Exon der
hochkonservierten Doméne B. Daher existieren mindestens fiinf im Hinblick auf die A-
Doméne unterschiedliche Isoformen der f-Untereinheit. Die Isoformen [,,, B2, und . haben
kurze N-Termini, die Isoformen ;. und B4 hingegen lange N-Termini [Colecraft, 2002]. Nur
die Bp.-Isoform enthdlt zwei N-terminale Cysteinreste, die als Palmitoylierungsstelle
fungieren [Takahashi, 2003]. Die unterschiedlichen Exons und Isoformen der CACNB-
Genprodukte wurden von verschiedenen Gruppen unterschiedlich benannt [Ertel EA, 2000,
Foell JD, 2004]. In unserer Arbeit entschieden wir uns dafiir, die Nomenklatur von Foell und

Kollegen aus dem Jahr 2004 zu gebrauchen [Foell JD 2004].

Dem alternativen Spleissen wird in der Funktion der f-Untereinheiten eine wichtige Rolle
beigemessen. Auffillig ist beispielsweise die Expression verschiedener Isoformen desselben
Proteins in verschiedenen Zelltypen eines Gewebes. Die Variante P4, etwa wird in der
Molekularschicht des Cerebellums, nicht aber in Korbchenzellen der Purkinjezellschicht
exprimiert, fiir die Variante by, aber gilt das Gegenteil. Die beiden Varianten unterscheiden
sich v.a. in der variablen, N-terminalen Doméne A. Der N-Terminus der Doméine A der bay-
Untereinheit ist in der Modulation von Trafficking und Elektrophysiologie der
Porenuntereinheit o involviert, der N-Terminus von b4, hingegen nicht, wie Experimente mit

komplett entfernten A-Doménen von by, zeigen. Allerdings weist bg,, im Gegensatz zu by,
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oder auch bs, ausgeprdgte und von der Calciumkonzentration abhéngige Protein-Protein-
Interaktionen mit den Proteinen Synaptotagmin (Syt) und Mikrotubuli-assoziiertem Protein
1A (MAP1A) auf [Vendel, 2006]. Syt und MAPIA sind beide entscheidend in der
Ausschiittung von Neurotransmittern aus synaptischen Vesikeln involviert. Die beschriebenen
Befunde suggerieren fiir die Spleiss-Variante by, eine Rolle im Mechanismus der
Ausschiittung von synaptischen Vesikeln [Weiss N, 2006]. Zumindest in Mollusken
(Lymnaea stagnalis) wird den B-Untereinheiten auch eine Rolle in der Synaptogenese
zugesprochen. So zeigen reife Synapsen eine enge physikalische Assoziation der b- und a-
Untereinheiten, wihrend die a-Untereinheiten in neu wachsenden Synapsen keine Assoziation

zu den B-Untereinheiten aufweisen [Spafford JD, 2004].
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Abb. 4) Die Abbildung zeigt schematisch den allgemeinen Aufbau von fp-Untereinheiten. Die
variablen Domdnen A, C und E erscheinen dunkelgrau, die konservierten Domdnen B und D
hellgrau. Domdne B enthdlt das SH3- und Domdne D das GK-Motiv, sowie die Beta-
Interaktionsdomdne BID. Alternatives Splicen findet v.a. in den Domdnen A, C und E statt,

hier exemplarisch fiir Domdne A gezeigt.

Interaktion mit anderen Proteinen

B-Untereinheiten interagieren mit zahlreichen anderen Proteinen iiber ihre hoch konservierten
SH3- und Guanylatzyklase-artigen Motive, moglicherweise in einigen lidngeren Isoformen
auch tliber N-terminal gelegene PDZ-Motive. Speziell zur Interaktion mit der al-Untereinheit,
genauer mit ihrer Alpha-Interaktions-Domine (AID), existieren an den B-Untereinheiten
Beta-Interaktions-Domédnen (BID). Daneben weisen zumindest B3 und B4 weitere, sekundéren

Interaktionsorte auf. [B-Untereinheiten konnen heterogene Komplexe mit anderen
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Untereinheiten bilden, dennoch konnten filir jede P-Untereinheit eine oder mehrere

,bevorzugte™ al-Untereinheit beschrieben werden [Pragnell M, 1994; De Waard M, 1994].

Klassische Funktionen

Eine der Hauptaufgaben der B-Untereinheiten ist die Regulation des ,, Trafficking* der al-
Untereinheit zur Plasmamembran und zu speziellen Zellabschnitten, etwa den Synapsen von
Neuronen, den Triaden des Skelettmuskels oder anderen speziellen Zelllokalisationen [Gregg
RG, 1996; Wittemann S, 2000; Brice NL, 1999], u.a. indem sie ein ER-Retentionssignal der
al-Untereinheit maskieren [Bichet D, 2000]. Dariiber hinaus modulieren die f-Untereinheiten
entscheidend die biophysikalischen Merkmale der al-Untereinheit, allerdings iiber einen
anderen Weg als die AID/BID-Interaktion [Sokolov S, 2000]. Die Funktion der B-
Untereinheiten wird durch alternative Spleiss-Vorginge deutlich mitbeeinflusst. Unsere
Arbeitsgruppe konnte kiirzlich zusammen mit Kollegen zeigen, dass die Lange der N-
terminalen Doméne D1 mit der Kanalaktivitit korreliert. Kiirzere Isoformen von B2 wiesen
unter Messung per Patch-Clamp-Technik am L-Typ-Calcium-Kanal CaV1.2 in HEK293-
Zellen hohere Spitzenstrome, Verfiigbarkeiten und Offnungswahrscheinlichkeiten auf als
lingere Isoformen, letztere aber zeigten einen hdheren Grad an Inaktivierung und Offnungs-
Latenz. Die langsame Komponente der Geschlossenzeit steigt ebenfalls in Proportion zur
Lange des N-Terminus. Je kiirzer also der N-Terminus zumindest der f2-Untereinheit, desto
aktiver der VGCC. Ein wichtiger Aspekt der Arbeit war, dass dieser Effekt nicht nur bei
wildtypisch vorkommenden Isoformen sondern auch bei kiinstlich erzeugten, trunkierten oder
elongierten, nicht natiirlicherweise vorkommenden Varianten nachzuweisen war. [Herzig S,

2007].

Neuartige Funktionen

Bis vor wenigen Jahren galt das Paradigma, dass die wesentliche und vermutlich einzige
Funktion der B-Untereinheiten eben darin bestand, Membrantransport und biophysikalisches
Verhalten der al-Untereinheit zu modulieren. Der B-Untereinheit wurden keine weiteren
eigenstdndigen Funktionen zugesprochen. Dies dnderte sich in den letzten Jahren durch einen
rapiden Zuwachs an Erkenntnissen. Eine kurze Spleissvariante von B4 in Hithnern, ndmlich
Bpac, die neben der Cochlea auch im Gehirn der Tiere exprimiert wird, interagiert mit dem
nukledren Protein CHCB2, wird hierdurch in den Zellkern transloziert ist am Silencing
diverser Gene beteiligt [Hibino H, 2003]. Die Bs;-Untereinheit ist in pankreatischen Inselzellen

an der Regulation der Insulinsekretion beteiligt [Berggren PO, 2004]. In letzter Zeit mehrten
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sich Anzeichen fiir eine Rolle von B-Untereinheiten in der synaptischen Plastizitit [Xie M,
2007]. Uber die meisten ,,0-unabhingigen Funktionen, sowie die Konsequenzen des
alternativen Spleissens von p-Untereinheiten ist allerdings weiterhin wenig bekannt.
Insbesondere letzteres ist anhand der Vielzahl an potentiellen Isoformen kaum iiberraschend.
So konnten allein in der menschlichen Herzkammer nicht weniger als 18 verschiedene,

alternativ gespleisste P-Isoformen beschrieben werden [Foell JD, 2004].

Murine Modelle p-assoziierter Evkrankungen

Um die Funktion der CACNB-Genprodukte besser zu verstehen, wurden fiir die
verschiedenen Gene Knockout-Miuse mit generalisiertem oder gewebespezifischem
Knockout erzeugt. Mduse mit generalisiertem [;-Knockout sterben bei der Geburt an
ausgepragter Muskelschwéche [Gregg RG, 1996]. Maiuse mit generalisiertem [,-Knockout
sterben noch als Embryos, vermutlich sind kardiale Entwicklungsstorungen die Ursache
[Weissgerber P, 2006]. B3-Knockout-Méuse weisen einen nur minimal verdnderten Phinotyp
auf: Im Falle einer salzreichen Didt entwickeln sie schneller eine arterielle Hypertonie als
wildtypische Artgenossen, aullerdem weisen die in Nervenzellen gemessenen L-Typ- und PQ-
Typ-Strome verdnderte Parameter auf. Beziliglich eventueller Verdnderungen — der
zentralnervosen Funktion existieren verschiedene Berichte. Namkung und Kollegen
bezeichneten das Verhalten der B;-Knockoutméuse als normal, Murakami et al, welche das
Verhalten der Tiere sehr viel genauer untersuchten, beschrieben hingegen vor kurzem
zahlreiche Auffilligkeiten, darunter eine vermehrte Aggressionsbereitschaft, verminderte
Nozizeption, verminderte Angst und verminderte Lernfdahigkeit [Murakami M, 2000, 2007;
Namkung Y, 1998]. Fir Bs musste keine Knockout-Maus kreiert werden: eine
Spontanmutation in einer 5°-Spleiss-Stelle des CACNB4-Gens bedingt einen kompletten
Stopp der Expression der Bs-Untereinheit und die Entwicklung des Phinotyps der
»lethargischen Maus®“. Diese zeigen ein ihrem Namen entsprechendes ein lethargisches
Verhalten, hinzu kommen Ataxie und fokale motorische Krampfanfille, sowie episodische
Immobilitdt mit gleichzeitigen, generalisierten, kortikalen Spike-Wave-Entladungen im EEG.
Die Lebenserwartung der Méuse ist stark verkiirzt, ihr Korpergewicht reduziert, ihre

Infektanfalligkeit erh6ht und ihre Fertilitdt vermindert [Burgess DL, 1999].

Humane, p-assoziierte Erkrankungen
In einigen Familien konnten Mutationen des CACNB4-Gens nachgewiesen werden, welche

mit episodischer Ataxie Typ II (eine Familie) bzw. generalisierter Epilepsie (eine Familie)
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assoziiert waren [Escayg A, 2000]. In einer anderen Familie konnte eine Assoziation von
Mutationen im CACNB2-Gen mit dem Brugada-Syndrom, einer zu Herzrhythmusstdrungen
und plotzlichem Herztod prédisponierenden Erkrankung, nachgewiesen werden. Bei der
Mutation handelte es sich um eine heterozygote Punktmutation, die zu einem
Aminosdurenaustausch von Serin nach Leucin an Position 481 fiihrt (S481L) und mit einer

deutlichen Funktionsminderung des Calciumstromes einhergeht [ Antzelevitch C, 2007].

1.3. Zusammenfassung und Formulierung der Hypothese

Die fiir unsere Studie zentralen Punkte der Einleitung seien an dieser Stelle nochmals

zusammengefasst:

1. ASD sind multigene, hereditére Erkrankungen. Moglicherweise stellen die verschiedenen
Subtypen der ASD allesamt verschiedene Ausprigungen derselben Erkrankung dar.
Eventuell beruhen die Unterschiede in der Auspriagung auf verschiedenen ,,Sets* von
genetischen Verdnderungen.

2. Das Timothy-Syndrom ist eine Multiorganerkrankung, die auf einer Mutation im Gen der
Pore des L-Typ-Calciumkanals CaV1.2 beruht und mit ASD einhergeht

3. Die biophysikalischen Eigenschaften des verdnderten Kanals lassen sich in vitro durch
Varianten der Lange in der N-terminalen D1-Region der B-Untereinheit Typ B2 erkléren.

4. Mutationen in ,,Calciumkanalgenen‘ konnten mit Autismus und Epilepsie in Verbindung
gebracht werden und ASD sind in vielen Féllen mit Epilepsie assoziiert

5. Assoziations- und Kopplungsstudien ergaben eine Assoziation von ASD mit
chromosomalen Abschnitten, in welchen sich Gene der B-Untereinheiten B;, B, und P4
befinden.

6. Murine Knockout-Experimente konnten im Falle von B4 und B3;-Knockouts, deutliche
neurologische Dysfunktionen auslosen. Der letztere Befund [Murakami M, 2007] ist
jedoch neu. Zum Zeitpunkt der Untersuchung galten f3-Knockoutméuse als
verhaltensunauffillig [Namkung Y, 1998]. Im Hinblick auf mangelnde Hinweise aus
Assoziations- und Kopplungsstudien wurde daher auf eine Aufnahme von P3 in die
Analyse verzichtet.

7. Diese Anhaltspunkte stellen das Fundament der Bildung unserer Hypothese dar.
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Hypothese H;: Gegenhypothese H

,»ASD sind mit genetischen ,, Es besteht keine Assoziation
Verianderungen in der N-terminalen zwischen ASD und der N-terminalen
D1-Region der Gene CACNBI, Region von CACNB1, CACNB2

CACNB2 oder CACNB4 assoziiert.* oder CACNB4.*

Die vorliegende Arbeit beruht auf den Ergebnissen einer unter dieser Hypothese
durchgefiihrten Pilotstudie, die insbesondere der Schaffung einer entsprechenden

Infrastruktur, Methodik, sowie einer explorativen Datenerfassung dienen sollte.
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2. Studiendesign, Patienten und Kontrollen

2.1. Bezeichnung des Vorhabens und Genehmigung durch die Ethikkommission:
Die Pilotstudie wurde im Herbst 2004 unter dem Namen ,,Assoziation von Calcium-Kanal-
Genen und Autismus in Kindern“ durch die Ethikkommission der Universitit zu Koln

genehmigt.

2.2. Art und Zahl der Priifstellen

Die Pilotstudie wurde an zwei Priifstellen durchgefiihrt. Auf der einen Seite der Klinik fiir
Kinder- und Jugendpsychiatrie und Psychotherapie des Kindes- und Jugendalters der
Universitit zu Koln (Robert-Koch-Str. 10, 50931 Koéln) als Ort der klinischen Untersuchung,
psychopathologischen Diagnostik, Rekrutierung und Aufkldrung der Patienten bzw. ihrer
Erziehungsberechtigten und Familienangehorigen, sowie Probengewinnung, auf der anderen
Seite im Institut fiir Pharmakologie der Universitit zu Koln (Gleuerstr. 24, 50931 Ko6ln) als
Ort der Asservierung und Genotypisierung der Patientenproben mittels direkter
Sequenzierung und zu Rekrutierung, Probengewinnung und Genotypisierung der Kontrollen

im selben Verfahren.

2.3. Studienbeschreibung

Unser Pilotprojekt war als explorative, monozentrische, epidemiologische Kandidatengen-
und Assoziationsstudie ausgelegt, d.h. die N-terminalen Abschnitte der Gene CACNBI,
CACNB2 und CACNB4 von ASD-Patienten wurde mit der von nicht verwandten, nicht an
ASD erkrankten Individuen verglichen. Im Kern sollte v.a. die Methodik und Infrastruktur zur
Durchfiihrung von Kandidatengen- oder Assoziationsstudien zum Thema ,,Assoziation von

Calcium-Kanal-Genen und Autismus in Kindern* etabliert werden.

