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Daten der vorliegenden Promotion wurden im Febr2@t4 im Journal of Neural
Transmission publiziert, wobei die Doktorandin &s-Autorin fungierte (Taurines,
Segura, Schecklmann, Albantakis et al. ,Alteredigteral BDNF expression in
children and adolescents with autism spectrum desf, s. Anhang). Aus diesem
Grund ergeben sich in der Diskussion der vorliegandArbeit inhaltliche
Uberschneidungen mit der Diskussion der 0.g. Patitik.

Die wissenschaftliche Eigenleistung der Doktoranui#steht zusammenfassend in der
Rekrutierung und klinischen Charakterisierung detidhten, der Rekrutierung der
Kontrollprobanden, der Durchfiihrung der experimiteVersuche auf Proteinebene,
sowie der Diskussion und Aufbereitung der Ergelmiss






1. Einleitung

1.1 Einfihrung

»Ich heil3e Christopher John Francis Boone. Ich keaite Lander der Welt und ihre
Hauptstaddte und samtliche Primzahlen bis 7507.“ st sich Christopher, der
Protagonist von Mark Haddons Buch ,Supergute Tadgr @ie sonderbare Welt des
Christopher Boone®" seinen Lesern vor. Der Leselletf relativ schnell, dass
Christopher ein sehr besonderer Junge ist, depib&sgeise die ,[...] Farbe Rot [liebt],
Gelb und Braun dagegen hasst. Unordnung, Uberragenuund fremde Menschen
versetzen ihn in Panik. Christopher leidet an eiléchten Form von Autismus®

(Haddon 2005). Doch was ist Autismus? Eine ,Krarlggler nur ein Anderssein?

Autismus-Spektrum-Storungen (ASS) umfassen nach,ldesrnational Statistical
Classification of Diseases and Related Health lBrobl- 10. Revision® (ICD-10) den
sogenannten frihkindlichen Autismus (F84.0), degmpiathen Autismus (F84.1), das
Asperger-Syndrom (F84.5) und mildere, abgeschwabdlaieanten dieser Storungen.
Leitsymptome stellen Beeintrachtigungen der Komrkation, sozialen Interaktion
sowie repetitive, stereotype Verhaltensweisen d2dlt¢ 2009). Unterschiedliche
Schweregrade der jeweiligen Stdrung trugen zu dé&stéhung des Begriffs ,Spektrum-
Stérung” bei (Remschmidt und Kamp-Becker 2007),aktuell erstmalig in der im Mai
2013 eingefihrten DSM-V (www.dsm5.org) aufgeflhitowy

Autismus-Diagnostik basiert Uberwiegend auf einendardisierten Verhaltens-
beobachtung und detaillierten Erfassung der Entwigsgeschichte durch einen
Kinder- und Jugendpsychiater oder auch durch eident fur Kinder- und
Jugendmedizin in Zusammenarbeit mit klinischen Rslggen unter Anwendung von
leitlinienorientierten, autismusspezifischen MaemalRemschmidt und Kamp-Becker
2007; Bolte 2009).

Die Atiopathophysiologie der ASS ist bisher niclulstandig geklart. Nach dem
aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstand hareielich bei ASS um eine pra-, peri-
oder postnatale neuronale Entwicklungsstorungywaisentlich genetisch beeinflusst ist
(Veenstra-Vanderweele, Cook et al. 2003; Veenstaedrweele und Cook 2004;
Remschmidt und Kamp-Becker 2007; Schmitz und Re2@@8; Nickl-Jockschat und
Michel 2011). Bisherige Studienergebnisse deutanauf eine zentrale und periphere
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Dysregulation des Neurotrophins ,Brain Derived N#rophic Factor, BDNF, bei
ASS hin (Perry, Lee et al. 2001; Connolly, Chealet2006; Hashimoto, Iwata et al.
2006; Nelson, Kuddo et al. 2006; Katoh-Semba, Wakek al. 2007; Nishimura,
Nakamura et al. 2007; Sheikh, Malik et al. 2010)erdlings sind bisherige Befunde
uneinheitlich und das Design einiger Studien opnvar.

BDNF selbst ist fur die neuronale Entwicklung im maehlichen Gehirn
entscheidend, indem es die synaptische Plastizigit durch Einflussnahme auf die
neuronale Migration moduliert (Binder und Scharfn28®4; Mansour, Mohamed et al.
2010).

Die vorgelegte Arbeit zielt auf die weitere Klarumgr Rolle von BDNF als
potenziellen Kandidaten fur die Atiopathophysiobdiei ASS durch die Analyse der
Expression im Blut. Insbesondere standen mdoglichaflussfaktoren (Alter, 1Q,
autismusspezifische Symptomatik, Komorbiditat uncedMation) auf die BDNF-
Expression im Blut bei Kindern und Jugendlichen AS und Kontrollprobanden im
Fokus der Studie. Zu diesem Zweck wurden zwei uaagige ASS-Stichproben und -
neben gesunden Kontrollen - ein Klinisches Kordeotiple von Patienten mit
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (ABH untersucht, mit dem
Hauptergebnis, dass die periphere BDNF-ExpresstoiKimdern und Jugendlichen mit
ASS erniedrigt war.

In einer ersten Stichprobe (ASS-Patienten versgsirgke Kontrollen) wurde eine
signifikant erniedrigte BDNF-Proteinserumkonzentnatin der Patientengruppe mittels
Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) nachgeetep = 0,040).

In einer zweiten unabhangigen Stichprobe (Patiem#®\SS, Patienten mit ADHS
und gesunde Kontrollen) wurde auf mRNA-Ebene nsttglantitativer Real-Time-
Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) in Vollblut dbée eine signifikant erniedrigte
BDNF-Expression in der ASS-Gruppe im Vergleich zlinigcher und gesunder
Kontrollgruppe ermitteltg = 0,011), sowie ein Trend zu erniedrigten BDNF-Weei
ADHS-Patienteng = 0,097) im Vergleich zu gesunden Probanden.

Des Weiteren wurden signifikante negative Korrela¢éin zwischen BDNF-
Expression und Alter innerhalb des ASS-PatientdektVs sowie in der gesunden
Kontrollgruppe nachgewiesen. Ebenfalls signifikanegative Korrelationen wurden
zwischen autistischem Phanotyp und BDNF-Expresfstgestellt. In der Subgruppe



der ADHS-Patienten wurde kein Einfluss von Psydhudtinzien auf die BDNF-
MRNA-Expression gemessen. Eine klare Einordnungereietwaigen Korrelation
zwischen BDNF-Expression und IQ ist derzeit noathtimoglich.

GroRRere Stichproben sowie zuséatzliche Informationerdem Entwicklungsstand
der Probanden (beispielsweise durch Bestimmung pegipheren Hormonspiegel)
kbnnten in zukidnftigen Studien zu einer weitereth@physiologischen Klarung der
Rolle von BDNF bei Kindern und Jugendlichen mit Algstragen.

1.2 Autismus-Spektrum-Storungen (ASS) und Komorbidi tat
1.2.1 ASS in den aktuellen Klassifikationssystemen

Autistische Stdrungen sind tiefgreifende Entwickjsstorungen, die phénotypisch
ein breites Spektrum an neuropsychiatrischen Symgiound Auspragungen aufweisen
(Schmitz und Rezaie 2008).

Die Kernsymptomatik autistischer Stérungen stetjaalitative Beeintrachtigungen
der wechselseitigen sozialen Interaktion und Komikation dar, welche mit einem
restriktiven, stereotypen und repetitiven Verhalwnhergehen (siehe Abbildung 1)
(Bolte 2009).

Der Schweregrad der jeweiligen Merkmale kann dalneierschiedlich stark

Repetitives Soziale
stereotypes kommunikative

Verhalten Stérungen

Abbildung 1: Autistisches Spektrum nach Baroi-Coher

ausgepragt sein, was zur Vielfalt und zum Facegtehtum autistischer Stérungen fuhrt
(Remschmidt und Kamp-Becker 2007). Der Begriff ,&otus-Spektrum-Stérungen”
(ASS) beinhaltet dabei auch mildere Varianten undhtn nédher bezeichnete

Entwicklungsstérungen mit autistischen SymptomerhésAbbildung 2).



A Interpretation des Begriffs ,, autistisches Spektrum” 1990
nach Baron-Cohen

Asperger- )
Autismus
Syndrom

N 2
7 N

Normale Bevolkerung

N

N
7

NA
\ 2 4

Autistisches Spektrum

B Erweiterung des autistischen Spektrums Mitter der 1990er
nach Baron-Cohen

Asperger-
Normale Bevolkerung NNBE atypisch  Syndrom Autismus
< ><€ >€ > € >€ >
pd ~
~ d

Autistisches Spektrum

NNBE = nicht ndher bezeichnete Entwicklungsstérung

Abbildung 2: Interpretation und Erweiterung des autistischen Spektrums

Eine Einteilung der ASS innerhalb der tiefgreifemdentwicklungsstérungen wird
in den Klassifikationssystemen ,Diagnostic and iStaal Manual of Mental Disorders
4th Edition* (DSM-1V) der American Psychiatric Assation und ICD-10 der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) vorgenommen (Stzhomd Rezaie 2008). Die
Klassifikationen orientieren sich dabei neben desrnikymptomen in den Bereichen
~-Kommunikation®, ,soziale Interaktion* und ,resttilkve, stereotype Verhaltensweisen*
zusatzlich an weiteren Faktoren wie beispielswdmsm Manifestationsalter. So gilt in
der ICD-10 fur die Diagnosestellung des frihkinidéin Autismus (F84.0), dass eine
Entwicklungsstérung vor dem dritten Lebensjahr laebibet worden sein muss (Bolte
2009). Charakteristischerweise liegt eine Sprashieklungsstorung oder ein
Ausbleiben der Sprache vor. Zusatzlich werden im #€D-10 eine Vielzahl

unspezifischer Probleme wie Phobien, Schlaf- unsistésungen, Wutausbriche und



(autodestruktive) Aggression als Begleitsymptomeagat. Beim atypischen Autismus
(F84.1) tritt eine Entwicklungsstorung nach dentteln Lebensjahr auf und/oder es
werden die diagnostischen Kriterien des frihkirddic Autismus nicht in allen o. g.
Kernbereichen erfillt (Bolte 2009). Autistische Waltensweisen in der sozialen
Interaktion sowie restriktive und stereotype Vetdadweisen, haufig in Form von
Sonderinteressen, treten beim Asperger-Syndrom .%84uf. Die kognitive und
sprachliche Entwicklung verlauft dagegen unauffa(Bolte 2009). Nach der ICD-10
werden noch das Rett-Syndrom (F84.2), andere agsative Storungen des
Kindesalters (F84.3) und die Uberaktive Stoérung nmtelligenzminderung und
Bewegungsstereotypien (F84.4) zu den tiefgreifer@etwicklungsstérungen gezahlt.
Allgemein gilt, dass die Diagnose einer ASS nurgeben werden darf, wenn das
klinische Erscheinungsbild keiner anderen tiefgmifen Entwicklungsstérung oder
psychischen Stérung zugeordnet werden kann (BORE)2

In der DSM-IV wurden noch die ,autistische Storundas ,Asperger-Syndrom®,

die ,desintegrative Stérung im Kindesalter* und djeicht néher bezeichnete

Sprachentwicklung

altersentsprechend

Asperger-
Syndrom

Intelligenz (1Q)

40 50 60 70 80 90 100 110 120

Medium
Functjoning
Low-functioning ) High-functioning
. Autismus .
Autismus Autismus
verzogert

Abbildung 3: Klassifikation verschiedener Autismusformen

nach Baron-Cohen (2008)



tiefgreifende Entwicklungsstorung“ unterschiedemm@ican Psychiatric Association
2000) (Bolte 2009). Als Neuerung in den DSM-V warddie unterschiedlichen
Kategorien tiefgreifender Entwicklungsstérungen cotiurden Begriff ,Autismus-
Spektrum-Stérungen” ersetzt und somit dem Spekthamadter autistischer Stérungen
Rechnung getragen (www.dsmb5.org). Die DSM-V beriatkgyt auch eine mdgliche
Komorbiditat von ASS und ADHS.