2.4. Dauer der Studie

Die Studie begann im November 2004 mit der Etablierung der Methodik und der Aquisition
von Kontroll- und Patientenproben und endete im Juni 2007, als die fiir uns relevanten Exone
in sdmtlichen fiir das Projekt zur Verfiigung stehenden Kontrollen und Patienten untersucht

worden waren.
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2.5. Patienten und Einschlusskriterien

Die 23 Patienten unserer Studie, 2 Midchen und 21 Jungen, waren in der Klinik und
Poliklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie des Kinder- und Jugendalters gemdl3 den
Kriterien der DSM-IV-TR und Autism Diagnostic Interview — Revised (ADI-R) als Patienten
mit Erkrankungen des autistischen Spektrums diagnostiziert worden (autistische Storung, AS,
PDDNOS) und befanden sich dort in ambulanter oder stationirer Behandlung. 14 Patienten
erhielten die Diagnose ,,Aspergersyndrom®, 9 Patienten hingegen ,,High Functioning
Autism®. Sie erhielten ausreichende und altersentsprechende Informationen iiber die Studie
von einem im Umgang mit Kindern erfahrenen Priifarzt. Die Eltern bzw.
Erziehungsberechtigten wurden ebenfalls ausreichend miindlich und schriftlich informiert und
unterzeichneten die Einverstdndniserklarung zur Studie freiwillig und im Sinne des
mutmaBlichen Willen des Kindes. Die Entnahme von Blut- oder Orallavage-Proben erfolgte
durch die behandelten Arzte. Klinisch erfasst wurden Name, Geburtsdatum, Geschlecht,
internistische und neurologische Vorerkrankungen, psychiatrische Individual- und
Familienanamnese, psychopathologischer Status und Diagnosekriterien nach ICD-10. Ein
Versicherungsschutz fiir die Patienten bestand im Rahmen des stationdren Aufenthalts oder
der ambulanten Behandlung. Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Probenentnahme
zwischen 7 und 18 Jahren alt, das mediane Alter lag bei 11 Jahren, das Durchschnittsalter bei
11,78 Jahren und die Standardabweichung bei 3,34 Jahren. Keiner der Patienten hatte
betroffene Geschwister, einer hingegen ein betroffenes Elternteil. AuBBer einem Autisten aus
einer italienischen und einem aus einer portugiesischen Familie waren alle Patienten
mitteleuropdischer Herkunft. Die Einschlusskriterien bestanden im wesentlichen aus einer
nach ADI-R und DSM-IV-TR gestellten Diagnose einer nicht syndromalen ASD im

Kindesalter bei Patienten européischer Herkunft.

2.6. Nicht autistische Kontrollen

Die 23 nicht autistischen Kontrollen wiesen gemél den Kriterien des DSM-IV keine
eindeutigen Hinweise auf ASD oder andere PDD auf. Keiner der Probanden gab an, aus einer
von PDD betroffenen Familie zu stammen. Es handelte sich um erwachsene Mitarbeiter
unseres Instituts zwischen 20 und 50 Jahren, welche durch einen Priifarzt ausreichende
Informationen erhielten und eine freiwillige Einverstdndniserkldrung unterzeichneten. Alle

Kontrollen waren mitteleuropéischer Herkunft.
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2.7 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patienten, (1) deren Eltern bzw. Erziehungsberechtigte nicht in der
Lage waren, ihr schriftliches Einverstindnis zu Studie zu geben, (2) die selbst oder deren
Eltern bzw. Erziehungsberechtigte weder schriftliche noch miindliche Erklarungen zur Studie
verstehen konnten, (3) die selbst oder deren Eltern bzw. Erziehungsberechtigte zwar in der
Lage waren, sich eine Meinung zu bilden oder die Studieninformationen zu beurteilen, jedoch
ausdriicklich nicht an der Studie teilzunehmen wiinschten, (4) die selbst oder deren Eltern
bzw. Erziehungsberechtigte die Einverstindnis zur Studienteilnahme zuriickzogen, (5) die
ausdriicklich nicht oder nicht mehr zur Teilnahme an der Studie bereit waren, (6) die weitere
im DSM-IV aufgefiihrten psychischen Stérungen aufwiesen, (7) die sich im Nachhinein als

nicht den Einschlusskriterien entsprechend erwiesen.

2.8. Probenentnahme

Zur DNA-Gewinnung wurde den Patienten und Kontrollen 4,9ml vendses Blut entnommen,
welches durch Zusatz von EDTA gegen Gerinnung geschiitzt wurde. Waren die Patienten
oder deren Eltern zwar zur Teilnahme an der Studie, nicht jedoch zur Blutabnahme bereit,
wurde eine Mundspiilung als Alternative durchgefithrt. Hierfiir wurden 25ml
kohlensdurefreies Mineralwasser 30s lang in der Mundhohle einbehalten und anschlieend in
ein 50ml Falcon-R6hrchen entleert. Die Aufbewahrung der Proben bis zur Weiterverarbeitung
erfolgte bei —20°C. Die Untersuchung aus Blut ist effizienter, weshalb diese Methode

bevorzugt wurde.

2.9. Nutzen-Risiko-Abwigung

Eine Venenpunktion zwecks Abnahme von 4,9ml Blut kann zu Blutergiissen, Schmerzen bei
der Punktion und in seltenen Fillen zu Venenentziindungen flihren. Die Mundspiilung mit
25ml Mineralwasser fiir 30s und das Entleeren in ein 50ml Falcon-Réhrchen kann subjektiv
als unangenehm empfunden werden. Bei den Eltern kénnen durch die Bewusstwerdung des
hohen genetischen Anteils an der Erkrankung ihrer Kinder Schuldgefiihle auslost werden.
Aufgrund der Durchfiihrung der Venenpunktion und Mundlavage durch fachkundiges und im
Umgang mit Kindern erfahrenen d&rztlichen Personals und die sorgfiltige Auswahl der
Studienteilenehmer wurden die Risiken minimiert. Die Studienteilnehmer hatten keinen
personlichen Vorteil aufler dem Wissen, zur Aufklirung der sie belastenden Erkrankung

beizutragen.
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2.10. Zwischenauswertungen und Abbruchkriterien

Zwischenauswertungen wurden nicht durchgefiihrt. Als Abbruchkriterium galten (1) das
nachtragliche  Zuriickziehen der FEinverstindniserklarung, (2) die nachtrigliche
Meinungsinderung iiber eine Studienteilnahme und (3) die nachtriigliche Anderung der
Einschitzung beziiglich der Einschlusskriterien durch die an der Studie Beteiligten. Letzteres

geschah in einem Fall, dessen Ergebnisse flossen daher nicht in der Studie ein.

2.11. Behandlung der Daten
Alle Patientendaten unterlagen der drztlichen Schweigepflicht. Alle Publikationen werden
anonymisiert erfolgen. Der Datenschutz war wihrend der gesamten Studiendauer

gewihrleistet. Alle Daten und Proben wurden anonymisiert behandelt.
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3. Material und Methoden

3.1. Uberblick

DNA wurde aus EDTA-Blut oder Mundlavage-Zentrifugat extrahiert. Die Konzentration
wurde in Spottests ermittelt. Via PCR wurden die erwiinschten Exone amplifiziert; der
Amplifikationserfolg wurde per Gelelektrophorese iiberpriift. Die PCR-Produkte mussten
hiernach aufgereinigt werden, wozu die Verfahren der Gel- und der Vakuum-Extraktion zur
Verfiigung standen. Nach der Aufreinigung erfolgte eine Sequenzierung per
Kettenabbruchmethode, welche sich per Kapillarelektrophorese darstellen lie. Alle
gefundenen Abweichungen der Sequenz von der Konsensussequenz wurden mit gingigen
Internetdatenbanken verglichen und auf potentielle funktionelle Auswirkungen hin

begutachtet, wobei z.T. Spleiss-Pradiktor-Programme zur Anwendung kamen.

3.2. Suche von Literatur, Gensequenzen und SNPs

Die zitierte Literatur wurde iiber die PubMed-Datenbank gesucht und ausgewihlt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Die Genpositionen und Genomsequenzen, sowie SNPs
wurden iiber die Datenbanken ENSEMBL (http://www.ensembl.org), UCSC-Genome-
Browser (http://genome.ucsc.edu), HAPMAP (http://www.hapmap.org) und NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) gesucht und untereinander verglichen. Informationen tiber die
Genexpression stammten aus einer Genexpressionsdatenbank [(http://expression.gnf.org/cgi-

bin/index.cgi); Su Al, 2002].

3.3. Primer-Auswahl
Zum Design der Primer nutzten wir die Programme ,,Gene Construction Kit*“ (TEXTCO

BIOSOFTWARE) und ,,Workbench* (CLC BIO).
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3.4. Verwendete Materialien

Reagenzien
6X Loading Dye Solution
Agarose

AE-Elutions-Puffer
AL-Lysis-Puffer
AW1-Wasch-Puffer
AW2-Wasch-Puffer
BigDye Terminator
Sequencing Kit v1.2
Cytitdin

dNTPs

96% Ethanol
Ethidiumbromid
A-DNA

Isopropanol

Millipore MANU 030-Platten

Cycle

Primer
100bp-Marker
Proteinase

QUIamp-DNA Blood-Minikit
QG-Solubilization-Puffer
QUlIamp-Zentrifugationssdule

PE-Wasch-Puffer
EB-Elutions-Puffer
Sephadex G-50
TAE 1 x

HPLC-H,0O
GoTaq — DNA-Polymerase Kit

Quiagen Taq-DNA-Polymerase
Kit

Kommentar

1,6%iges Gel (in 1xXTAE)
fiir Gelelektrophorese
1%iges Gel (in 1x TE) fiir
A-DNA-Spottest
Bestandteile des zur DNA-
Extraktion genutzten
QUIamp-DNA Blood-
Minikits

1% (10mg/ml)

Bestandteil des QUlamp-
DNA Blood-Minikits

Bestandteil des QUIamp-
DNA Blood-Minikits

10mM Tris-Chlorid, pH 8,5

40mM Tris,
20mM Na-Acetat
1 mM EDTA Dihydrat

GoTaq — DNA-Polymerase
5x Colorless GoTaq
Reaction Buffer

5x Colorless GoTaq
Reaction Buffer

Taq DNA-Polymerase

10x PCR Buffer

10x CoralLoad PCR Buffer
25mM MgCl,

Hersteller
FERMENTAS, Kat.-Nr: R0611
APPLICHEM, Kat.-Nr. A2114

QUIAGEN, Kat.-Nr. 19077
QUIAGEN, Kat.-Nr. 19075
QUIAGEN, Kat.-Nr. 19081
QUIAGEN, Kat.-Nr. 19072
APPLIED BIOSYSTEMS,
Kat.-Nr. 4337451

SIGMA, Kat-Nr. 30290
FERMENTAS, Kat.-Nr. R0191
RoOTH, Kat.-Nr. P075.1

ROTH, Kat.-Nr. 2218.2
FERMENTAS, Kat.-Nr. SD0011
RoOTH, Kat.-Nr. 9866.5
MILLIPORE,

Kat.-Nr. MANU 030 10/50
OPERON, nach Bestellung
FERMENTAS, Kat-Nr. SM0241
QUIAGEN, Kat.-Nr. 51104

QUIAGEN, Kat.-Nr. 51104
QUIAGEN, Kat.-Nr. 19063
QUIAGEN, Kat.-Nr. 19063

QUIAGEN, Kat.-Nr. 19065
QUIAGEN, Kat-Nr. 19086
SIGMA-ALDRICH,

Kat-Nr. SPC5120-50G

ROTH, Kat.-Nr. 4855.2

RoTH, Kat-Nr. X8912

MERCK, KAT-NR. 324503-1KG
BiocHROM, Kat-Nr. L0015
PROMEGA, Kat. Nr. M3171

QUIAGEN, Kat-Nr. 201203

Tabelle 1) verwendete Materialien
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3.5. DNA-Extraktion via QUIamp-DNA Blood-Minikit (QUIAGEN)

Der erste Schritt zum Erhalt der genomischen Sequenz bestand in der Extraktion von DNA
aus den Blut- oder Mundspiilproben der Patienten bzw. Kontrollen. Die Mundspiilproben
wurden in 50ml Falcon-Behiltern 2x15min lang bei 3000rpm zentrifugiert, der Uberstand
wurde verworfen und nur das Zentrifugat wurde genutzt. Sowohl Mundspiil-Zentrifugate als
auch Blutproben wurden mit Hilfe des QUlamp-DNA Blood-Minikits (QUIAGEN)
aufgereinigt. Hierzu wurden ausschlieSlich sterile Pipettenspitzen und Reaktionsgefilie
genutzt. Aufgrund des potentiellen Infektionsrisikos waren Handschuhe, Mundschutz, Kittel
und Impfschutz vorgesehen. Organische und anorganische Abfille wurden in speziellen

Abfallbehéltern fachgerecht entsorgt.

Folgendes Protokoll wurde bei der DNA-Extraktion angewandt:

e Proteinase: 20ul Proteinase (QUIAGEN) wurden aus der Lagerung bei 4°C entnommen
und in ein 2pul Reaktionsgefal pipettiert

e JVollblut: 200ul EDTA-Vollblut wurden hinzugefiigt

e  Puffer: 200ul Puffer AL (QUIAGEN) wurden hinzugefiigt

e  Pulsvortex: Das Gemisch wurde 15s lang pulsiert gevortext, um es zu homogenisieren

o  Thermoinkubation: Das Gemisch wurde 10min lang bei 56°C im Thermoblock inkubiert.

e Zentrifugation: Die Reaktionsgefille wurden ca.15s lang anzentrifugiert.

e  FEthanol: 200ul 96%igen Ethanols (ROTH) wurde hinzugefiigt.

e  Pulsvortex: Das Gemisch wurde 15s lang pulsiert gevortext, um es zu homogenisieren

o Zentrifugation: Die Reaktionsgefdlle wurden ca.15s lang anzentrifugiert.

o Zentrifugationssdule: Das Reaktionsgemisch wurde in eine QUlIamp-Zentrifugationssiule
(QUIAGEN) iiber einem 2ml-Reaktionsgefal} {iberfiihrt

e Zentrifugation: Das Gemisch wurde 1min lang bei 8000rpm zentrifugiert. Das Filtrat im
Auffanggefall wurde verworfen und die Saule auf ein neues 2ml-Reaktionsgefill gesetzt.

o Waschpuffer: 500ul Wasch-Puffer AW1 (QUIAGEN) wurden hinzugefiigt.

e Zentrifugation: Das Gemisch wurde 1min lang bei 8000rpm zentrifugiert. Das Filtrat im
Auffanggefall wurde verworfen und die Saule auf ein neues 2ml-Reaktionsgefall gesetzt.

o Waschpuffer: 500ul Wasch-Puffer AW2 (QUIAGEN) wurden hinzugefiigt.

e Zentrifugation: Das Gemisch wurde 5min lang bei 13300rpm zentrifugiert. Das Filtrat im
Auffanggefall wurde verworfen und die Saule auf ein 1,5ml-Reaktionsgefall gesetzt.

e  FEluation: 200 pl Elutions-Puffer AE (QUIAGEN) wurden hinzugefiigt.
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e [nkubation: Das Gemisch wurde 1 min lang bei Raumtemperatur inkubiert
o Zentrifugation: Das Gemisch wurde 1min lang bei 13300rpm zentrifugiert.

e Filtrat: Das Filtrat enthielt nun die extrahierte genomische DNA.

3.6. Ermittlung der DNA-Konzentration via A-DNA-Spottest
Die Konzentration der aus Blut oder Mundhohlenproben extrahierten DNA konnte im
Verfahren des A-DNA-Spottests in fiir unsere Zwecke ausreichender Genauigkeit ermittelt

werden.

Protokoll des A-DNA-Spottest

e  Gelguss: In einer Petrischale wurden 15ml eines 1%igen Agarosegels in TE mit Spug/ml
Ethidiumbromid (ROTH) eingegossen

o  Aushdrtung: Die Gel-Platte wurde zur Aushidrtung 20min lang offen bei 37°C
Umgebungstemperatur stehen gelassen

o Verdiinnungsreihe: Auf die Platte wurde eine Verdiinnungsreihe von A-DNA
(FERMENTAS) in Konzentrationen von 5, 10, 15, 50, 100, 150 und 300 ng/ml aufgetragen.
Diese dienten als Referenzen zur Ermittlung der Probenkonzentration.

o Aufbewahrung: Die Platte konnte in Dunkelheit unter Parafilm bei 4°C iiber mehrere
Wochen aufbewahrt werden, ohne ihre Eignung zur Konzentrationstestung zu verlieren.

o Probenauftrag: Wurden auf der Platte nun Proben unbekannter Konzentration
aufgetragen, konnte an unter UV-Licht von 320nm Wellenldnge aufgenommenen
Digitalphotographien im Vergleich zur A-DNA die Konzentration der Proben abgeschétzt

werden. Je intensiver die Farbung, desto hoher war die Konzentration.

3.7. Amplifikation iiber Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um eine Sequenzierung der extrahierten, genomischen DNA zu ermdglichen, wurden die
untersuchten Exone per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Hierzu wurden sterile
ReaktionsgefaB3e und steril gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Die Arbeitsschritte wurden in
raumlich getrennten Bereichen durchgefiihrt: einem Reagenzienarbeitsplatz, einem DNA-

Arbeitsplatz und einem Amplifizier- bzw. Sequenzier-Arbeitsplatz.
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Die PCR ist ein 1983 von Karry Mullis entwickeltes Verfahren zur selektiven Amplifizierung

bestimmter DNA-Sequenzen aus einer heterogenen Mischung von DNA-Sequenzen heraus.