Erganzt wird die Einteilung der ASS durch eine d€mirisierung anhand von
Intelligenzquotient und Sprachverzdogerung (siehebillng 3). Entsprechend des
Intelligenzniveaus spricht man entweder von ,Highsus-Low-functioning-Autismus®
oder von ,High-, Medium- und Low-Functioning Autisisf, wobei der High-
Functioning Autismus durch einen Intelligenzquot@gm(IQ) > 85 in Kombination mit
einer sprachlichen Entwicklungsverzégerung definierd. Bei 1Q-Werten zwischen
71 und 84 mit oder ohne sprachlicher Entwicklungsirgerung besteht ein ,Medium-
Functioning Autismus® (MFA). Dasselbe gilt bei demow-Functioning Autismus®
(LFA) fur Intelligenzwerte < 70 (Baron-Cohen 2008).

1.2.2 Komorbide Stérungen bei ASS

Neben einer autistischen Stérung kénnen haufig kbide neuropathologische
oder psychische Stoérungen beobachtet werden. Beétamgsweise 10% der
autistischen Patienten besteht ein Zusammenhang anideren genetischen
Neuropathologien, wie z.B. dem ,Fragilen X-Syndro(#olleux und Lauder 2004).
AulRerdem sind Intelligenzminderung, epileptischeféfla sowie Makrozephalie und
Enzephalomegalie mit Autismus assoziiert (Tuchnz0B2.

Eine der haufigsten psychiatrischen Komorbiditabem autistischen Kindern im
Vorschul- und Grundschulalter ist die ADHS (Ghaziund Weidmer-Mikhail et al.
1998; Goldstein und Schwebach 2004; Lee und OuX)@®; Bolte 2009). Autistische
Patienten, die an einer Klinisch relevanten Aufreankkeitsstbrung litten, zeigten in
einer Studie von Holtmann et al. hbéhere Werte imtismwusspezifischen
Diagnoseverfahren ,Diagnostisches Interview flr igmus, revidiert® (Autism
Diagnostic Interview-Revised, ADI-R; Lord, Rutterr &. 1994). Dies konnte fur eine
starkere Auspragung der ASS bei komorbider ADH®dpEn (Holtmann, Bolte et al.
2005; Holtmann, Bolte et al. 2007; Bolte 2009).



Weitere Begleitsymptome im Vorschulalter kdnnen eeiVerzogerung der
Sauberkeitsentwicklung, Schlaf-, Ess- und ReguiaBtirungen sowie auto- und
fremdaggressives Verhalten sein. Im Schulalter lespi&komorbides oppositionelles
Verhalten sowie Lernstérungen und Tic-Symptomatikare entscheidende Rolle. Im
spateren Jugend- oder Erwachsenenalter entwickelmsdhen mit ASS haufig Angste,
Zwéange oder Essstorungen. Durch eine kognitive somale Uberforderung kénnen
akute Belastungssituationen auftreten (Deutsche elSekaft fur Kinder- und
Jugendpsychiatrie 2007; Bolte 2009).



2. Forschungsstand

2.1 Neurobiologische Forschung bei ASS
2.1.1 Atiopathophysiologische Faktoren der ASS

Bisherige Forschungsergebnisse deuten darauf bsg ds sich bei Autismus um
eine neuronale Entwicklungsstérung handelt mit,goéri- bzw. postnatalem Ursprung
(Remschmidt und Kamp-Becker 2007). Es lassen scladtistischen Patienten anhand
unterschiedlichster Verfahren hirnstrukturelle, noehemische und hirnfunktionelle
Abweichungen im Vergleich zu gesunden Kontrollestdtellen (Schmitz und Rezaie
2008).

Zwillings- und Familienstudien belegen einen stargenetischen Einfluss auf die
Entstehung autistischer Stérungen. Unter monozygo#willingen wird die
Konkordanzrate fir Autismus auf 70 - 90% geschatohingegen sie unter dizygoten
Zwillingen zwischen 0 - 10% liegt (Veenstra-Vandeele, Cook et al. 2003; Veenstra-
Vanderweele und Cook 2004; Nickl-Jockschat und EIi2011). Dabei scheint nicht
nur eine einzelne Genvariante die Entstehung &diwr Stdrungen zu beginstigen,
sondern beim sog. ,idiopathischen Autismus® eineelXahl von Genen und deren
Interaktionen mit Umweltfaktoren (Schmitz und Rez&008). Letztere umfassen
beispielsweise die pranatale Exposition mit Noxenie wThalidomid oder
Natriumvalproat, Schwangerschaftskomplikationen vimdgektionen oder Hypoxie,
sowie pra- und postnatale Gehirnschadigung (Tierheyokoro et al. 2001; Bandim,
Ventura et al. 2003; Kolevzon, Gross et al. 200iekNJockschat und Michel 2011).

Ein vielfach bestatigter klinischer Untersuchundshd bei autistischen Patienten
stellt die Makrozephalie dar (Nickl-Jockschat unétivel 2011). In der Regel fallt der
vergrolRerte Kopfumfang im Alter von 18 Monaten ddébei kdnnen in etwa zeitgleich
erste autistische Verhaltensweisen beobachtet wefdemper und Bauman 2002).
Besonders im Frontallappen scheint der Anteil grawie auch weil3er Hirnsubstanz im
frihen Kindesalter erhéht zu sein (Baron-Cohen 20@und hierfir kdnnte ein
unzureichender Abbau von Neuronen (,Pruning”) sder, iblicherweise zu dieser Zeit
erfolgt (Bolte und Poustka 2006). Auch die verateteMinikolumnen im Grol3hirn, die
sich durch eine erhdhte Zellzahl bei abnormer Sgeapildung auszeichnen, kénnten

fur das vergroRerte Hirnvolumen mitverantwortligins(Casanova, van Kooten et al.



2006; Bdlte 2009). Im weiteren Entwicklungsverlaméigen autistische Kinder
typischerweise eine Verlangsamung des Kopfwachs{@osrchesne 2004).

Weitere strukturelle und funktionelle Abweichungénden sich im limbischen
System, im Kleinhirn sowie im Hirnstamm (Polleuxdubauder 2004; Schmitz und
Rezaie 2008).

Im limbischen System, welches fir die Verarbeitumgn Emotions- und
Gedachtnisablaufen essentiell ist, wurde von varkleen Neuronen bei erhohter
Nervenzelldichte berichtet (Kemper und Baumann 200&8in Bild, das so
normalerweise in einem frihen Stadium der Hirneckivng zu beobachten ist. Fir die
Pathophysiologie des Autismus konnte diese anatbmisVerdnderung insofern
relevant sein, als dass ein klinisches Korrelaereemotionalen Beeintrachtigung bei
autistischen Patienten besteht (Kemper und Baurd@g)2

Des Weiteren ist eine verminderte Anzahl von PyekiZellen im Kleinhirn ein
wiederholt beschriebener Befund bei autistischetre®&n jeden Alters (Kemper und
Bauman 2002). Purkinje-Zellen haben aufgrund ih@kBAergen Wirkung eine
inhibitorische Funktion, die zur Feinabstimmung uRdordination von Bewegungs-
ablaufen dient (Baron-Cohen 2008). Ein direktesi&tihes Korrelat lasst sich von
diesen Befunden nicht ableiten, wobei viele awgit$te Patienten jedoch in ihrer
Motorik und Koordination aufféallig sind (Kemper uhuman 2002; Dewey, Cantell et
al. 2007; Dziuk, Gidley Larson et al. 2007; Bolt®02). Eine Hypoplasie von
Hirnstammkernen sowie anderer Hirnstammstrukturerdesin einigen Studien zu ASS
beschrieben (Hashimoto, Tayama et al. 1995; Roltigram et al. 1996).

Auf neurochemischer Ebene lie3 sich bei jungeretistschen Patienten ein
erhohter Plasma-GABA-Spiegel nachweisen (Dhossdhgplegate et al. 2002).
AulRerdem wurde in einer Reihe von Studien eine kpgretoninamie als auffalliger
Befund in peripherem Gewebe bei autistischen Patiebestatigt (Hanley, Stahl et al.
1977; Ciaranello 1982).

2.1.2 Neurotrophe Faktoren als pathophysiologische Kandidaten der ASS

.Neurotrophine® oder ,neurotrophe Faktoren“ leisenen erheblichen Beitrag zur
Entwicklung sowie Aufrechterhaltung der Plastizid¢s zentralen Nervensystems

(ZNS). Es handelt sich dabei um Proteine mit eindolekulargewicht zwischen 13



und 27 kDa (Seidah, Benjannet et al. 1996; SeiBahjannet et al. 1996), welche mit
niedriger Affinitat an den p75-Rezeptor und mit aidr Affinitat an Tyrosinkinase-
Rezeptoren binden (Nickl-Jockschat und Michel 2011)

In einer Vielzahl von Studien sind sie als poteleieKandidaten fur die
Atiopathophysiologie der ASS diskutiert worden (Btaipierre, Belluscio et al. 1990;
Airaksinen, Titievsky et al. 1999; Riikonen und Viata 1999; Nelson, Grether et al.
2001; Miyazaki, Narita et al. 2004; Connolly, Chetzal. 2006; Hashimoto, Iwata et al.
2006; Nelson, Kuddo et al. 2006; Nishimura, Nakamet al. 2007; Nickl-Jockschat
und Michel 2011). Insbesondere die sogenannte Mephin-Familie®, zu welcher
der ,Nerve Growth Factor® (NGF), BDNF und die Newophine 3 bis 6 gehoren,
reguliert die Zellproliferation, -migration und Aptmse wahrend der ZNS-Entwicklung.
Sie moduliert au3erdem das Aussprossen axonaledemdtitischer Verbindungen, die
Synapsenbildung sowie weitere neuroplastische Bsez@Avital, Goshen et al. 2003;
Nickl-Jockschat und Michel 2011). Folglich besteatie Mdoglichkeit, dass oben
beschriebene hirnstrukturelle und neurochemisch#algkeiten bei Menschen mit
ASS durch eine Dysregulation neurotropher Faktoreédhrend der frihen
Gehirnentwicklung mitbedingt sein kénnten.

Diese Studie widmet sich speziell der Bedeutung B&NF hinsichtlich ASS.
BDNF wird in kortikalen und hippocampalen Struktutgoch exprimiert und mit dem
Erhalt und der Funktion neuronaler Verbande in HAusanhang gebracht
(Bekinschtein, Cammarota et al. 2008; Mansour, Muddh et al. 2010). Dieser
neurotrophe Faktor ist auch in peripherem Gewebbznaveisen (Fujimura, Altar et al.
2002). BDNF koordiniert das Uberleben und die D#fezierung dopaminerger und
serotonerger Neurone wahrend der Hirnentwicklund wirkt bei der Bildung und
Plastizitdt von Synapsen mit (Anderson 2002; Bindat Scharfman 2004; Lang, Stein
et al. 2007; Mansour, Mohamed et al. 2010). In Bzxgag zu der in 2.1.1 genannten
vielfach bestatigten Hyperserotonindmie bei agtsten Patienten ist zu erwahnen, dass
die Infusion bzw. Applikation von BDNF im Tiermodddzw. in vitro das Uberleben
und die Reifung serotonerger Neurone moduliert.efudteigert es die Synthese von
Serotoninin vivo (Altar, Boylan et al. 1994; Martin-lverson, Toddat. 1994; Siuciak,
Boylan et al. 1996).
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Tierexperimentell zeigten heterozygoBODNF-Knock-out Mause, deren BDNF-
Gehalt um die Halfte reduziert war, diverse AufgMeiten. Der Mangel an BDNF
fuhrte zu einer gesteigerten Aggressivitat und Aliagkeit. AuRerdem konnten eine
Hyperaktivitat sowie eine Lern- und Gedachtnissativeé beobachtet werden (Chao
2003). BDNF bewirkt eine Langzeitpotenzierung ipguocampalen Neuronen, welche
fur Lern- und Gedachtnisprozesse essentiell istdiadei einer BDNF-Dysregulation
gestort ist (Korte, Carroll et al. 1995; Xie, Sayahal. 2000; Nickl-Jockschat und
Michel 2011). Auch Assoziationsstudien lassen etgeriluss von BDNF-Genvarianten
auf die Aktivierung des Hippocampus und die Geddsldistung annehmen (Egan,
Kojima et al. 2003; Richter-Schmidinger, Alexopaulet al. 2011). Unter wiederholter
Stressexposition und Einnahme von Antidepressefaich ein modulatorischer Effekt
von BDNF auf die Neurogenese beobachten (Chen, &shahi et al. 2001; D'Sa und
Duman 2002).