In unserem Fall bildete aus Blut oder Mundspiilungen heraus extrahierte, genomische

Gesamt-DNA das Ausgangsmaterial. Zu jeder Sequenz, die amplifiziert werden soll, miissen

zwei passende Oligonukleotid-Primer, auch Amplimere genannt, gefunden werden. Ein

Primer flankiert die zu amplifizierende Sequenz am 3’-Ende, der andere am 5’ Ende. Die

Primer besitzen im Optimalfall eine Lange von 18-25bp, einen GC-Gehalt von 40-60% und

eine <5°C voneinander abweichende Schmelztemperatur. Die Schmelztemperatur gibt an, bei

welcher Temperatur ein Nukleotid denaturiert wird. Die Schmelztemperatur der Primer sollte
sich um maximal 10°C von derjenigen der zu amplifizierenden Sequenz unterscheiden.

Wesentlich ist auch, dass die Primer weder zueinander noch zu sich selber komplementér sind

oder noch weitere DNA-Abschnitte als den gewiinschten flankieren. Zahlreiche im Internet

frei oder kommerziell erhidltliche Programme dienen der Auswahl und Entwicklung von

Primern, in unserer Arbeit nutzten wir die Programme ,,Gene Construction Kit*“ (TEXTCO

BIOSOFTWARE) und ,,Workbench* (CLC BIO). Eine PCR selbst besteht aus einer Folge von

Zyklen aus jeweils drei Schritten:

1. Denaturierung: Bei 93°C - 95°C wird menschliche DNA denaturiert - d.h. aus einem
verwundenen Doppelstrang bilden sich zwei lineare Einzelstrange.

2. Anlagerung der Primer (engl. ,,Annealing“): Zwischen ~50°C und ~70°C lagern sich,
abhéngig von der Schmelztemperatur der erwarteten Doppelstrang-DNA, die Primer an
die DNA an.

3. DNA-Synthese: Zwischen 70°C und 75°C erfolgt durch eine hitzestabile DNA-Polymerase
von hitzestabilen Bakterien, z.B. Thermus aquaticus oder Pyrococcus furiosus die
Replikation der gewiinschten DNA-Abschnitte. Die Tag-Polymerase bindet am Primer
und erzeugt aus den vier Desoxynukleotiden im Reaktionsgemisch (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) einen zu den urspriinglichen DNA-Stringen der DNA komplementéren Strang. Die
Richtung der Synthese des neuen Stranges lduft von einem Primer in die Richtung der
Bindungsstelle des anderen Primers und umgekehrt. Die neu synthetisierte DNA wird
durch abermalige Denaturierung in Einzelstringe iiberfiihrt, an diese binden erneut die
Primer und die Polymerase im Reaktionsgemisch, neue Strange werden synthetisiert. In
jedem Reaktionszyklus dienen die bereits vorhandenen und die neu synthetisierten
Stringe als Matritze fiir die Synthetisierung neuer Stringe. Die Folge ist eine

Kettenreaktion mit exponentieller Produktzunahme. Nach 35 Zyklen ist die Menge der
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urspriinglichen DNA im Vergleich zur Menge an amplifizierter DNA verschwindend

gering.

Die PCR ist ein schnelles, relativ einfaches, sensitves und robustes Verfahren zur selektiven
Amplifikation von DNA. Thre wesentlichen Einschrinkungen liegen in der geringen
maximalen GrofBe der Endprodukte — mit Standardverfahren lassen sich >5kb lange
Sequenzen kaum amplifizieren — und in der immer noch relativ geringen Ausbeute der
Produkte. =~ Thermus-aquaticus-DNA-Polymerasen verfligen auflerdem iiber keinen
Korrekturlesemechanismus. Unter suboptimalen Bedingungen kann es daher zu Fehlern in der
DNA-Synthese kommen. Zahlreiche Verfahren wurden entwickelt, um die Sensitivitét,
Spezifitit und Ausbeute von PCR-Reaktionen zu erhdhen [Strachan T, 2003]. Fiir die Zwecke
unserer Studie aber reichten die Eigenschaften der Standard-Methode aus.

In unserer Studie nutzten wir fiir die PCR folgende Bedingungen und Reagenzien:

PCR-Bedingungen
1. Denaturierung: 94°C fiir 30 s
Annealing: T anncaling) flir 1 min
Verldngerung: 72°C fiir Imin
Wiederholungen: 35 Zyklen 1-3

w»ok wN

Finale Verlangerung: 75°C fiir 10min

Reagenzien

Es wurden zwei verschiedene Enzymsets und dementsprechend zwei grundsitzlich
verschiedene Grundgemische (Mastermix) verwendet, die jeweils weiter auf die
entsprechenden Exone angepasst werden. Fiir GC-reiche Exone bewéhrte sich ein PCR-Kit

von QUIAGEN, fiir andere Exone ein PCR-Kit von PROMEGA.

GC-reiche Exone Nicht GC reiche Exone

CACNBI1-Exon 1 CACNB2-Exon 2a

CACNBI1-Exon 2 CACNB2-Exon 2b
CACNB2-Exon 1a/1b CACNB2-Exon 2¢
CACNB4-Exon 1/2a CACNB2-Exon 2d

CACNB4-Exon 2b
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Tabelle 2) Bedingungen fiir GC-reiche Exone (QUIAGEN-Protokoll)

Stamm- Endkonzentration
Substanz Hersteller Endvolumen konzentration | in 50l Mastermix
Quiagen-Coral- Sul Ix
Load-PCR- QUIAGEN (15mM 10x
Puffer MgCl,) (1,5mM MgCl)
Q-Solution QUIAGEN 10ul 5x Ix
FERMENTAS, 200um/
dNTP Kat-Nr. x0181 | M 10mM Nukleotid
Forward-Primer
(sense) OPERON Tul 25uM 0,5uM
Reverse-Primer
(antisense) OPERON Tul 25uM 0,5uM
Taq-Polymerase | QUIAGEN 0,5ul S5U/ul S5U/Reaktion
Je nach
DNA S.0. 100ng Konzentration | 2ng/pl
der Probe
2-3,8mM
MgCl, QUIAGEN 1-4,6ul 25mM (Puffer + MgCly)
HPLC-H,O SIGMA-ALDRICH | Ad 50ul

Tabelle 3) Bedingungen fiir die nicht GC-reichen Exone (PROMEGA-Protokoll)

Stamm- Endkonzentration in
Substanz Hersteller Endvolumen konzentration 50ul Mastermix

Green  GoTaq 10ul 1x
Reaction Buffer PROMEGA | (15mM 5x
(PCR-Puffer) MgCly) (1,5mM MgCl,)
dNTP FERMENTAS Tul 10mM 200uM/Nukleotid
Forward-Primer
(sense) OPERON Tul 25uM 0,5uM
Reverse-Primer
(antisense) OPERON Tul 25uM 0,5uM
GoTag- PROMEGA 0,5ul U ,5U
Polymerase /ul

Je nach
DNA S.0. 100ng Konzentration | 2ng/pl

der Probe

2-3,8mM

MgCl, PROMEGA 1-4,6ul 25mM (Puffer + MgCl,)
HPLC H,0O SIGMA-ALDRICH | Ad 50ul
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Einen Uberblick iiber die individuell an die unterschiedlichen verwendeten Bedingungen und

Primer gibt Tabelle 4

Tabelle 4) Primer und Bedingungen der Amplifikations-PCR

Gen Name |Primersequenz A |Fr Mg Pr [T
CACN 1 F1X1 |AGCGCTCGGCATCCACTGGTAGAC 615 3 0 |67
Bl R1X1 |CGCGCCTCTCGAGCCGACCTTAAC

) F1X2 CGCCCTTAACCTGAACGTGTG G 1248 s p |67

R1X2 |GCCGCTGACAGCACATCCAGA

CACN [la* [F2X1 |CGCCGCCGGGGGCTGGCTGCTTC
B2 1b* R1X1 |GCCCGAGGGGACTGGAGAGCT

Q

744 R 10 169

F1X2 |TGGCCAGCAAGAGCGAAACTC

24 R1X2 |CACCGTCTTCACTTCAATTAAAAGTA

471 (3,8 [P [58,5

F1X2b [CAGGGGAGGAGGGAGAAGTAG

2b R2X2b [CAGGGAATAAAAACAGCTGAA

719 2 [P 585

F1X2¢ [TTGCGTTTGTTAATTGACTTTG

2¢ R1X2¢ [CAGGGAATAAAAACAGCTGAA

385 3 [P 585

hd F2X2d GCGCAGGGAAGAGAATGTTTA
R2X2d ATCCGATTAACCAAATCAAAC

L | 22K

510 3,8 P [58,5

CACN [1* [F2X1 |GCGGGGGAAGCGCCTCGGTCCCTTTAA

B4 2a* [R2X2a (GCGCGCTCGGCCTCCTCCCCATCCT G P2l 3R 169
F3X2b |(GGCGCAGTTCTCCCAAACAG
2b R3X2b [CCCGGTAATGTATAAATTCA M 16 3 P 156
A = Aufreinigungsverfahren Fr = Fragmentldnge bp
F-Primer = Forward-Primer M = Millipore-Filterplatte
R-Primer = Reverse-Primer; G = Gelextraktion
Mg = [MgCl;] mM P = Promega-Protokoll
Pr = Protokoll Q = Quiagen-Protokoll

T= Annealing-Temperatur in °C

* Exone liegen eng aneinander, daher gemeinsame Amplifikation mit denselben

Primerpaaren moglich

3.8. Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente konnen mittels einer Gelelektrophorese entsprechend ihrer Grofle
aufgetrennt werden. Diese Trennung erlaubt es, einerseits den Erfolg einer Amplifikation zu
analysieren (,,analytisches Gel*), andererseits spezifische von unspezifischen Fragmenten zu
trennen (,,praparatives Gel®). Das Agarose-Gel wirkt in beiden Fillen wie ein molekulares

Sieb mit einer Porengrofe von 50 nm bis {iber 200 nm, je nach Hersteller [Sambrock JF,
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2001]. Die Trennung der Fragmente erfolgt durch Anlegen einer Spannung. DNA ist aufgrund
ihrer Phosphatgruppen negativ geladen. Hierdurch wandern die Fragmente zur positiv
geladenen Anode. Aufgrund der gleich bleibenden Ladungsdichte ist die Laufstrecke der
Fragmente umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Grofle, gemessen in Basenpaaren
(bp). Die groBeren Fragmente laufen im Gel langsamer, da sie aufgrund ihrer Grof3e
schlechter durch die Poren des Gels wandern konnen. Die Effizienz der Auftrennung in einem
Agarosegel nimmt ab, je hoher die Spannung ist. Um eine maximale Auflésung von grofleren
DNA-Fragmenten (>2 kb) zu erzielen, wird empfohlen ein Gel mit maximal 5-8V/cm zu
fahren [Sambroock JF, 2001]. So entsteht eine Spur mit diskreten Banden entlang des Gels.
Die Banden bestehen aus DNA-Fragmenten gleicher Grofle. Anhand eines parallel zu den
Proben laufenden Markers mit bekannten FragmentgroBen ldsst sich die Lange der
aufgetragenen Fragmente erschlieBen. Um die Fragmente sichtbar zu machen, werden diese
mit Ethidiumbromid angefarbt. Diese Substanz interkaliert mit der DNA und fluoresziert
unter Anregung im UV-Licht-Spektrum. So konnen unter UV-Licht photographische

Aufnahmen vom Gel zur Dokumentation des Erfolges durchgefiihrt werden.

Als PCR-Puffer verwendeten wir 6X Loading Dye Solution (FERMENTAS). Die im
verwendeten PCR-Puffer enthaltenen Farbstoffe Bromophenol-Blau und Xylen-Cyanol FF
dienen als zusétzliche Anhaltspunkte fiir die zuriickgelegte Wanderstrecke. Bromophenol-
Blau lduft in 1,6%igem Agorosegel mit ungefdhr derselben Geschwindigkeit wie Fragmente

von ~300bp Linge und Xylen-Cyanol FF mit Fragmenten von ~4000bp.

Protokoll zur Gelelektrophorese von amplifizierter DNA

e Gel: Agarose (APPLICHEM) wurde in 1 x TAE zu einer 1,6%igen Losung aufgekocht

o  Ethidiumbromid: Nach leichtem Abkiihlen kam eine 1%ige Ethidiumbromid-Losung
(RoTH) hinzu (Endkonzentration: 1pg/ml). Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA
und fluoresziert unter Anregung mit UV-Licht. So konnten unter UV-Licht
photographische Aufnahmen vom Gel zur Dokumentation des Erfolges durchgefiihrt
werden.

e Gelguss: Nun wurde das Gel in eine Kammer gegossen. Ein mit mehreren Zacken
ausgestatteter Kamm hinterlieS beim Hartwerden des Gels eine Reihe von Taschen in
erwiinschter Grofle, Anzahl und Tiefe. Zur Ermittlung der Fragmentgrole wurde ein
100bp-Marker [FERMENTAS] aufgetragen, der zwischen 100bp und 1000bp im Abstand

von 100bp eine Bande erzeugt. Zum Ausschluss von Kontaminationen wurde stets eine
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Negativkontrolle eingesetzt. In dieser war das Substanzgemisch in Menge und
Konzentration den Proben identisch, anstatt DNA wurde jedoch nur HPLC-H,O
eingesetzt. Zwischen analytischen und priparativen Gelen bestand an dieser Stelle der
Prozedur ein Unterschied:

o Analytische Gele: Fiir analytische Gele wurden 5ul an Probe in die Geltaschen
eingegeben, darin enthalten waren die bereits im PCR-Puffer vorhandenen
Farbstoffe.

e Priparative Gele: Fiir priparative Gele hingegen wurde das gesamte
Probenvolumen von 50pul mitsamt den Farbstoffen in die Geltaschen eingetragen.

o FElektrophorese: Anhand der Wanderung der zugegebenen Farbstoffe war der Fortschritt
der Wanderung der DNA durch das Gel erkennbar.

e  Photographie: Fertige Gele wurden unter UV-Licht bei 320nm photographiert.

o Analytische Gele: Die Qualitdt der Amplifikation und GroBe der Fragmente konnte auf
den Photografien beurteilt werden

e Prdparative Gele: In prapaparativen Gelen konnte eine Exzision der relevanten Banden

mit einem sterilen Skalpell erfolgen.

3.9. Aufreinigung der DNA

Vor der Sequenzierung der amplifizierten Exone mussten diese aufgereinigt werden, um noch
vorhandene Salze, Primer und ungebundene dNTPs zu entfernen. Hierzu verwendeten wir
zwei verschiedene Verfahren, je nach Exon. Exone, die sich nach initialer Kontrolle der
Amplifikation im analytischen Gel als diskrete, einzelne Banden im Agarosegel darstellen
lieBen, konnten iiber MANU-030-Filterplatten gereinigt werden. Exone, deren Banden im
analytischen Gel von unspezifischen Banden flankiert wurden, wurden hingegen aus

praparativen Gels ausgeschnitten.

3.9.1. Aufreinigung per Gelextraktion

Fir die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das ,,Qiaquick Gel
Extraction Kit“ (QUIAGEN) verwendet. Das System beruht auf der Elution von DNA, die
reversibel und pH-abhingig auf einer Sdule an eine Silica-Gel-Membran bindet. Mit dem

»Qiaquick Gel Extraction Kit“ (QUIAGEN) lieen sich DNA-Fragmente zwischen 70 und
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10.000 bp aus Gelen isolieren. Dem im Agarose-Gel und Elektrophoresepuffer enthaltenen

TAE-Puffer wurde Cytidin-Losung (SIGMA) hinzugefiigt, wobei dessen Endkonzentration bei

SmM lag. Cytidin diente dem Schutz der DNA wéhrend der Elektrophorese und

anschlieenden Extraktion aus dem Gel [Griindemann D, 1996]. Die Methode wurde
angewandt in Exon 1 und 2 von CACNBI, in Exon la und 1b von CACNB2, sowie Exon 1
und 2a von CACNB4

Protokoll zur Aufreinigung per Gelextraktion

Nach der Elektrophorese wurden die spezifischen PCR-Fragmente anhand ihrer Bandenldnge

auf einem UV-Transluminator bei einer Wellenldnge von 320nm mit einem sterilen Skalpell

aus dem Gel exzidiert und in ein 2ml-Eppendorffgefal} iiberfiihrt.

Losung: Hinzu kamen 300ul QG-Solubilization-Puffer (QUIAGEN). Das Gemisch wurde
fiir 10-20 min bei 53°C inkubiert, bis es einen homogen Zustand vollstindiger Lésung des
Gels mit einer gelben Farbe erreicht hatte. Zur Unterstiitzung des Losungsvorgangs wurde
das Gemisch in 2-3miniitigen Abstinden gevortext. Fiir den Fall eines Farbumschlages,
der fiir eine Verdnderung des pH-Wertes spriache, konnte das Gemisch mit 3M Na-Acetat-
Losung wieder eintitriert werden.

Zentrifugation: Es folgte eine ,,sanfte* Anzentrifugation (<10s Dauer; <1000rpm)
Prazipitation: Hinzu kamen 100ul Isopropanol (ROTH). Dies entsprach in etwa dem
Volumen des Exzidats und brachte die DNA zum Ausféllen. Das Gemisch kam auf eine
Quiagen Spin Column — Sdule (QUIAGEN).

Zentrifugation: 1min lang wurde das Gemisch bei 13200rpm in ein 2ml Auffanggefal3
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen. Befanden sich zuvor >800ul in der Saule,
wurde die Zentrifugation wiederholt, um eine Filtration des gesamten Gemischs sicher zu
stellen.

Erneute Losung: Es wurden erneut 500ul QG-Puffer (QUIAGEN) auf die Siule gegeben
Zentrifugation: 1min lang wurde das Gemisch bei 13200rpm in ein 2ml Auffanggefal3
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen.

Waschvorgang: Auf die Sdule kamen 750 ul Waschpuffer PE (QUIAGEN). Die Siule
wurde Smin lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Zentrifugation: Das Gemisch wurde 2x1min bei 13200rpm in ein 2ml Auffanggefdf3

zentrifugiert, nach jeweils einer Minute wurde das Zentrifugat verworfen.
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e FEluation: Auf die Séule kamen 30 pl Eluationspuffer (QUIAGEN). Das Gemisch wurde 1
min lang bei Raumtemperatur inkubiert.

o Zentrifugation: das Gemisch wurde 1min lang bei 13200rpm in ein autoklaviertes 1,5ml
Eppendorfgefa3 zentrifugiert. Das Eluat enthielt das aufgereinigte PCR-Produkt.

o Weiteres Verfahren: Das aufgereinigte PCR-Produkt konnte nun sequenziert oder bei -

20°C zwischengelagert werden.

3.9.2. Aufreinigung iiber PCR-Filterplatten

Fragmente, die im analytischen Gel als ,,sauber®, d.h. diskret und ohne begleitende Banden in
der Spur imponierten, konnten nach dem Prinzip der GroBen-Exklusion von Millipore
aufgereinigt werden. Hierbei werden die PCR-Produkte in Kavitdten einer Filterplatte MANU
030 (MILLIPORE) iibertragen. Mittels eines Unterdrucks von -18mmHg werden Fliissigkeiten,
Elektrolyte und kleinere Molekiile, etwa ungebundene dNTPs oder Primerfragmente aus der
Kavitdt abgesaugt, die aufgereinigten PCR-Produkte aber bleiben zuriick und konnen hier
eluiert werden [Reek FH, 1995]. Die Methode wurde angewandt fiir die Exone 2a, 2b, 2c und
2d von CACNB2 und Exon 2b von CACNBA4.

Protokoll zur Aufreinigung iiber Millipore MANU 030

1. Auftragen der Proben: Die PCR-Produkte (45-50ul) wurden in einer Manu-030-
Filterplatte aufgetragen. Der Boden der Filterplatte wurde den Herstellerangaben
entsprechend iiber einen definierten Zeitraum mit -18mmHg angesaugt.

2. Eluation: Anschlieend wurden die Kavititen der Filterplatte mit EB-Puffer (QUIAGEN)
gespiilt und fiir 20 min auf einem Schiittler inkubiert. Dies fiihrt zur Eluation der PCR-
Produkte in den Puffer.

3. Uberfithrung in Eppendorfgefiffe: Die DNA-Eluate wurden in autoklavierte, 1,5ml
Eppendorfgefile tiberfiihrt.

4. Weiteres Verfahren: Das aufgereinigte PCR-Produkt konnte nun direkt sequenziert oder

bei -20°C zwischengelagert werden.
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3.10. DNA-Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung unserer Proben nutzten wir das Verfahren der automatisierten DNA-
Sequenzierung nach Kettenabbruchmethode mit Fluoreszentzmarkierung in Gelkapillaren.
Hier werden die gereinigten PCR-Produkte wie in einer herkdémmlichen PCR mit
2’Desoxynukleotiden (dNTPs), Taq-DNA-Polymerase und Puffern zyklisch durch Hitze
denaturiert und renaturiert. Es bestehen allerdings zwei entscheidende Unterschiede zur
herkdmmlichen PCR: Erstens wird nur ein Primer eingesetzt, so dass nach Denaturierung und
Annealing die Elongation nur in eine Richtung erfolgt und somit auch nur Einzelstringe
erzeugt werden. Zweitens finden sich neben dNTPs auch 2’°,3’-Didesoxynukleotide (ddNTPs)
im Reaktionsgemisch. Die ddNTPs stellen modifizierte Nukleotide dar. Am 3’-C-Atom des
Zuckers wurde die Hydroxylgruppe durch ein Wasserstoffatom ersetzt. Infolgedessen kommt
die Elongation des Einzelstranges in dem Moment zum erliegen, in welchem ein ddNTP
anstelle eines dNTPs in die Kette eingebaut wird. Da der Einbau der ddCTPs, ddATPs,
ddGTPs und ddTTPs zufillig erfolgt, entsteht in jedem Zyklus der Sequenzier-PCR eine
variable Anzahl von Einzelstrangen unterschiedlicher Lange. Das 3’-Ende ist in jedem Strang
identisch, das 5’-Ende jedoch variabel und immer aus einem fluoreszenzmarkierten ddNTP
bestehend. Die Produkte der Sequenzier-PCR werden durch Zentrifugation in einem
Sephadex-Gel [SIGMA] von Salzen, {iberschiissigen dNTPs, ddNTPs und Primern getrennt.
Nun konnen sie in einem denaturierenden Polyacrylamidgel, welches sich in einer langen,
sehr diinnen Glaskapillare befindet, per Elektrophorese sehr genau ihrer GroBe nach
aufgetrennt werden. Harnstoff in einer Konzentration von 8M im Gel bedingt, dass die DNA
wiahrend der Wanderung im Gel -einzelstringig verbleibt. Unterschiede von einer
Basenpaarldnge konnen sicher differenziert werden. Die letzte Base jedes Einzelstrangs stellt
wie erwidhnt stets ein ddNTP dar. Alle ddNTPs sind an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden.
Es werden vier vom Emissionsspektrum her verschiedene Farbstoffe verwendet, fiir jede
Basenart allerdings immer derselbe. Daher weisen Fragmente derselben Léinge denselben
Fluoreszenzfarbstoff auf. Wahrend der Wanderung durch das Gel werden die Farbstoffe durch
einen Laser zum fluoreszieren angeregt, wenn sie eine bestimmte Stelle im Gel passieren. Thre
Emission wird von einem Detektor registriert und an einen Computer {ibertragen. Dieser
ermittelt aus den unterschiedlichen Messwerten des Detektors die Sequenz. Sie wird

graphisch dargestellt als Abfolge von Emissionsmaxima.
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Folgende Bedingungen und Reagentien kamen in unserer Arbeit zum Einsatz:

Als fertiges Reaktionsgemisch fiir die Sequenzier-PCR genutzt wurde das BigDye Terminator
Kit v2.0 (APPLIED BIOSYSTEMS), welches die Polymerase, ddNTPs, dNTPs und Puffer
enthielt. Es wurden nur sterile Reaktionsgefdle und steril gestopfte Pipettenspitzen

verwendet. Die Reaktionen fanden in 0,2ml Reaktionsgefiaf3en statt.

Allgemeine Sequenzierbedingungen
1. 96°C fiir 10s

2. Tanneating fiir 30s

3. 60°C fiir 4min

4. 25 Zyklen

Tabelle 5) Verwendete Substanzen bei der Sequenzier-PCR

Substanz Hersteller Volumen | Konzentration | Endkonzentration
PCR-Produkt 6ul Nicht ermittelt Nicht ermittelt
Sequenzierprimer OPERON Tul 3,2uM
Big Dye 5x APPLIED Tul 5x Ix
Terminatorpuffer BIOSYSTEMS
BigDye Terminator Kit | APPLIED 2ul

BIOSYSTEMS
Aqua dest. SIGMA Ad 10ul

Tabelle 6) Spezifische Reaktionsbedingungen der Sequenzier-PCR

Gen Exon lgzgljgl’cnﬁme Primersequenz Iénneahng
CACNBI|1 Seq F1 X1 |CGGCCTCTCCCATGCGCTGAG 66
2 SeqR1X2 ACCGCAGACCTGGCTCAC 66
CACNB2|1° Seq R1X1 |CGCCGGGAGAACCCGAGGTC 66
Ib [RIX1 GCCCGAGGGGACTGGAGAGCT 66
2a |[R2X2 AACCCACCTTTAAAAATCTAAAGTCATT 60
2b  [SeqF1X2b |CAGCCTGTGCATTGTGAAGAAG 55
SeqF2X2b |CCCCCTTGAAGAAGATCTC 55
2c  R1X2c TCGGCAACAGTTCATGCATTC 55
2d  [F1x2d GGCTTTTGAATGCACTTGT 55
CACNB4|1 F2X1 CGCCGCCGGEGGEGCTGEGCTGCTTC 64
2° R2X2a GCGCGCTCGGCCTCCTCCCCATCCT 64
2b  [F3X2b CCCGGTAATGTATAAATTCA 55

F-Primer= Forward-Primer R-Primer= Reverse-Primer;
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3.11 Auswertung der Sequenzen

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte iiber ein Alignment mit den Konsensus-Sequenzen
der ENSEMBL-, UCSC- und NCBI-Datenbanken. Hierzu wurde das Programm ,,MT-
Navigator PPC* (APPLIED BIOSYSTEMS) verwendet, welches Unterschiede zwischen den
sequenzierten Daten und den Konsensussequenzen verdeutlichen konnte. Um eine statistische
Signifikanz des Auftretens an Polymorphismen zu iberpriifen, nutzten wir das
Vierfelderverfahren ,,Fishers Exact Test im Statistik-Programm ,,Graphpad Prism 4.0%

(GRAPHPAD SOFTWARE).

3.12 Test auf funktionelle Auswirkungen

Alle gefundenen SNPs wurden in silico in Hinblick auf ihre Auswirkung auf den Spleiss-
Vorgang  untersucht.  Hierzu  nutzen wir das  Programm  ,,GENSCAN*
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html). GENSCAN basiert auf mathematischen Modellen
von Burge und Karlin [Burge CB, 1997; 1998]. Das Programm identifiziert Introns und Exons
in gegebenen Gensequenzen mit 75-80%iger Genauigkeit. Die Serverkapazitit der von
GENSCAN zur Verfiigung gestellten Server lie3 nur die Analyse bis zu einer Basenpaarlénge
von ~150.000bp pro eingegebener Sequenz zu. CACNBI1 misst 24.194bp, CACNB2
allerdings 401.334bp und CACNB4 immerhin 262.304bp. Im Falle dieser langen Gene wurde
fiir die Analyse nur eine Region von 1000bp stromaufwérts und 100.000-150.000bp
stromabwirts des untersuchten SNPs analysiert, nur CACNBI1 ging auf voller Lénge in die
Analyse ein. Die Analyse-Prozedur wurde mit um die gefundenen SNPs verdnderten
Sequenzen wiederholt und die Ergebnisse verglichen. Unterschieden sich die Ergebnisse der
GENSCAN-Analyse fiir die verschiedenen SNPs, wurde dies als Anhaltspunkt einer

funktionellen Auswirkung gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Uberblick

In unserer Arbeit konnten keine eindeutig mit Autismus assoziierten genetischen
Verdanderungen identifiziert werden. Allerdings fielen zahlreiche bereits in der Literatur
beschriebene SNPs auf, welche durch einige neue SNPs ergidnzt werden konnten. Die

Befunde der Studie sollen hier ,,Exon fiir Exon* besprochen werden

CACNB1 -Exon 1
Im ersten Exon des Gens CACNBI1 und den ndheren flankierenden 5’-UTR und Intron-

Bereichen lieen sich keinerlei Polymorphismen identifizieren.

CACNBI1-Exon 2
CACNBI-Exon 2 wies die hochste Anzahl von Probanden mit Polymorphismen auf.
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CACNBI1-Exon 2, Polymorphismus 1: Bei drei Autisten konnte ein heterozygoter
Basenaustausch (A nach G) 62bp vor dem Exonbeginn gefunden werden. Der SNP fand sich
nicht im Kontrollkollektiv, tauchte allerdings in der ENSEMBL-SNP-Datenbank auf. Im
GENSCAN- Model ergab sich durch den SNP beziiglich des vorhergesagten Genproduktes
keine Verdnderung. Unter Anwendung des Fisher-Exact-Vierfeldertests zeigte sich kein

Anhalt auf eine signifikante Hiufung des Polymorphismus bei Autisten (s. Abbildung 5)
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Abb. 5) 5a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir den heterozygoten

Polymorphismus A>G, 62bp vor Exonbeginn, unten
Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir den Wildtyp (5b) und A>G-Variante

(5¢) sind identisch

58

denselben Abschnitt ohne



CACNBI1-Exon 2, Polymorphismus 2

Bei zwei Autisten und zehn Kontrollen fand sich auflerdem 137bp vor Exonbeginn ein
Basenaustauch (G nach A). Dieser lag bei den beiden Autisten heterozygot, bei vier
Kontrollen ebenfalls heterozygot und bei sechs Kontrollen homozygot vor. Der
Polymorphismus kam damit bei Kontrollen geringfiigig, jedoch signifikant hdufiger vor als
bei Autisten (P=0,047). Der SNP wurde zum Zeitpunkt des Befundes noch nicht in der
ENSEMBL-Datenbank gefiihrt. Nach Anwendung des Vorhersagemodel GENSCAN ergab
sich kein Hinweis auf eine funktionelle Auswirkung. Dem Befund wurde im Hinblick auf die

Autismusgenese keine weitere Bedeutung zugemessen (s. Abbildung 6)

6b)
63) ] T T
6¢)

Abb. 6) 6a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir einen heterozygoten
Polymorphismus G>A, 137bp vor Exonbeginn, mittig den denselben Abschnitt ohne
Polymorphismus und unten mit homozygotem Polymorphismus. Die vorhergesagten
Genprodukte fiir den Wildtyp (6b) und G>A-Variante (6¢) sind identisch

CACNB2 - Exon 1a - Polymorphismus 1

Bei zwei Kontrollen, nicht aber bei Autisten, konnte 42bp vor Exonbeginn, in der 5’UTR, ein
in beiden Fillen heterozygoter Basenaustausch (C>A) festgestellt werden, welcher in der
ENSEMBL-Datenbank zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht vermerkt war. Laut
GENSCAN-Modell wies der SNP keinen funktionellen Einfluss auf. Eine signifikante
Haufung trat in keiner der Gruppen auf (s. Abbildung 7).
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Abb. 7) 7a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir einen heterozygoten
Polymorphismus C>A, 42bp vor Exonbeginn, unten den denselben Abschnitt ohne
Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir Wildtyp (7b) und C>A-Variante (7c)
sind identisch.