Eine Dysregulation und etwaige pathophysiologisBedeutung von BDNF wurde
bisher bei einigen neurologischen und psychiatescKorrelaten und Stérungen wie
dem fragilen X-Syndrom, Epilepsie, Parkinson, Alminer, Schizophrenie, Depression
und Personlichkeitsmerkmalen diskutiert (Binder udcharfman 2004; Hashimoto,
Shimizu et al. 2004; Pezet und Malcangio 2004; Aug, Brene et al. 2005;
Hunnerkopf, Strobel et al. 2007; Pandey, Dwivedilef010).

2.2 Methodischer Forschungsstand
2.2.1 Diagnostik der ASS

Die Standarddiagnostik von autistischen Stérungeitesgenerell eine korperlich-
neurologische (inkl. EEG und einmalig cMRT), ggines genetische/ Stoffwechsel-
sowie eine psychodiagnostische Untersuchung umfass@oélte  2009).
Psychodiagnostisch bedarf es neben einer Erfassieg Entwicklungs- und
Intelligenzniveaus einer symptomorientierten Befwagy der Eltern bzw.
Bezugspersonen sowie einer strukturierten Verhsifteobachtung (Deutsche
Gesellschaft fur Kinder- und Jugendpsychiatrie 20@Is Screening-Verfahren kann
der ,Fragebogen zur sozialen Kommunikation (FSKRUtter, Bailey et al. 2003; Bolte
und Poustka 2006) oder die ,Marburger Beurteilukglss zum Asperger-Syndrom
(MBAS)" (Kamp-Becker, Mattejat et al. 2005; Remsdtitrund Kamp-Becker 2006)
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genutzt werden. Als Goldstandard zur Diagnosesicigewerden das 0.g. ADI-R (Lord,
Rutter et al. 1994; Bolte, Ruhl et al. 2006) sodie ,Diagnostische Beobachtungsskala
fur autistische Stérungen“ (Autism Diagnostic Obsgion Schedule, ADOS; Lord,
Rutter et al. 1989; Ruhl, Bolte et al. 2004) heemugen (Deutsche Gesellschaft fir
Kinder- und Jugendpsychiatrie 2007).

In der vorliegenden Untersuchung wurden alle astisen Patienten von einem
erfahrenen Kinder- und Jugendpsychiater nach ICBdii@rien und unter Einbezug
der Ergebnisse aus o0.g. leitlinienbasierten Unténsngen diagnostiziert. Die ASS-
Diagnose wurde durch ADI-R und ADOS erhértet.

2.2.2 Messung der Expression von Brain Derived Neur  otrophic Factor
(BDNF)

Eine direkte Messung der BDNF-Wirkung auf die Gedntwicklung ist derzeit
nicht moglich (Sullivan, Fan et al. 2006). Anhandnv Assoziationsstudien,
Tiermodellen und der Messung des peripheren BDNRales in Serum bzw.
Lymphozyten gelingt es jedoch, sich einer mdglicazentralen BDNF-Dysregulation
indirekt zu nahern (Nishimura, Nakamura et al. 20Ritkl-Jockschat und Michel
2011). Der Befund einer im Durchschnitt 50%-igen ri€tation zwischen der
Expression relevanter Genklassen in ZNS und Bkstlauch eine periphere Messung
des zentral wirkenden neurotrophen Faktors - zunafherung an zentralnervose
Prozesse - sinnvoll erscheinen (Sullivan, Fan et 2006). Auch konnte
tierexperimentell eine positive Korrelation zwisashlBDNF-Konzentrationen in Serum
und Kortex bei Ratten nachgewiesen werden (Kar&ghwald et al. 2002). Bei
menschlichen Versuchsteilnehmern ahnelte der ViedauBDNF-Serumkonzentration
wahrend der Entwicklung demjenigen von Neurotrophimm Neokortex bei Ratten
(Nelson, Kuddo et al. 2006; Katoh-Semba, Wakakal.e2007).

Fur die Quantifizierung der BDNF-Serumkonzentratiomurde in dieser
Forschungsarbeit ein ELISA verwendet, das als elrds, sehr sensitives und relativ
kostengiinstiges Verfahren zur Bestimmung eines rgersuchenden Antigens bzw.
Antikorpers etabliert ist (Rosenqvist, Kayhty et &001). Fur die schnelle und
vollautomatisierte Quantifizierung der Genexpreassamf mRNA-Ebene wurde gRT-
PCR eingesetzt, welche die Schritte der klassisé@R direkt mit der PCR-Produkit-
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Detektion und -Quantifizierung verbindet (Huggé&iheda et al. 2005; Nolan, Hands et
al. 2006; Bustin, Benes et al. 2009).

Bisherige Studienergebnisse zu einer moglichen BIDygregulation bei ASS sind
uneinheitlich. So zeigen einige Untersuchungen esigmifikante Erhéhung der
peripheren BDNF-Expression autistischer Patientdelson, Grether et al. 2001;
Miyazaki, Narita et al. 2004; Connolly, Chez et 2006; Nishimura, Nakamura et al.
2007), andere berichten von einem signifikant emgten Wert (Hashimoto, Iwata et
al. 2006; Al-Ayadhi 2011) und dritte von keinem rsftgkanten Unterschied (Croen,
Goines et al. 2008) im Vergleich zu gesunden Kdleino Unzureichend
altersangepasste Kontrollen (Miyazaki, Narita et 2004) sind beispielsweise ein
Grund, bisherige Studienergebnisse durch die \gmhde Arbeit zu erganzen.
Uneinheitlich sind auch die angewandten diagndstiscMethoden. So werden zum
groBen Teil die o. g. autismusspezifischen Goldisteds ADOS und ADI-R, die
entscheidend zur Validitat der ASS-Diagnosestellogigragen, nicht eingesetzt.