CACNB2 - Exon 1b
In Exon 1b von CACNB2 konnten drei SNPs entdeckt werden.
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CACNB?2 - Exon 1b — Polymorphismus 1

Der erste SNP, ein Basenaustausch (C nach G) 128bp vor Exonbeginn, betraf einen Autisten,
lag heterozygot vor und wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht in ENSEMBL gefiihrt.
Es lag keine signifikante Haufung vor und im GENSCAN-Modell fand sich kein Anhalt fiir
eine funktionelle Auswirkung (sieche Abbildung 8)
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Abb. 8) 8a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir einen heterozygoten
Polymorphismus C>G, 128bp vor Exonbeginn, unten den denselben Abschnitt ohne
Polymorphismus und unten mit homozygotem Polymorphismus. Die vorhergesagten
Genprodukte fiir Wildtyp (8b) und C>G-Variante (8c) sind identisch
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CACNB?2 - Exon 1b — Polymorphismus 2

Der zweite gefundene SNP, ein Basenaustausch (G nach A) 76bp nach Exonende, betraf je

zwei Autisten und Kontrollen, lag immer homozygot vor und wurde zum Zeitpunkt der Studie

bereits der ENSEMBL-Datenbank gefiihrt. Das GENSCAN-Vorhersage-Modell errechnete

im Falle des Auftretens des SNP kein verdndertes Genprodukt. (siche Abbildung 9)

9a)

Oom

Abb. 9) 9a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz 76bp nach Exonende. Oben sehen wir den
Genabschnitt ohne Polymorphismus, unten den denselben Abschnitt mit homozygotem G>A-
Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir Wildtyp (9b) und G>A-Variante (9c)

sind identisch.
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CACNB?2 - Exon 1b — Polymorphismus 3

Ein dritter SNP schlieBlich kam homozygot bei einem Autisten vor. Es handelte sich um
einen Basenaustausch (G nach C), welcher 23bp hinter dem Exonende liegt. Dieser
Polymorphismus fiihrte im Rahmen der GENSCAN-Vorhersagemethode zu keinem
verdnderten Genprodukt und kam nicht signifikant hdufiger bei Autisten als bei Kontrollen

vor (siche Abbildung 10).
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Abb. 10) 10a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz 23bp nach Exonende. Oben sehen wir
den Genabschnitt ohne Polymorphismus, unten den denselben Abschnitt mit einem G>A-
Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir Wildtyp (10b) und G>A-Variante (10c)
sind identisch.
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CACNB22-Exon 2a — Polymorphismus 1

Bei drei Autisten und sieben Kontrollen lag 3bp vor dem Exonbeginn ein Basenaustausch (T
nach G) vor. Bei den beiden Autisten und fiinf Kontrollen lag die Verdnderung heterozygot
vor, bei zwei Kontrollen allerdings homozygot. Eine signifikante Haufung ergab sich hierbei
nicht. Die letzten 19bp vor Exonbeginn bestehen komplett aus T-Resten. Da Poly-T-
Wiederholungen in der Lage sind, die Arbeit der in unseren Versuchen angewandten
Polymerasen einzuschrinken, kann nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden, ob es sich bei
dem nicht in der ENSEMBL-Datenbank aufgefiihrten Befund um ein Artefakt handelt (sieche
Abbildung 11).
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Abb. 11) 11a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir einen homozygoten
Polymorphismus G>A, 3bp vor Exonbeginn, mittig den denselben Abschnitt als heterozygoter
Polymorphismus und unten ohne Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir den
Wildtyp (11b) und die G>A-Variante (11c) sind identisch
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CACNB?2 - Exon 2b — Polymorphismus 1

Ein weiterer SNP, ndmlich ein heterozygoter Basenaustausch (C nach T), fand sich einer
Kontrolle 50bp nach dem Exonende von CACNB2-Exon 2b. Die GENSCAN-Analyse ergab
keine Hinweise auf funktionelle Auswirkungen (siehe Abbildung 12)
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Abb. 12) 12a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir einen heterozygoten
Polymorphismus T>C, 50bp vor Exonbeginn, unten den denselben Abschnitt ohne

Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir Wildtyp (12b) und C>T-Variante
(12c) sind identisch

CACNB2 - Exon 2¢ und Exon 2d

Es wurden keine neue Polymorphismen im Bereich der Exone 2¢ und 2d gefunden

CACNB4 -Exon 1

Der untersuchte Bereich von Exon 1 war frei von Polymorphismen.
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CACNB4 - Exon 2a — Polymorphismus 1

Bei einem Autisten und einer Kontrolle konnte ein heterozygoter Basenaustausch (C nach G)
58bp vor dem Exonbeginn gefunden werden. Der SNP wurde zuvor in der ENSEMBL-
Datenbank nicht aufgefiihrt. Eine funktionelle Konsequenz ergab sich in der GENSCAN-
Analyse nicht, eine signifikante Hiufung lag ebenfalls nicht vor (sieche Abbildung 13).
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Abb. 13) 13a zeigt einen Ausschnitt der Originalsequenz. Oben sehen wir einen heterozygoten
Polymorphismus G>C, 58bp vor Exonbeginn, unten den denselben Abschnitt ohne
Polymorphismus. Die vorhergesagten Genprodukte fiir Wildtyp (13b) und G>C-Variante (13c)
sind identisch

CACNB4 - Exon 2b

Der von uns betrachtete Bereich von Exon 2b wies in unserem Kollektiv keine

Polymorphismen auf.
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Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber die Befunde.

o e - = = > | > | N | ® | N =
3 g Z 2% | * B8 |8 & 2
= = T <3 21 2 | g8 | & 5
e o = S o = | o o
e — — o s
= ot e = =
5 g S
& & &
(¢} =]
(0=} o
= | o
=
1 - : - - ; ; - | Kein SNP
T | (+H
2 | POLIbIx2I | -62bp | - [ASG| 3 |+ | - | - ENS?S“BL’
9 | (+4)
1| (+-)
2| (+-)
CACNBI 2 EZ; Neu, bei
7| Kontrollen
2 |porrbixan | BT L fgeal| B G T G Gonifikant
bp 18 | (+/-) | 8 |(++) haufs
9 | (+/+) dufiger
1 | (| (P0.047)
23 | (++)
25 | (+/+)
18 | (+/-) Neu, ns
la | POLI-b2x1a-I | -42bp C>A | - 26 | (+/-)
Ib | POLI-b2x1b-I ‘Lig C>G| 8 | (+-) | - Neu, ns
POLI-b2x 1b- 15 | (+/+)| 7 |(+/+) | ENSEMBL,
I 765D | GZA L o |y | 18 [ (#4) | s
1| ()
6 | (1)
CACNB2 7 | &+ | 15 | (+-)
2a | POLI-b2x2a-1 | -2bp ™G | 19 | (+/-) | 18 | (+/-) Neu, ns
20 | (+4-) | 20 | (+)
22 | (+/-)
25 | (+/-)
2b | POMIR22E- #50bp [>T | - | - | 3 | (9| Neuwns
2c - - - - - - - - Kein SNP
2d - - - - - - - - Kein SNP
1 - - - - - - - - Kein SNP
CACNB4 | 2° | POLI-b4x2a-I | -58 bp C>G | 15 | (+/) | 25 | (+/) | Neu,ns
2b - - - - - - - - Kein SNP
Neu - SNP befindet sich nicht in ENSEMBL-Datenbank

ENSEMBL - der SNP befindet sich auch in der ENSEMBL Datenbank

ns

- Unterschied zwischen Autisten und Kontrollen nicht signifikant
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5. Diskussion

5.1. Uberblick

Im Rahmen der vorliegenden Pilotstudie konnte die Methodik und Infrastruktur zur
Durchfiihrung einer genetischen Analyse zur genannten Fragestellung am Institut fiir
Pharmakologie der Universitit zu Koln etabliert werden. Mehrere bereits in der ENSEMBL-
Datenbank enthaltenen SNPs konnten repliziert werden, aulerdem wurden eine Reihe von
neuen, noch nicht in ENSEMBL gelisteten SNPs identifiziert. Einige dieser SNPs kamen bei
Autisten hdufiger vor als bei Kontrollen, ohne jedoch Signifikanzniveau zu erreichen.
Dennoch sollten derartige Befunde nicht einfach verworfen, sondern auf mogliche

funktionelle Konsequenzen hin betrachtet werden.

Bei ASD handelt es sich nach allgemeinem Konsens um komplex genetische, jedoch von der
Umwelt in der Schwere ihres Verlaufs erheblich beeinflusste Erkrankungen. Um an ASD zu
erkranken, stellen unter dieser Annahme Mutationen eines bestimmten Gens weder
notwendige noch hinreichende Bedingungen dar. Die allgemeine Meinung zu komplexen
Erbkrankheiten lautet, dass die zu Grunde liegenden Mutationen meist nicht zu ,,eindeutigen®,
das Genprodukt deutlich beeinflussenden Verdnderungen fiihren. Stattdessen wird vermutet,
dass sich mehrere Mutationen, von denen jede fiir sich allein eine funktionell geringe
Auswirkung aufweist und eventuell in der gesunden Bevdlkerung haufig vorkommen, erst in
ihrer spezifischen Kombination zum Ausbruch der Erkrankung fiihren. Die Anfilligkeit auf
die Erkrankung ist nicht als binédrer (diskreter, qualitativer) Faktor anzusehen, etwa ,,die
Mutation ist vorhanden / nicht vorhanden®, wie dies bei Erkrankungen mit Mendel-Erbgang
der Fall ist, sondern als Locus eines quantitativen, in seiner Ausprigung variierenden
Merkmals (quantitative trait locus, QTL). Nicht ein ,,Hauptlocus®, der bei allen Erkrankten
verdndert ist und ein wesentliches Genprodukt zur falschen Zeit ,,ein- oder ausschaltet®, ist zu
erwarten, sondern mehrere, fiir sich alleine moglicherweise kaum bedeutende, heterogene
QTL. Die beteiligten Loci konnen sich im Ubrigen von Patient zu Patient und Population zu
Population unterscheiden und dennoch zur phénotypisch nicht unterscheidbaren Erkrankung
fiilhren. Beispielsweise treten die bei Europdern mit Morbus Crohn sehr héufigen
Verdanderungen des CARD15/NOD2-Gens bei Japanern mit Morbus Crohn nur extrem selten
auf [Hampe J, 2001; Hugot J-P 2001, Yamazaki, 2002]. Das Vorliegen subtiler

Verdnderungen in nicht kodierender DNA, welche einen Einfluss auf die Promotoren
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und/oder den Spleiss-Vorgang der beteiligten Gene haben, wurde bei komplex genetischen
Erkrankungen immer wieder diskutiert und gilt als sehr wahrscheinlicher Pathomechanismus.
Die genannten Griinde machen deutlich, dass im Falle von komplex genetischen
Erkrankungen zum eindeutigen Nachweis einer krankheitsassoziierten, geschweige denn
krankheitsauslosenden Genverdnderung sehr grofle Fallzahlen mit mehreren 100 erkrankten
und nicht erkrankten Probanden notwendig sind. Wurden bei den Autisten DNA-
Polymorphismen gefunden, die auch bei Kontrollen auftreten, heifit dies noch nicht, dass die
Polymorphismen unbeteiligt an der Pathogenese sind [Strachan T, 2004; Altshuler D, 2000;
Altmuller J, 2001].

Im Falle psychischer Erkrankungen wie dem Autismus kommt zur Komplexitit der
Vererbung eine weitere und keineswegs zu unterschitzende Komponente hinzu, welche die
psychiatrische Forschung bereits seit ihren Anfangstagen begleitet: ,,Was ist Anlage und was
ist Erziehung?*“. Eine gemeinsame familiire Umgebung, sowie innerhalb von Familien
,weitergegebene® Erziehungsmethoden stellen sehr gut nachvollziehbare Erkldarungen fiir die
familisire Hiufung von psychischen Verinderungen dar. Zu allem Uberfluss ist die Frage nach
»Anlage und Erziehung“ seit jeher politisch behaftet. In den meisten Fillen kommt von
»links® eine vehemente Kritik gegen die Vererbbarkeit psychischer Merkmale und von
,rechts® reger Beifall, gepaart mit Spott iiber die Idee der Beeinflussbarkeit des Charakters
durch soziale Mallnahmen. In den meisten Féllen weisen die Beflirworter oder Kritiker der
einen oder anderen Theorie wenn {iberhaupt ideologische, extrem selten aber
wissenschaftliche Kenntnisse auf [Strachan T, 2004]. Von seriésen Wissenschaftlern
hingegen werden psychiatrische Erkrankungen mit komplexer familidrer Haufung, etwa die
Schizophrenie und ASD, oft nicht als ,,eine Erkrankung® sondern als Kombination mehrerer
Symptome und Kennzeichen angesehen, die moglicherweise eine unterschiedliche
Pathogenese besitzen. So wire es z.B. moglich, dass ein Teil der vielfdltigen Symptome bei
ASD auf mehreren voneinander unabhédngigen oder abhdngigen Genverdnderungen beruht,
ein anderer Teil der Symptome jedoch auf psychischen Anpassungsprozessen an die Umwelt
und die Art, wie diese mit den Patienten umgeht. Ob ein Mensch an ASD erkrankt ist oder
nicht, wird anhand diagnostischer Kriterien festgestellt, die auf der Interpretation des
Vorhandenseins oder nicht Vorhandenseins der als bestmoglich einschétzbar erachteten
Parametern iiber den ,Kern“ autistischer Storungen beruhen. Letztlich aber fallen die
Diagnosen ,,autistische Stérung®, ,,Asperger-Syndrom* oder ,,PDDNOS* willkiirlich, beruht
die Diagnose auf noch so vielen ICD-10, DSM-IV-, ADI-R-, ADOS-, SRS- und SCQ-
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Kriterien. Mit Hilfe der diagnostischen Kriterien lassen sich die Phinotypen der Erkrankung
also so gut wie mdglich eingrenzen, ob zwei nach eingehender psychiatrischer Untersuchung
als ,,hochfunktionelle Autisten” diagnostizierte Patienten jedoch an der exakt selben

Erkrankung leiden, ist keineswegs sicher.

Was ergibt sich aus diesen Betrachtungen fiir die Interpretation der Ergebnisse dieser Studie?
Die wesentlichen Komponenten des Studiendesigns und der Studiendurchfiihrung sollen hier

kritisch bewertet und die Ergebnisse interpretiert werden.

5.2. Limitationen

Der heutige Standard zur Uberpriifung eines Kandidatengens auf Assoziation mit einer
Erkrankung besteht darin, alle Exone des Gens, sowie die ndheren flankierenden intronischen
Bereiche zu sequenzieren [Strachan T, 2004]. Unsere Hypothese maBl den N-terminalen
Bereichen der B-Untereinheit besonderes Gewicht zu, weshalb wir die N-terminalen
Abschnitte von 3 Genen anstatt aller Abschnitte eines kompletten Gens untersuchten. Unter
den in unserem Labor gegebenen Umstidnden erschien die Gensequenzierung trotz ihres
relativ hohen Preises ein den gingigen Alternativen (Southern Blot, dHPLC, SSCP, DGGE,
chemische Spaltung von Fehlpaarungen, PTT und quantitative PCR) iiberlegenes Verfahren.
Die Sequenzierung kann die meisten potentiellen Verdnderungen und ihre genaue
Lokalisation in hoher Sensitivitdt anzeigen, weist also das hochste Auflosungsverfahren zur
Mutationssuche aller gingigerweise eingesetzten Verfahren auf. Des weiteren war die
erforderliche Technik zusammen mit einer hohen technischen Expertise bereits im Institut

vorhanden [Lazar A, 2007, 2006, 2003].

Es ldsst sich also festhalten, dass durch Nutzung der Sequenzierungstechnik die
aussagekriftigste Methode der Mutationssuche in einem Kandidatengen bereits in einer
Pilotstudie angewendet wurde. Dennoch darf nicht auler Acht gelassen werden, dass durch
das gewihlte Verfahren eine Reihe von wesentlichen Limitationen in Kauf genommen

werden mussten.
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5.2.1. Der untersuchte Genbereich

Problem: Mutationen in anderen Exonen der untersuchten Gene, sowie Mutationen in
exonfernen Abschnitten, moglicherweise auch Promotoren und Regulatoren, konnten
iibersehen worden sein, obgleich die sensitivste Methode zum Aufspiiren genomischer

Mutationen verwendet wurde.

Kommentar: Die Anzahl der untersuchten Patienten und Exone wurde in der vorliegenden
Pilotstudie durch Zeit- und Kosten limitiert. Aus logistischen Griinden wurde der uns
besonders relevant erscheinende N-Terminus in einer kleinen Anzahl von Patienten
untersucht, bevor der hohe Aufwand einer Sequenzierung aller Exone, exonnaher Bereiche
und bekannter Promotorbereiche der Gene CACNBI, -2- und 4 begonnen werden sollte. Die
genutzte Methodik, also Amplifikation und Sequenzierung, eignet sich zur Suche nach
Verdnderungen der exonischen und exonnahen DNA und kann hier potentiell alle

Verdanderungen nachweisen [Strachan T, 2004].

5.2.2. DNA, RNA und Protein

Problem: Es ldsst sich keine Aussage liber das Expressionsniveau und das Spleissverhalten
der B-Untereinheiten machen, da nur DNA, nicht aber RNA oder Proteine untersucht wurde.
DNA birgt als genetisches Probenmaterial den Vorteil der relativ leichten Beschaffbarkeit und
hohen Stabilitdt und Haltbarkeit, was den Umgang mit ihr vergleichsweise unkompliziert
macht. Entscheidende Nachteile bestehen darin, dass zahlreiche intronische Abschnitte
aufgrund ihrer schieren GroBe nicht analysiert werden konnen und alle gefundenen
Mutationen zunichst einmal noch keine Aussage auf die funktionelle Verdnderung hin

zulassen.

Kommentar:  Blutproben und Mundausspiilungen sind die in  Studien zur
krankheitsassoziierten Mutationssuche am haufigsten verwendeten DNA-Quellen. Mit der aus
~5ml EDTA-Blut extrahierten Menge an DNA lassen sich hunderte von Experimenten
durchfiihren, die DNA-Menge aus Mundspiilproben reicht fiir ein gutes Dutzend [Strachan T,
2004]. In der genetischen Autismusforschung kommen neben Blut und Mundspiilungen seit
kurzer Zeit auch durch Eppstein-Barr-Virus-Infektion immortaliserte Leukozyten-Zelllinien
zum Einsatz [Sebat J, 2007], diese Quelle wird mdglicherweise in zukiinftigen

Nachfolgestudien genutzt werden. Eine Sequenzierung der RNA anhand von RT-PCR-
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Produkten wére eine wiinschenswerte Alternativuntersuchung, da wenige Reaktionen
ausreichen, um Aussagen iiber das Expressionsniveau und Verdnderungen im Spleissvorgang
zu treffen. RNA ist allerdings im Allgemeinen erheblich schwieriger zu beschaffen, zu
isolieren und zu handhaben, im Besonderen aus Gehirngewebe und ganz speziell aus
kindlichem Gehirngewebe, dieses aber wire in unserem Fall das ,,optimale* Probenmaterial.
In einigen Autismus-Studien wurden RNA-Analysen aus peripheren Leukozyten oder
kultivierten Lymphoblasten-Zellinien von Patienten als ,,Surrogat-Gewebe* genutzt [Sedakata
T, 2007; Nishimura Y, 2007]. Die verwendeten Zellinien sind seit kurzem liber AGRE
(Autism  Genome  Research  Exchange)  erhéltlich.  Entsprechend  derzeitiger
Expressionsdatenbanken  (http://expression.gnf.org/cgi-bin/index.cgi) werden allerdings
sowohl in Lymphoblasten als auch in peripheren Leukozyten die Gene CACNB2 und
CACNB4 kaum exprimiert, was diesen Ansatz flir die Zwecke der vorliegenden Studie
unbrauchbar macht [Su AL, 2002]. Selbst in RT-PCR basierten RNA-Untersuchungen kdnnen
aullerdem eine Reihe von funktionell relevanten Mutationen, welche z.B. ecine Instabilitat der
mRNA verursachen, nicht nachgewiesen werden. Sie sind in RT-PCR-Produkten von
heterozygoten Personen ndmlich oftmals nicht detektierbar. Dasselbe Problem gilt fiir
potentielle Expressions- und Funktionsuntersuchungen an Proteinen. Findet sich aulerdem in
Expressionsstudien ein Anhalt auf ein veridndertes Expressionsniveau oder Spleissverhalten
eines Genproduktes, so muss das kodierende Gen dennoch sequenziert werden, um die
Ursache der Verdnderung zu finden. Da DNA leichter zu beschaffen und zu handhaben ist als
RNA und wir uns aus Zeit- und Kostengriinden auf eine Methode konzentrieren wollten,
entschieden wir uns, zunidchst der DNA-Sequenzierung der uns interessierenden Bereiche
nachzugehen. Abgesehen davon hétte die DNA-Sequenzierung im Falle eines auffélligen
RNA-Befundes ohnehin durchgefiihrt werden miissen. Um dennoch eine Schétzung tiber die
funktionellen Auswirkungen der gefundenen SNPs zu erhalten, wurden in silico Analysen im
GENSCAN-Computermodell durchgefiihrt. Hier deutete sich an, dass die zu erwartenden

funktionelle Auswirkungen der SNPs gering ausfallen diirften.

5.2.3 Untersuchte Organsysteme
Problem: Nur auf das Gehirn beschriankte Mutationen konnten iibersehen worden sein, da

nicht Gehirngewebe sondern periphere Gewebe verwendet wurden.
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Kommentar: Die Verwendung von Blut und Mundhdhlenepithel, jedoch auch von
immortalisierten leukozytiren Zelllinien als Quelle fir DNA-Proben birgt eine weitere
wichtige Limitation in der Aussagekraft des Ergebnisses genetischer Untersuchungen zum
Thema: Nicht immer lassen sich somatische Mutationen, welche Erkrankungen eines Organs
des Korpers auslosen, in allen Organen nachweisen. Ein aktuelles Beispiel bietet
»idiopathisches* Vorhofflimmern. Hier konnten kiirzlich Mutationen des an der Weiterleitung
elektrischer Impulse beteiligten Connexin-40-Gens zwar in kardialem Gewebe, nicht aber in
Leukozyten nachgewiesen werden [Gollob MH, 2006]. Die Beschaffung von geeigneten
Mengen an Gehirngewebe von ausreichend vielen Autisten und Kontrollen ist &uBerst
schwierig, bereits aus ethischen Griinden. Obgleich in Zukunft auch Untersuchungen an
Gehirngewebe als Quelle fiir Untersuchungen auf DNA-, RNA- und Proteinebene geplant
sind, stellte die Verwendung von Blut und Mundspiilungen als Quelle fiir DNA-
Untersuchungen fiir unsere Pilotstudie das addquate Mittel zu Beantwortung der Fragestellung

dar.

5.2.4 Epigenetische Verinderungen
Problem: Epigenetische Verdnderungen, etwa der DNA-Methylierung, konnten iibersehen

worden sein, da diese nicht untersucht wurden.

Kommentar: Verinderungen des DNA-Methylierungsmusters stehen ebenso wie
Verdanderungen der DNA-Sequenz selbst im Verdacht, Stérungen der neuronalen Funktion
und ASD auslésen zu konnen. Deutliche Hinweise ergaben sich aus der entschliisselten
Pathophysiologie des Rett-Syndroms, welches auf Mutationen des MeCP2-Gens beruht [ Amir
RE, 1999]. Das MeCP2-Genprodukt bindet selektiv an methylierte CpG-Inseln, wo es iiber
die Rekrutierung des Transkriptions-Silencers Sin3A und diverser Histon-Deacetylasen die
Funktion der gepragten Gene abschaltet [Jones PL, 1998]. Stérungen des Imprinting-Systems
treten nicht nur bei Rett-Syndrom sondern auch bei anderen neuronalen
Entwicklungsstérungen auf, deren Phénotyp in einigen Fillen gemeinsame Merkmale mit
ASD aufzeigt, ndamlich dem Angelman- und dem Prader-Willi-Syndrom [Nichols RD, 1989;
Williams CA, 1990]. In gingigen Internet-Katalogen {iber genomisches Imprinting
(www.otago.ac.nz/igc) fanden sich allerdings keinerlei Hinweise auf einen Imprinting-Effekt
in den Genen der B-Untereinheiten [Morrison IM, 2005]. Der Umstand, dass in unserer

Pilotstudie keine Methoden zum Einsatz kamen, mit denen Verdnderungen des DNA-
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Methylierugsmusters in den betroffenen Genen hitten getestet werden konnen, z.B. die
Behandlung der genomischen DNA mit Restriktionsenzymen oder die Bisulfitsequenzierung
[Thomassin, 1999], ist daher von geringer Relevanz. Der Einfluss der DNA-Methylierung auf
die Gene CACNBI, -2 und -4 erscheint im Anbetracht der derzeitigen Kenntnislage als wenig

bedeutsam.

5.2.5. Chromosomenverinderungen

Problem: Chromosomenverdanderungen hétten iibersehen werden konnen.

Kommentar: Polyploidie, Translokationen, Inversionen, heterozygote Deletionen und
Duplikationen = chromosomaler  Abschnitte koénnen zu  Funktionsverlusten und
Funktionsgewinnen fiihren. Deletionen eines gesamten Gens oder einzelner Gen-Abschnitte
filhren in den meisten Féllen zu Funktionsverdnderungen. In Anbetracht der Korrelation von
N-terminaler Lange und Kanalaktivitdt im Falle von B2 — hier geht eine Verkiirzung des N-
Terminus mit einer Erhdhung der Offnungswahrscheinlichkeit und Verminderung der
Inaktivierungsgeschwindigkeit einher — konnten Deletionen in CACNB-Genen auch zu einem
pathologischen Funktionsgewinn fiihren [Herzig S, 2007]. Die Calciumstrome erregbarer
Zellen miissen sehr fein regulierbar bleiben, um eine einwandfreie Funktion zu gewidhrleisten.
Jeder Funktionsgewinn oder Funktionsverlust der in der Regulation der Calciumstrome
involvierten B-Untereinheiten ist als Ausloser einer gestorten Zellfunktion denkbar. Eine
Deletion der N-Termini von CACNB-Genen konnte in dieser Studie allerdings nicht gefunden
werden. Limitierend ldsst sich hinzufiigen, dass im Verfahren der Amplifikation und
Sequenzierung heterozygote Deletionen ganzer Exone oder Gene oftmals nicht erkannt
werden, da in der PCR die noch existierende DNA des anderen, gesunden Chromosoms
amplifiziert wird. Homozygote, grofle Deletionen wiirden hingegen dadurch auffallen, dass
sich bei der Amplifikation kein Ergebnis zeigte, allerdings konnten in diesem Fall auch
technische Fehler oder Basenaustausche an den Primer-Bindungsstellen verantwortlich sein.
Die gingigsten Methoden fiir den Nachweis von groen Deletionen (Lidnge von mehreren
Megabasenpaaren), welche u.a. mehrere Gene von einem Chromosom verschwinden lassen,
sind FISH-Analysen und CGH-Array-Tests. Deletionen einzelner Exone sind am sensitivsten
iiber eine Sequenzierung von RT-PCR-Produkten zu erkennen. Auch PTTs von RT-PCR-
Produkten, welche die Verdnderung der Proteinlinge aufzeigen wiirden, kommen in Frage
[van der Luijt RB, 1994]. Die Problematik der Beschaffung geeigneter RT-PCR-Produkte aus

dem Gehirn betroffener Patienten und Kontrollen wurde bereits geschildert. Befindet sich eine
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Deletion in Teilbereichen von Exonen, werden diese durch die Sequenzierung genomischer
DNA allerdings zuverldssig erkannt. Die Wahrscheinlichkeit, durch die Methode der
Gensequenzierung solche Mechanismen aufzudecken, ist als gering anzusehen, es sei denn,
die Bruchstellen der Inversion oder Translokation ligen direkt im sequenzierten Bereich.
Liegen solche Bruchstellen jedoch in intronischen Bereichen jenseits der zur Amplifikation
genutzten Primer, gelangt der sequenzierte Bereich auf andere Chromosomen oder wird
invertiert, wird der Prozess der Amplifikation hierdurch in keiner Weise beeintrachtigt.
Tatsdchlich hétten also in unserer Arbeit Translokationen und Inversionen iibersehen werden
konnen. Um groBe Verdnderungen aufzudecken, die in immerhin ~5% aller Autisten
vorkommen [Vorstman JA, 2006; Casterman, 2004], sind mikroskopische Vorab-
Untersuchungen der Chromosomen indiziert. Solche wurden im Gegensatz zu vielen grof3en,
multizentrischen Studien der Autismus-Genetik in unserer Pilotstudie zum Ausschluss
begleitender chromosomaler Stérungen nicht durchgefiihrt, da eine klare, den N-Terminus der
B-Untereinheiten betreffende Hypothese vorlag. In Nachfolgeprojekten ist dennoch die

Verwendung von auf Chromosomenabberationen hin untersuchten Probanden geplant.

Neben groBen, mikroskopisch sichtbaren und viele Millionen bp umfassenden
Chromosomenabberationen konnen kleinere, submikroskopische Verdnderungen, etwa
Duplikationen und Deletionen von einigen 1000bp langen Abschnitten ebenfalls zu mentalen
Erkrankungen fiihren [Shaw Smith C, 2006, 2004; Vissers LE, 2003; Sharp AJ, 2006;
Knoolen DA, 2006]. Diese Verdnderungen lassen sich derzeit nur mit Array-basierten
Ansitzen iiberpriifen. Im Spektrum autistischer Erkrankungen lassen sich in ~10% der Fille
CNVs feststellen [Sebat J, 2007]. Fiir CNVs gilt in eingeschrinktem Mal3e dasselbe wie fiir
groflere zytogenetische Chromosomenverdnderungen: sie lassen sich nur dann sequenzieren,
wenn die Bruchstellen einer Duplikation oder Deletion genau im von den Primern umfassten
Bereichen liegen. Tatséchlich spielen sich CNV-Ereignisse jedoch oft gerade weit in
intronischen Bereichen ab. Nach CNVs wurde in unserer Pilotstudie nicht gesucht, da dieses
Verfahren v.a. der Identifikation von Kandidatenregionen dient und in unserem Fall nicht nur
iiber die Kandidatenregionen, sondern auch iiber die Kandidatengene klare Annahmen

bestanden.
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5.2.6. Regulatorregionen

Problem: Die Gene von Eukaryoten werden durch teils sehr weit von den Exons entfernte
Genabschnitte kontrolliert, etwa Enhancern, Silencern und Promotoren. Promotoren
ermoglichen zu Beginn der Transkription in Interaktion mit diversen Transkriptionsfaktoren
die Bindung der DNA-Polymerase an die DNA. Den bekanntesten Promotor stellt die TATA-
Box dar, welche sich zumeist 25bp stromaufwiérts des Transkriptionsbeginns befindet und mit
den Transkriptionsfaktoren TFIID und TFIIA interagiert. Mutationen in der TATA-Box
verhindern zwar nicht die Transkription an sich, jedoch den Beginn der Transkription eines
Gens und damit haufig auch die Struktur und Funktion. Die GC-Box stellt einen weiteren
bekannten Promotor dar, sie interagiert mit dem Transkriptionsfaktor Spl. Sehr viel variablere
Abstinde zu den Exons als die GC- und TATA-Boxen haben so genannte Enhancer und
Silencer, die sich teils in betrachtlichem Abstand zu den Exons befinden konnen. Der Abstand
zwischen Regulatorelement und Transkriptionsstartpunkt kann hoher sein als die Lange des
Gens selber. Silencer und Enhancer bilden vermutlich zusammen mit den an die Promotoren
gebundenen regulatorischen Proteine Schleifen aus, welche eine Wechselwirkung aus
Promotor, Enhancer bzw. Silencer und DNA-Polymerase ermdglichen. Verdnderungen selbst
weit entfernter regulatorischer Elemente konnen zu Erkrankungen fiithren, im Falle der
akampomelischen Dysplasie etwa konnten bis zu 1 Mbp weit vom Transkriptionsbeginn des
SOX9-Gens entfernte Bruchstellen einer Translokation als Ausloser identifiziert werden

[Pfeiffer D, 1999].

Kommentar: Weit entfernte Regulatoren der CACNB-Gene konnten anhand der verwendeten
Methodik nicht beurteilt werden, dies war jedoch auch nicht Ziel der Untersuchung. Nahe an
Exonbeginn und Exonende gelegene Mutationen in Regulatorregionen, etwa der TATA-Box,

waren in unserer Studie erkannt worden.

5.2.7 Krankheitsausprigung

Problem: ASD stellen eine klinisch sehr variable Gruppe von Erkrankungen dar, deren
Entstehung aller Wahrscheinlichkeit nach mit diversen und komplexen Mutationen in
mehreren QTLs assoziiert ist. Die hohe Bandbreite an klinischen Auspridgungen der ASD
(AS, KS, HFA, LFA, PDDNOS etc.) beruht moglicherweise auf variablen, fiir die jeweilige
ASD-Auspriagungsform jedoch relativ spezifischen QTL-Veridnderungen.