Weitere Studien zur peripheren Expression von B3ME deshalb notwendig, um
unter Berucksichtigung eines geeigneten Studiegdssiund einer Leitlinien-
orientierten Diagnostik Aufschluss Uber eine etwd8PNF-Dysregulation bei ASS zu

gewinnen.

2.3 Zusammenfassung

ASS sind nach heutigem Wissensstand auf eine nalgrdentwicklungsstorung
zuruckzufiahren, die ihren Ursprung pra-, peri- bpestnatal nimmt und wesentlich
genetisch beeinflusst ist (Veenstra-VanderweeleokCet al. 2003; Veenstra-
Vanderweele und Cook 2004; Remschmidt und Kamp-8e@007; Schmitz und
Rezaie 2008; Nickl-Jockschat und Michel 2011). Klim zeichnen sie sich durch
gualitative Stoérungen der Kommunikation, der weldetgen sozialen Interaktion
sowie durch repetitive Verhaltensweisen aus (Ba89). Anhand einer Vielzahl von
Studien konnte gezeigt werden, dass unterschiedltimregionen (Kortex, Amygdala,
Zerebellum und Hirnstamm) bei Menschen mit ASS rholpgische bzw.
zytoarchitektonische und funktionelle Auffalligkeit zeigen (Kemper und Bauman
2002; Polleux und Lauder 2004; Baron-Cohen 2008n#iz und Rezaie 2008).
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BDNF als wichtiger Vertreter der neurotrophen Fadowird sowohl im ZNS als
auch im peripheren Blut exprimiert und beeinfluds# neuronale Entwicklung und
Plastizitdt (Anderson 2002; Fujimura, Altar et 2002; Binder und Scharfman 2004;
Bekinschtein, Cammarota et al. 2008; Mansour, Mdadthnet al. 2010). Fur
Genvarianten von BDNF wurden in molekulargenetisch&tudien bereits
Assoziationen mit ASS beschrieben und abnorm exeriemProteinkonzentrationen im
Blut von Patienten gemessen (Nelson, Grether @08l1; Miyazaki, Narita et al. 2004;
Nishimura, Nakamura et al. 2007). Um sich einer aggen zentralen BDNF-
Dysregulation bei ASS anzunahern, wird im Rahmen awliegenden Arbeit die
periphere BDNF-Expression auf mRNA- und Proteinebgemessen und der Einfluss
maoglicher Faktoren (wie Alter, Komorbiditat, Medilan) auf die periphere BDNF-
Konzentration erhoben. Eine Messung der ExpreggaioBlut scheint u.a. sinnvoll und
zuldssig, da bereits eine durchschnittlich 50%HKgerelation der Expression relevanter
Genklassen zwischen ZNS und Blut nachgewiesen wekdente (Sullivan, Fan et al.
2006). Aufgrund einer atiologischen und phanotymisc Uberlappung der
Stoérungsbilder ASS und ADHS (Rommelse, Franke .e2@l2, Taurines, Schwenck et
al. 2012), wurden auch Patienten mit einer ADHS lMdisische Kontrollgruppe
eingeschlossen, um die Spezifitat der Befunde tersuchen.

2.4 Fragestellung und Hypothesen

Fragestellung:
Zeigt die Expression von BDNF in peripherem GewkbeKindern und Jugendlichen
mit ASS eine Dysregulation und/oder eine Modulataurch komorbide Stdrungen

sowie weitere Kovariaten, wie beispielsweise ddsrAder Probanden?

Hypothese 1:Kinder und Jugendliche mit ASS zeigen im Verglezchabgestimmten
Kontrollpersonen eine modulierte BDNF-ExpressiorBhat.

Hypothese 2:Die Auspragung des autistischen Phénotyps, komerStérungen sowie

weitere Kofaktoren beeinflussen die BDNF-ExpressimrBlut.
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3. Material und Methodik
3.1 Material

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen von wugedlichen Studien zu ASS
an der Klinik und Poliklinik fur Kinder- und Jugepslichiatrie, Psychosomatik und
Psychotherapie der Universitat Wirzburg in der Zer 2005 bis 2011. In weiteren
Teilprojekten erfolgten neuropsychologische sowsgcpo- und elektrophysiologische
Untersuchungen wie beispielsweise eine Riechstihigerstitzt wurde die vorliegende

Arbeit von der Deutschen ForschungsgemeinschalG(BIE-1536).

3.1.1 Stichproben

Mit Genehmigung der lokalen Ethikkommission Wirzbgstudiennummern 8/06
und 227/09) wurden insgesamt 40 Kinder und Jugemellimit einer nach ICD-10
Kriterien diagnostizierten ASS, sowie 15 Kinder uhayendliche mit einer ADHS und
zusatzlich 35 gesunde Kontrollen an der Kinder- uddgendpsychiatrie des
Universitatsklinikums in Wirzburg im Zeitraum vo0d5 bis 2011 fir die vorliegende
Arbeit eingeschlossen. Zum Zeitpunkt der Aufnahmelie Studie befanden sich die
Patienten in ambulanter oder in (teil-)stationdehandlung. Eltern und Kinder gaben
nach mundlicher und schriftlicher Aufklarung GbeelZetzung und Ablauf der Studie
ihr schriftliches Einverstandnis ab. Das Altersspek erstreckte sich von 6 bis 18

Jahren.

3.1.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Diagnose einer ASS bzw. ADHS wurde anhand @#-10 Kriterien durch
eine/n erfahrene/n Kinder- und Jugendpsychiatedan Klinik fir Kinder- und
Jugendpsychiatrie, Psychosomatik und Psychotherdege Universitatsklinikums in
Wirzburg erhoben. Bestatigt wurde die Diagnosereh&S durch FSK (Rutter, Bailey
et al. 2003; Bolte und Poustka 2006), ADOS (Lordit& et al. 1989; Ruhl, Bolte et al.
2004) und ADI-R (Lord, Rutter et al. 1994; BoltdjiR et al. 2006). Die Diagnose einer
ADHS wurde durch elterliche Beurteilung mittels deBB-ADHS erhartet (Dopfner
2008). Von der Studie ausgeschlossen wurden KinddrJugendliche mit schweren
somatischen oder neurologischen Stérungen oderz&alivienie oder wenn kein

schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahrodag.
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Als gesunde Kontrollen wurden Kinder und Jugendichit abgestimmtem Alter
und Geschlecht rekrutiert. Als ,Autismus-unaufi@lli galten all diejenigen, die
unauffallige Werte in der Child Behavior Check LIEEBCL) (Achenbach und
Edelbrock 1981) hatten. Ausgeschlossen wurden mieFalle somatischer oder
neurologischer Erkrankungen, MedikamenteneinnalongesWerten oberhalb der Cut-
Offs in den verwendeten Fragebdgen.

3.1.1.2 Ablauf des Einschlussverfahrens zur Studien teilnahme

Nach Diagnosestellung einer ASS bzw. ADHS inkleeilmtelligenzdiagnostik und
bei den Patienten mit ASS der Anwendung o.g. autsspezifischer Verfahren, wurden
die Eltern bzw. Sorgeberechtigten der Kinder undeddlichen sowie die Patienten
selbst nach ihrem Interesse zur Studienteilnahnragje Bei Interesse wurden Eltern
und Kind die Einverstandniserklarungen zur Studigmhhme ausgehandigt und erklart
und das schriftiche Einverstandnis eingeholt. /Atis@end wurden die
studienrelevanten Testfragebdgen zum Ausfillen ehégdigt und ein Termin fir eine

Nuchternblutentnahme mit dem Kind bzw. Jugendlichereinbart.

3.1.1.3 Stichprobe 1: Patienten mit ASS und gesunde  Kontrollen

Die erste Stichprobe umfasst 24 autistische Patrentit einem Durchschnittsalter
von 13,9 = 3,0 Jahren (Altersspektrum 8,2 - 18/8&) @0 gesunde Kontrollprobanden
mit einem Durchschnittsalter von 14,4 + 2,1 (Alsgsktrum 8,7 — 17,2). Es bestand
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich desek#t (T = -0,65, df = 44 = 0,522). 14
der 24 (58,3%) autistischen Kinder waren Kliniscih @ner ADHS diagnostiziert. 21
der 24 Patienten (87,5%) wurden medikamentts belianthauptséachlich mit
Psychostimulanzien. 58,3% der autistischen Kineggten in der Begabungsdiagnostik
eine durchschnittliche Intelligenz, 16,7% eine doechschnittiche und 25% eine
niedrige bzw. unterdurchschnittliche Intelligenzr@uere demographische Daten wie
ASS-Subtypen, Komorbiditat sowie Ergebnisse eingéseTestverfahren sind Tabelle
1 zu entnehmen. Einzelheiten zu den gesunden HKhamtresind in Tabelle 2

zusammengefasst.
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Tabelle 1: Stichprobe 1 - Charakterisierung des austischen Patientenkollektivs

Autistische Patienten

Geschlecht mannlich
(Durchschnitts-)Alter in Jahren £ S.D.
ASS ICD-10 Diagnosen (n, %)

F84.0 Frihkindlicher Autismus

F84.1 Atypischer Autismus

F84.5 Asperger Syndrom

Komorbiditat ICD-10 Diagnosen (n, %)

F31.3 Bipolare affektive Stérung, gegenwartig leichte oder
mittelgradige depressive Episode

F42.2 Zwangsgedanken und -handlungen, gemischt

F80.0/ F81.1 Artikulationsstérung/ Isolierte Rechtschreibstorung

F82/ F83 Umschriebene Entwicklungsstérung der motorischen

Funktionen/ Kombinierte umschriebene
Entwicklungsstorungen

F90.0/90.1 Einfache Aktivitdts- und Aufmerksamkeitsstorung/
Hyperkinetische Stérung des Sozialverhaltens

Fo3 Emotionale Stérungen des Kindesalters
F94.0 Elektiver Mutismus
F95 Ticstérungen

F98.0/F98.1 Nichtorganische Enuresis/ Enkopresis
Psychopharmakologische Komedikation (Patienten, n, %)
Psychostimulanzien
Neuroleptika
Antidepressiva
Andere
Autistischer Phanotyp (Score + S.D.)
FSK (Untergruppe von n = 15)
ADOS Summe der Items aus Kommunikation und Sozialer Interaktion
(Autismus Cut-Off = 10, ASS = 7)
ADI-R
ADI-R Soziale Interaktion (Cut-Off =10)

ADI-R Kommunikation und Sprache (Cut-Off fiir sprechende Kinder = 8)

ADI-R Repetitive und stereotype Verhaltensweisen (Cut-Off = 3)
ADI-R abnormes Verhalten vor 3. Lebensjahr (Cut-Off = 1)

1Q (Score £ S.D.) (n, %)

115-129

85-114

70-84

17

24
13,9+3,0

3 (12,5%)
8 (33,3%)
13 (54,2%)
18 (75%)
1(4,2%)

1 (4,2%)
2 (8,3%)
2 (8,3%)

14 (58,3%)

1(4,2%)
1(4,2%)

2 (8,3%)

2 (8,3%)
21 (87,5%)
13 (54,2%)
3(12,5%)
2 (8,3%)
1(4,2%)

19,7+6,3
12,1+4,3

19,9+7,5
15,0 £4,5
6,1+3,1
2,9t1,5
95,1 + 14,7
4 (16,7%)
14 (58,3%)
6 (25%)



Tabelle 2: Stichprobe 1 - Charakterisierung der gasnden Kontrollprobanden

Gesunde Kontrollen

Geschlecht mannlich 20
(Durchschnitts-)Alter in Jahren + S.D. 14,4+2,1
Verhaltensspezifischer Elternfragebogen