Kommentar: Gestiitzt auf die Ergebnisse genomweiter Analysen und auf nachgewiesene

Mutationen bei seltenen, monogenen Autismussyndromen, nahmen wir als bedeutsame,
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potentielle QTL die vier CACNB-Gene an. Einen der wichtigsten Stiitzpfeiler der CACNB-
Hypothese lieferte die Entschliisselung der hiufigsten beim Timothy-Syndrom
vorkommenden Mutationen in CACNAI1-Genen mit einer elektrophysiologischen
Pathophysiologie, die an jene von trunktierten CACNB-Genprodukten erinnerten. Diese lagen
des Weiteren in Chromosomenregionen, denen in genomweiten Kopplungsstudien hohe
LOD-Scores zugewiesen worden waren. Das Timothy-Syndrom geht mit bereits im frithen
Kindesalter einsetzenden Symptomen des autistischen Spektrums einher und dhnelt
phéanotypisch am ehesten dem friihkindlichen, niedrig funktionellen Autismus vom Kanner-
Typ (LFA). In unserer Pilotstudie gingen jedoch entsprechend dem an der Universitit zu Koln
betreuten Patientenkollektiv ausschlieBlich Patienten mit Asperger-Syndrom oder HFA ein.
Falls Mutationen in Calciumkanélen eine relativ hohe Spezifitét fiir frithkindliche und LFA-
Formen von ASD aufweisen sollte — hétte dieser Effekt in unserer Studienpopulation
tibersehen worden sein konnen. Im Nachfolgeprojekt wird das Patientenkollektiv daher auf
das gesamte Spektrum der ASD ausgeweitet, indem Patientenproben aus multizentrisch

angefertigten Genbanken mit aufgenommen werden.

5.3. Beurteilung der gefundenen Polymorphismen

Insgesamt wurden in der vorliegenden Pilotstudie 10 Polymorphismen gefunden. Hiervon
waren 2 bereits in der ENSEMBL-Datenbank auffindbar, 8 allerdings wurden hier noch nicht
gelistet. Einer der bei ENSEMBL gelisteten SNPs kam in unserem Kollektiv nur bei 3 der 23
Autisten und keiner der 25 Kontrollen vor, ein neuer SNP kam bei einem Autisten, jedoch
keiner der Kontrollen vor. Eine signifikante Assoziation mit Autismus ergab sich nach
Applikation von Vierfeldertests nicht, dennoch hielten wir die nur bei Autisten auftretenden

SNPs einer ndheren Betrachtung fiir wiirdig.

Kamen sie in Frage, an der Entstehung der Erkrankung beteiligt zu sein? Um die Frage zu
beantworten, ob eine bei einem erkrankten Menschen aufgetretene Sequenzvariante pathogen
ist, werden mehrere Kriterien angewendet. Keines der Kriterien reicht allein aus, um
Pathogenitit zu beweisen, erst eine Akkumulation von Kriterien aber macht eine Pathogenitit
wahrscheinlich [Strachan T, 2004]. Im Folgenden sind die wesentlichen Kriterien der
Pathogenitidt von Genverdnderungen im Hinblick auf ihr Vorliegen in unserer Pilotstudie

zusammengefasst.
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., Zeigen Funktionsanalysen, dass die Verdnderung pathogen ist? “

Stark aussagekriftige Funktionsanalysen auf RNA- und Proteinebene, etwa das
Spleissverhalten und Expressionsniveau betreffend, wurden in unserer Studie aus oben
genannten Griinden nicht durchgefiihrt, allerdings konnten anhand der angewandten
Computermodelle Schitzungen iiber die funktionellen Auswirkungen abgegeben werden.
Hiernach konnten keine erheblichen funktionellen Auswirkungen erwartet werden. In der
Fortsetzung des Projektes sind allerdings zuverldssigere, funktionelle Analysen in vitro

eingeplant, z.B. elektrophysiologische Messungen und RT-PCR.

., Liegen Prdzedenzfille vor, in denen die Sequenzvariante bereits bei Erkrankten Personen
nachgewiesen wurde?

Derartige Priazedenzfille sind uns fiir keinen der gefundenen SNPs bekannt, zumal einige
SNPs unseres Wissens nach erstmalig beschrieben wurden. Derzeit werden bereits anhand
elektrophysiologischer Experimente die biophysikalischen Eigenschaften verschiedener

Spleissvarianten der B-Untereinheit analysiert.

,, Irat die Sequenzvariante de novo auf, also beim erkrankten Individuum, nicht aber bei
seinen Eltern? “

Die DNA der Eltern wurde in unserer Pilotstudie aus Zeit- und Kostengriinden nicht
untersucht, so dass diese Frage ungeklért bleibt. In den geplanten Nachfolgeprojekten der
Pilotstudie wird daher bei jedem gefundenen Polymorphismus auch der Genotyp der Eltern

bestimmt werden.

., Fehlt die neu entdeckte Sequenzvariante bei > 100 gesunden Kontrollpersonen? *
Unsere Kontrollgruppe bestand aus zu wenigen Personen, um die Frage zu beantworten. In

Nachfolgeprojekten wird die Fallzahl an Patienten und Kontrollen erhdht werden.

., Lagen Sequenzverdnderungen vor, welche typischer Weise zu Erkrankungen fiihren kénnen,
z.B. Deletionen, Inversionen, Nonsensemutationen, Rastermutationen, Spleiss-Stellen-
Mutationen, Missense-Mutationen und Mutationen der 5’UTR? “.

Die letzte Frage soll genauer betrachtet werden, da in ihrer Beantwortung einer der
besonderen Stirken der von uns angewandten Methodik liegt. Zu grofen Deletionen,

Inversionen und Duplikationen auf mikroskopischer (Mbp-Bereich) oder submikroskopischer
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Ebene (kbp-Bereich) wurde bereits weiter oben Stellung genommen: lhre Entdeckung ist
anhand von Amplifikation und Sequenzierung &uBlerst unwahrscheinlich. Nonsense-
Mutationen, Spleiss-Stellen-Mutationen, Missense-Mutationen und Mutationen der 5S’UTR
wurden jedoch innerhalb des untersuchten Bereichs mit der sensitivsten aller zur Verfiigung

stehenden Methoden untersucht.

Nonsense-Mutationen

Nonsense-Mutationen erzeugen vorzeitige Stoppcodons inmitten eines Exons und wirken in
den meisten Fallen als Nullallele, da die transkribierte mRNA Nonsense-vermittelt noch vor
der Translation abgebaut wird [Hentze, 1999; Lykke-Anderson, 2001; Maquat LE, 2002].
Insertionen und Deletionen fiigen in den meisten Fallen nicht weit von der Mutationsstelle
ebenfalls ein Stoppcodon ein, die Transkriptionsprodukte werden auch in diesem Fall meist
durch Nonsense-vermittelten RNA-Abbau aus dem Verkehr gezogen. In seltenen Féllen,
wenn ein Gen keine Introns besitzt, was bei den von uns untersuchten Genen nicht der Fall ist,
resultiert aus Nonsense-Mutationen ein verkiirztes Polypeptid mit schwer vorhersagbarer
Funktion. Als weiteres mdgliches Resultat einer Nonsense-Mutation kann Nonsense-
vermitteltes alternatives Spleissen (NAS) angesehen werden, hier wird das mutierte Exon
iibersprungen [Wang J, 2002; Maquat LE, 2002]. In den von uns untersuchten Exonen
konnten keinerlei Nonsense-Mutationen nachgewiesen werden. Die Sequenzierung stellt das
genauste Methode zur Priifung von Nonsense-Mutationen dar, im von uns untersuchten

Kollektiv fanden sich jedoch keine.

Rastermutationen

Verschiebungen des Leserasters ergeben sich immer dann, wenn eine Anzahl von
Nukleotiden hinzukommt oder entfernt wird, die nicht durch die Zahl 3 teilbar ist. Sie storen
in fast allen Féllen die Genfunktion in gravierender Weise. In den untersuchten Exonen
unserer Studie konnte keine dieser Mutationen nachgewiesen werden, obgleich die DNA-

Sequenzierung hierzu das sensitivste Mittel darstellt [Strachan T, 2004].

Missense-Mutationen

Missense-Mutationen, also Mutationen, die zu einem Aminosaureaustausch fiithren, sind meist
dann pathogen, wenn sie funktionell relevante Teile des Genproduktes verdndern, z.B. die
Interaktionsstellen eines Proteins mit anderen Molekiilen. Eine Missense-Mutation war in

unserer Arbeit nicht nachweisbar, obgleich die sensitivsten Verfahren eingesetzt wurden.
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Mutationen der Spleiss-Stellen

Mutationen, welche die hochkonservierten und die meisten Introns flankierenden GT...AG-
Nukleotide verdndern, beeinflussen in vielen Féllen den Spleiss-Vorgang und storen
hierdurch meist die Genfunktion. Neben Verdnderungen der zum Spleiss-Vorgang
obligatorischen GT...AG-Sequenzen, welche fast immer pathologische Auswirkungen haben,
konnen pathologische Spleiss-Mutationen auch weniger genau definierte Sequenzabschnitte
in der Umgebung der Spleiss-Stelle oder aber Spleiss-Enhancer und Spleiss-Silencer betreffen
und hierdurch das Mengenverhiltnis bestimmter Spleiss-Isoformen dndern [Nissim-Rafinia,
2002]. Denkbar sind auch Mutationen, welche kryptische Spleiss-Stellen aktivieren, z.B. also
in einem Exon oder Intron eine Spleiss-Donor-Stelle erschaffen. Mutationen, die im Exon
eine Spleiss-Donor-Stelle schaffen und hierdurch eine Erkrankung auslésen, betreffen haufig
die dritte Base eine Codons und wurden daher zuweilen voreilig als ,,stille Mutation* ohne
funktionelle Konsequenz abgetan, ein Beispiel findet sich etwa bei der Glieder-Giirtel-
Muskeldystrophie Typ 2A [Richard I, 1995]. Die unterschiedlichen Spleiss-Varianten der -
Untereinheiten weisen sehr verschiedene Funktionsniveaus auf, so dass Exon-Skipping,
Intron-Retentionen und  Verdnderungen des  Mengenverhédltnisses mit  hoher
Wabhrscheinlichkeit erhebliche funktionelle Konsequenzen in den biophysikalischen
Eigenschaften und im Lebenszyklus von VGCC, sowie in der Genregulation zur Folge hitten
[Herzig S, 2007]. In dieser Arbeit konnten wir keine Mutation in einer klassischen Spleiss-
Stelle nachweisen. Die unmittelbar Exon-flankierenden GT...AG-Sequenzen wurden durch
alle Primer-Paare erfasst und das Verfahren der Sequenzierung von Exons und den ndheren
flankierenden Bereichen genomischer DNA stellt hierfiir das beste Verfahren dar. Atypische
Spleiss-Mutationen, welche im tieferen Intron liegen, konnen jedoch iibersehen werden,
wiéhrend atypische Spleissmutationen, die nahe an den Spleisstellen liegen, mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit entdeckt worden wéren. Im Falle einer atypischen Spleiss-Mutation, also
einer Mutation, welche nicht die konservierten Donor- und Akzeptorstellen GT und AG
betrifft, sondern kryptische Spleisstellen aktiviert oder Spleissregulatoren verdndert, konnen
die funktionellen Konsequenzen von Mutationen im Intron oder Exon sehr schwer
vorhergesagt werden. Ob die zahlreichen, im exonnahen Bereich gefundenen SNPs eine
Auswirkung auf das Spleissen haben, bleibt unklar, obgleich die GENSCAN:-in-silico-
Spleissanalyse im Falle der von uns gefundenen SNPs dagegen spricht. Hierfiir wire abermals
eine RNA-Analyse des erkrankten ZNS der Patienten erforderlich. Sequenzierungen
zentralnervoser RNA waren aus bereits diskutierter Ursache nicht Bestandteil dieser Arbeit,

sie werden jedoch in den Nachfolgeprojekten enthalten sein.
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Mutationen der 5 'untranslatierten Region

Die 5’UTR ist eine transkribierte, jedoch nicht translatierte Genregion, der in vielen Genen
eine Rolle in der translationalen Kontrolle beigemessen wird. Mutationen, welche die 5°-
untranslatierte Region verdndern, kdnnen die Translationskontrolle derart stéren, dass eine
Erkrankung entsteht [Cazzola M, 2000]. Die 5’-UTR wurde in unserer Studie fiir die meisten
Fiélle miterfasst, bei besonders langen 5’UTRs wurde jedoch darauf verzichtet. In den
untersuchten 5°-UTRs fanden sich trotz des zu ihrer Suche bestens geeigneten Verfahrens

keine Mutationen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Pathogenitét der in dieser Pilotstudie gefundenen
SNPs angesichts ihrer Lage auBlerhalb der Exons und Spleissstellen, sowie der durch die
Computermodelle errechneten ausbleibenden funktionellen Auswirkung als eher gering
bewertet werden kann, obgleich einige Mutationen in 5’UTRs lagen. Einige wesentliche
Informationen, etwa funktionelle Auswirkungen, Prazedenzfille, die
Polymorphismenhaufigkeit einiger gefundener SNPs in der Normalbevdlkerung, sowie die

Frage nach dem de novo Auftreten der SNPs bleiben jedoch unbeantwortet.

5.4. Calciumkanal-Gene als Kandidatengene

Die immense Rolle des zelluldren Calciumstoffwechsels in der Entwicklung und Funktion des
zentralen Nervensystems wurde in der Einleitung ausfiihrlich diskutiert. B-Untereinheiten sind
in der Regulation des neuronalen Calciumstoffwechsels entscheidend involviert, da sie (1) in
Abhingigkeit des Spleisszustandes wesentliche elektrophysiologische Parameter wie
Offnungswahrscheinlichkeit, ~ Spitzenstrome und Inaktivierungsgeschwindigkeit von
Calciumkanilen regulieren, (2) wesentliche regulatorische Funktionen im Transport der
Kanidle zur Membran einnehmen, (3) Interaktionen zwischen der Kanalpore und
Synapsenproteinen vermitteln und (4) entwicklungsabhingig die Genexpression in
Nervenzellen beeinflussen konnen. Punktmutationen und Deletionen von CACNB-Genen
sind in mehreren Spezies mit neuronalen Erkrankungen assoziiert und die humanen
Chromosomenabschnitte, auf denen die Gene CACNB1, CACNB2 und CACNB4 liegen,
bergen mit hoher Wahrscheinlichkeit Loci, welche das Erkrankungsrisiko fiir ASD erhdhen.
Diese Eigenschaften bildeten die Basis dieser Pilotstudie. Obgleich mit der vor drei Jahren
begonnenen Pilotstudie die Voraussetzungen von grofleren Nachfolgestudien logistisch und

methodisch geschaffen wurden, muss heute in Anbetracht der Studienergebnisse kritisch
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hinterfragt werden, ob die B-Gene angesichts neuester Erkenntnisse nach wie vor als
vielversprechende Kandidatengene in der Autismusentstehung angesehen werden konnen,

was sich eindeutig bejahen lésst.

In der Tat verdeutlichen dies zahlreiche Studien, die meisten der in den drei Jahren seit
Studienbeginn erschienenen neuen Ergebnisse lassen CACNB-Gene als Kandidatengene in
einem noch weit besseren Lichte erscheinen als seinerzeit. Tatsdchlich mehren sich Befunde,
welche eine Assoziation von zumindest einigen Fillen von ASD mit dem zelluldren

Calciumstoffwechsel immer wahrscheinlicher erscheinen lassen.

Das Beispiel des Timothy-Syndroms hatte im Jahr 2004 gezeigt, dass durch Mutationen in
CACNAI1-Genen, also der Pore des L-Typ-Calciumkanals, ausgeloste Storungen des
zelluldren Calciumstoffwechsels mit ASD einhergehen konnen. Dies brachte neben unserer
eine Reihe von weiteren wissenschaftlichen Arbeitsgruppen dazu, Autisten auf andere
Mutationen in Genen des zelluliren Calciumstoffwechsels zu durchsuchen. Die Ergebnisse

waren sehr ermutigend.

CACNAIH — der T-Typ-Calcium-Kanal CaV3.2

Splawski, Keating und Kollegen wurden zwei Jahre nach der Entschliisselung der Atiologie
des Timothy-Syndroms abermals fiindig: Unter 461 ASD-Patienten identifizierten sie 6
Individuen mit Mutationen in Exon 5 oder Exon 12 des CACNAI1H-Gens, welches fir die
Pore des T-Typ-Calcium-Kanals CaV3.2 kodiert [Splawski I, 2006]. Die Mutationen filihrten
iiber einen Aminosdureaustausch in hochkonservierten Regionen der Kanalpore oder des
Spannungssensors zu einer in HEK-Zellen per Whole-Cell-Patch-Clamp-Messung
nachweisbaren Verminderung der Kanalaktivitit. Bei der hdufigsten Mutation handelte es
sich um einen Austausch von Alanin zu Valin an Position 1874 (A1874V). Von ihr waren drei
Patienten betroffen. Alle drei zeigten gleichzeitig einen allerdings auch bei nicht autistischen
Kontrollen auftretenden Polymorphismus mit einem Aminosdureaustausch von Arginin nach
Glutamin an Position 1871 (R1871Q). Das R187Q-Allel kam bei 5,7% der gesunden
Kontrollen und 6,1% der Autisten vor, ein insignifikanter Befund. In drei der sechs
betroffenen Familien, in denen eine der neuen Mutationen gefunden wurde, lebten
Geschwister, die ebenfalls von Autismus betroffen waren, jedoch keine Auffilligkeiten im
CACNAI1H-Gen aufwiesen. Andererseits zeigten einige der nicht von ASD betroffenen Eltern
oder Geschwister ebenfalls die Mutationen in CACNA1H. T-Typ Calciumkanéle regulieren
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u.a. das Oszillationsverhalten einiger telenzephaler und dienzephaler Neuronengruppen
[Perez-Reyes E, 2003]. Die Autoren folgerten, dass die Mutationen entweder nicht auslosend
fiir Autismus sind, den Phénotyp jedoch modulieren oder sogar auslosen konnen, allerdings

dann in Interaktion mit weiteren Mutationen.

CACNAIF, der L-Typ-Calciumkanal CaVl.4

Auf der Suche nach einer auslosenden genetischen Stérung fiir angeborene stationdre
Nachtblindheit (congenital stationary night blindness, CSNB2) wurden Hemara-Wahanui,
Maw und Kollegen im Jahre 2005, ein Jahr nach Beginn unserer Studie, auf eine von CSCN2
betroffene, neuseeldndische Familie aufmerksam, in welcher die ménnlichen Mitglieder
neben der ophthalmologischen Storung auch neuropsychiatrische Symptome aufwiesen:
mehrere Méanner in der 27kopfigen Grof3familie waren Autisten [Hemara-Wahanui A, 2005].
In den betroffenen Familienmitgliedern wurde eine Mutation im Exon 17 des CACNAIF-
Gens auf dem X-Chromosom gefunden, welches zu einem Aminosdureaustausch von
Isoleucin nach Threonin an Position 745 fiihrt. Nach Expression und Patch-Clamp-Messung
in tsA-201-Zellen und konnte ein durch die Mutation bedingter Anstieg der Aktivitit von
CaVl1.4 nachgewiesen werden: Das Schwellenpotential zur Aktivierung sank, die
Inaktivierung verlangsamte sich, dhnlich wie bei dem G406R-Austausch im CACNA1C von
TS-Patienten. Abermals konnte gezeigt werden, dass eine Funktionsverdnderung in L-Typ-

Calcium-Kanidlen mit Autismus einhergehen konnte.

Calciumabhdngige Proteine

Nicht nur Verdanderungen der Calciumkanéle selbst konnten mit ASD assoziiert werden,
sondern auch Verdnderungen in zahlreichen, in ihrer Funktion direkt durch Calcium
modulierten Ionenkanélen, Neurotransmitterrezeptoren und Signalproteinen. Hier sollen nur
einige aus unserer Sicht besonders Aufsehen erregende Befunde genannt werden, da die Liste
der in Frage kommenden Signalproteine mittlerweile sehr lang geworden ist. Sie umfasst
NMDA- und GABA-Rezeptoren, Natrium- und Kaliumkandle, MECP2, PTEN, WNT2 und
viele andere. Ein aktuelles und ausfiihrliches Review zu diesem Thema wurde kiirzlich von

Krey und Dolmetsch publiziert [Krey JF, 2007].

KCNMAI — der Calcium aktivierte Kaliumkanal BK ¢,
Laumonnier und Kollegen fanden in 2 von 116 in die Studie eingegangen ASD-Patienten

weitere mit Calcium assoziierte Mutationen: Ein Patient wies eine chromosomale
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Translokation bei 9923/10q22 auf, welche zur Unterbrechung des KCNMA 1-Gens fiihrte. Ein
anderer Patient wies einen Aminosdureaustausch von Alanin nach Valin in Exon 2 von
KCNMAI auf. Das KCNMA 1-Genuprodukt, der Kaliumkanal BK¢,, wird in seiner Aktivitit
durch die zelluldre Calciumkonzentration reguliert. Keine der Mutationen trat bei einer der
225 Kontrollen auf [Laumonnier F, 2006]. Sie fiilhrten zu einer in isolierten
Lymphoblastenzelllinien per Whole-Cell-Messung fassbaren, verminderten Kanalaktivitét.
BKc, wird im gesamten Gehirn, v.a. an Prasynapsen exprimiert [Hu H, 2001]. Die Rolle von
BKc, als Downstream-Element in einer Calcium-abhingigen Signalkaskade und das
Auftreten von Autismus bei einer Verdnderung derselben stiitzt die These einer Involvierung

des Calciumstoffwechsels in die Pathogenese des Autismus.

SCNI1A—- der Natriumkanal Nayl.2

Eine Punktmutation, welche die Calmodulin-Bindungsstelle des Natriumkanals Nayl.2. in
threr Funktion einschrinkt und starke, calciumabhingige Verdnderungen des Nayl.2-
Calmodulinkomplexes bedingt, konnte in einer von 117 Familien mit von ASD betroffenen
Mitgliedern nachgewiesen werden [Weiss LA, 2003]. Verdanderungen in Calciumkandlen

konnten theoretisch iiber Verdnderungen der Nay1.2-Funktion indirekt zu ASD beitragen.

Synapsen-Proteine.: Neuroligine und ihre Bindungspartner

Unter den wesentlichsten Vertretern calciumabhdngiger Signalproteine sind Neuroligine,
welche unter anderem im Trafficking von Neurotransmitterrezeptoren an die Postsynapse und
in der Balancierung zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Synpasen involviert sind.
Ihre Funktion hédngt von der Bindung an das Zelladhdsionsmolekiil p-Neurexin ab und
Neuroligine enthalten zwei calciumbindende EF2-Motive [Tsigelny I, 2000]. Mutationen in
den Genen NLGN3 und NLGN4 konnten in mehreren von ASD betroffenen Familien
nachgewiesen werden [Jamain S, 2003; Laumonnier F, 2004]. In neuronalen Zellkulturen
filhrten diese Mutationen zu erheblichen Stérungen der Synapsenformation [Chih B, 2003].
Mutationen in Calciumkanalgenen konnten iiber eine gestorte Interaktion mit Neuroliginen
zur verdanderten neuronalen Entwicklung in ASD beitragen. Punktmutationen und
chromosomale Deletionen und Duplikationen, die den Neuroligin-Bindungspartner SHANK3
betrafen, konnten in 10 von 227 untersuchten ASD-Patienten nachgewiesen werden, sieben
davon fanden sich jedoch auch bei den gesunden Eltern der Patienten, keine einzige allerdings
bei 190 Kontrollen. In einer Familie fand sich bei der an friihkindlichem Autismus erkrankten

Tochter eine Deletion des chromosomalen Abschnitts, der SHANK3 enthélt, beim mit AS
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diagnostizierten Bruder hingegen eine partielle Trisomie desselben Abschnitts, ein
eindrucksvolles Beispiel flir die genetische Heterogenitdt von ASD [Durand CM, 2007].
Shank-Proteine sind direkte Bindungspartner fiir neuronale L-Typ-Calciumkanéle [Zhang H,
2005], ein weiteres mogliches Indiz auf eine wichtige Rolle von Calcium in der

Synapsenfunktion und Pathogenese von ASD.

CAPS?2 — Calcium Dependent Activator Protein For Secretion 2

CADPS?2 ist einer der wesentlichen Regulatoren der Sekretion dichter Granula in mehreren
Geweben, unter anderem auch von Neurotrophinen. Neurotrophine, insbesondere BDNF,
spielen eine Schliisselrolle in der Hirnentwicklung. Ausgehend von einem Mausmodell mit
CADPS2-Knockout, welches einen auffdlligen Verhaltensphidnotyp zeigte — hierzu gehorte
unter anderem die reduzierte Interaktion mit anderen Mé&usen und eine vermehrte
Angstreaktion auf neuartige Stimuli — untersuchten Sedakata und Kollegen die Expression
von CADPS in den Leukozyten von 16 Patienten mit ASD und 24 nicht autistischen
Kontrollen [Sedakata T, 2007]. Bei vier der Autisten und keiner der Kontrollen fand sich eine
verdnderte Spleissvariante, ndmlich ein Exon-3-Skipping, von CADPS2. Der Befund
suggeriert eine potentielle Rolle der calciumabhéngigen Sekretion von Neurotrophinen in der

Autismusgenese.
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6. Schlussfolgerung, Ausblick und neue Fragen

Die vorliegende Pilotstudie demonstrierte deutlich die Durchfiihrbarkeit genetischer
Untersuchungen beziiglich den Calciumkanalgenen durch unser Team. Die geringe Fallzahl
lasst es nicht zu, eine Assoziation der gefundenen Polymorphismen mit ASD anzunehmen
oder auszuschlieBen. Eine Erweiterung der Studie durch weitere Methoden, etwa der
Untersuchung des Expressionsniveaus und des Spleissverhaltens der CACNB-Genprodukte,
insbesondere im Gehirngewebe Erkrankter, wiirde die Aussagekraft nachfolgender Studien
mehren, insbesondere wenn gleichzeitig die Fallzahl der untersuchten Patienten erhoht
werden konnte. Tatsdchlich haben uns die ermutigenden Ergebnisse dieses Pilotprojektes
dazu veranlasst, die Studie in absehbarer Zeit auf eine weit hohere Anzahl von Patienten
auszudehnen, welche das gesamte autistische Spektrum inklusive der friithkindlichen Form
beinhalten, die librigen Exons der CACNB-Gene in die Untersuchung aufzunehmen und die
Arbeit durch zusdtzliche Expressionsstudien in Gehirngewebe von verstorbenen Autisten zu
ergidnzen. Im Hinblick auf die neusten Ergebnisse von Murikama et al [Murikama M, 2007]
sind trotz der mangelnden Hinweise aus genomweiten Assoziationsstudien auch Analysen
von CACNB3 zu erwédgen — die Limitationen solcher Studien wurden in der Einleitung

erldutert.

Kosten/-Nutzen-Maximierung

Zur Kosten/-Nutzen-Maximierung konnten weitere Techniken involviert werden, darunter die
Meta-PCR, in welcher mehrere amplifizierte Exone mit 20bp der flankierenden Introns zu
einem groen Amplikon verbunden werden [Wallace AJ, 1999]. Um die hohen
Sequenzierungskosten zu senken, konnten zur Einengung auf ,,viel versprechende Bereiche*
Verfahren auf der Grundlage von Einzelstrangkonformationsanalysen, (SSCP [Sheffield VC,
1993], Didesoxy-Fingerprinting [Sarkar G, 1992]) oder aber Heteroduplex-Analysen (nicht
denaturierende Polyacrylamidgele, dHPLC, DGGE, [Keen J, 1991]) angewandt werden
[Strachan T, 2004]. Allen Verfahren gemeinsam ist, dass sie auf der Analyse von
Verdnderungen eines gesamten amplifizierten Einzel- oder Doppelstrangs beruhen, auflerdem
zwar mit hoher Empfindlichkeit nachweisen konnen, ob eine Mutation vorliegt, nicht jedoch
an welcher Position. In einem zweiten Schritt muss zur genauen Abklarung der Storung daher

immer auch eine Sequenzierung erfolgen.
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Langfristige Ziele

Die erfolgreiche ,,Heilung™ der neurologischen Symptome in einem Maus-Modell des Rett-
Syndroms - einer klinisch mit ASD verwandten, jedoch auf einer monogenen Stérung
beruhenden Erkrankung - durch Wiederherstellung der MECP2-Genfunktion in Knockout-
Tieren stellt einen frithen, jedoch ermutigenden Hinweis flir die potentielle Beeinflussbarkeit
von PDD anhand genetischer Erkenntnisse dar. Um &dhnlichen frilhen oder auch
weitergehenden Schritten auch bei anderen ASD ndher zu kommen, ist ein verbessertes

Verstindnis der Atiologie von ASD unerlisslich.

Ein Kenntniszuwachs iiber die Atiologie und Pathogenese angeborener Erkrankungen fiihrt
keineswegs immer zum durch die Patienten und ihren Angehorigen erhofften, langfristigen
Ziel, namlich der Heilung; teilweise nicht einmal zu einer Besserung der symptomatischen
Behandlung. In sehr vielen Féllen gelingt allerdings die Etablierung sinnvollerer und
effektiverer Behandlungs- und Préventionsmethoden. Wie konnten diese bei ASD aussehen?
Isoliert betrachtet, Dbetreffen alle bisherigen, ,calciumassoziierten genetischen
Verdanderungen bei ASD eine relativ kleine Anzahl von Patienten, meist <5 Fille unter
mehreren Hundert Patienten. Eine direkte, kausale Rolle der gefundenen Mutationen konnte
bisher nicht nachgewiesen werden. Vermutlich handelt es sich um ,,seltene Varianten einer
haufigen Erkrankung®, deren héufige Varianten noch nicht gefunden wurden. Die hohe
Anzahl der heterogenen Verdnderungen in verschiedenen, calciumabhingigen Proteinen,
welche jede fiir sich gesehen sehr selten sein diirfte, stiitzt jedoch die These der Involvierung
des zelluldren Calciumstoffwechsels in die Pathophysiologie von ASD, wie anhand dreier
Betrachtungen demonstriert werden kann: (1) der Funktionsstatus zahlreicher mit Autismus
assoziierter Proteine ist von der zelluldren Calciumkonzentration abhédngig, (2) Mutationen
der Bindungsstellen fiir Calmodulin und anderen calciumabhéngige Mediatoren konnten in
einigen Fillen klar identifiziert werden und (3) Verdnderungen der Calciumkanile selbst sind
mit Autismus assoziiert, moglicherweise durch den Einfluss verdnderter Calciumstrome auf
regulatorische Elemente, Signalproteine und andere lonenkanéle. Ein allgemeiner ,,Calcium-
Pathway“, in dem eine oder mehrere Genverdnderungen von Calciumkanélen, ihren
Untereinheiten, Interaktionspartnern oder stromabwiérts gelegenen, calciumabhingigen
Proteinen zu ASD fiihren, konnte ein durchaus hédufiges und wichtiges pathophysiologisches
Moment in der ASD-Genese darstellen. Zur Beeinflussung des zelluldren
Calciumstoffwechsels aber stehen bereits jetzt zahlreiche Mittel zur Verfiigung und viele

andere befinden sich in Erprobung [Catterall WA, 2005]. Sollte sich aus der Fortsetzung
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dieses und verwandter Projekte eine noch klarere Rolle fiir Calcium ergeben, lieBen sich
duBerst interessante Moglichkeiten fliir Studien mit calciumkanalbeeinflussenden

Medikamenten ableiten.

Die Gene CACNB1, CACNB2 und CACNB4 bleiben angesichts dieser Betrachtungen, der
Ergebnisse der vorliegenden Pilotstudie, sowie der wichtigsten bisher publizierten
Assoziations- und Kopplungsstudien hochinteressante Kandidatengene, deren Untersuchung
sich in einer hohen Anzahl von Kontrollen und Autisten lohnen wird. Eine Ergdnzung der
Sequenzierungen auf der Ebene genomischer DNA durch Analysen auf RNA- und
Proteinniveau, idealer Weise in Hirngewebe verstorbener Autisten, wird die Aussagekraft
einer Nachfolgestudie erheblich steigern. Gleich welche Ergebnisse eine solche Studie
erbringen wird, im Kontext mit anderen, derzeit laufenden Kandidatengenstudien ist eine

erhebliche Steigerung der Kenntnisse {iber die Pathogenese von ASD gewiss.
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