CBCL gesamt-T-Wert, Mittelwert + S.D. 50,7 £6,9
CBCL T-Wert internalisierend, Mittelwert + S.D. 49,6+7,6
CBCL T-Wert externalisierend, Mittelwert + S.D. 51,9+6,2

3.1.1.4 Stichprobe 2: Patienten mit ASS, Patienten  mit
Aufmerksamkeitsdefizit-/ Hyperaktivitatsstérung (AD HS) und

gesunde Kontrollen

Fur Stichprobe 2 wurden 16 Kinder und Jugendliclieemer ASS rekrutiert, die
ein Durchschnittsalter von 10,8 + 2,2 Jahren umdAdiersspektrum von 6,7 bis 14,3
Jahren aufwiesen. Als klinische Kontrollgruppe warrdl5 Kinder und Jugendliche mit
einer ADHS eingeschlossen mit einem Durchschnigsalon 11,8 + 2,2 Jahren und
einem Altersspektrum von 8,2 bis 14,9 Jahren. [@mugde Kontrollgruppe bestand aus
15 Kindern und Jugendlichen mit einem Durchschaliiégs von 12,1 £ 2,2 und einem
Altersspektrum von 7,2 bis 14,9 Jahren.

Bei den ADHS-Patienten wurde noch eine Untergruggaldet aus Kindern und
Jugendlichen bei denen zweimal eine Nuchternblogdmhe erfolgte (einmal ohne und
einmal mit Stimulanzienmedikation). Fir Einzelheitebezlglich Diagnosen,
Komorbiditat, Medikation, Intelligenzwerte und Tesgjebnisse siehe Tabelle 3, 4
und 5.
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Tabelle 3: Stichprobe 2 - Charakterisierung des austischen Patientenkollektivs

Autistische Patienten
Geschlecht mannlich

Alter in Jahren (Mittelwert £S.D.)
ASS ICD-10 Diagnosen (n, %)

F84.0 Frihkindlicher Autismus
F84.1 Atypischer Autismus

F84.5 Asperger Syndrom
Komorbiditat - ICD-10 Diagnosen (n, %)

F40.2 Spezifische (isolierte) Phobien
F42 Zwangsstérung

F81/ 82/ 83 Umschriebene Entwicklungsstérungen

Einfache Aktivitats- und Aufmerksamkeitsstorung/ Hyperkinetische

F90.0/90.1 Storung des Sozialverhaltens

F93 Emotionale Storungen des Kindesalters
F95 Ticstérungen

F98.1 Nichtorganische Enkopresis

F98.5 Stottern

Psychopharmakologische Komedikation (Patienten: n, %)

Psychostimulanzien

Antidepressiva

Neuroleptika

Autistischer Phdanotyp (Score +S.D.)
FSK

ADOS Summe der Items aus Kommunikation und Sozialer Interaktion

(Autismus Cut-Off = 10, ASS = 7)
ADI-R
ADI-R Soziale Interaktion (Cut-Off = 10)

ADI-R Kommunikation und Sprache (Cut-Off fiir sprechende Kinder = 8)
ADI-R Repetitve und stereotype Verhaltensweisen (Cut-Off = 3)
ADI-R Abnorme Entwicklung vor dem 3. Lebensjahr (Cut-Off = 1)

MBAS Summe (Cut-Off = 103)

Komorbide Symptomatik

FBB ADHS Gesamtsumme, Mittelwert +S.D.
CBCL gesamt-T-Wert, Mittelwert + S.D.

CBCL T-Wert internalisierend, Mittelwert + S.D.
CBCL T-Wert externalisierend, Mittelwert + S.D.

1Q (Mittelwert £ S.D.) (n, %)
115-129

85-114

70-84

19

16
10,8 £2,2

5 (31,3%)
6 (37,5%)
5 (31,3%)
14 (87,5%)
1(6,3%)
1(6,3%)
4 (25%)
12 (75%)
)

)

)

)

1(6,3%
1(6,3%
1(6,3%
1(6,3%
13 (81,3%)
12 (75%)

3 (18,8%)
1(6,3%)

19,0+5,1
13,7+ 4,0

15,9+ 4,7
11,5+ 4,0
4,9+2,6
3,0£0,6
100,5 + 18,3

1,6+0,5
68,6 +7,7
66,2+9,4
64,3+89
94,0+ 15,0
3 (18,8%)
8 (50%)
5(31,2%)



Tabelle 4: Stichprobe 2 - Charakterisierung des ADI$-Patientenkollektivs

ADHS Patienten

Geschlecht mannlich
Alter in Jahren (Mittelwert + S.D.)
ADHS ICD-10 Diagnosen (n, %)

F90.0 Einfache Aktivitdts- und Aufmerksamkeitsstorung
F98.8 Aufmerksamkeitsstorung ohne Hyperaktivitat
Komorbiditat - ICD-10 Diagnosen (n, %)

F43.2 Anpassungsstdrungen

Fo1 Stoérungen des Sozialverhaltens

F93 Emotionale Storungen des Kindesalters

F98.0/98.1 Nichtorganische Enuresis/ Enkopresis
ADHS Phénotyp und komorbide Symptomatik
FBB ADHS Gesamtsumme (Mittelwert + S.D.)
DIKJ Gesamt T-Wert (Mittelwert + S.D.)
CBCL Gesamt T-Wert (Mittelwert + S.D.)
CBCL T-Wert internalisierend (Mittelwert + S.D.)
CBCL T-Wert externalisierend (Mittelwert + S.D.)
1Q (Mittelwert £ S.D.) (n, %)
>130
115-129
85-114
70 -84

15
11,8 +£2,2

13 (86,7%)
2 (13,3%)
10 (66,7%)

3 (20%)
10 (66,7%)
1(6,7%)

7 (46,7%)

1,5+0,5
48,1+9,8
65,5+ 5,6
61,8 £ 10,8
63,0 4,1
101,0 + 15,9
1(6,7%)

2 (13,3%)
11 (73,3%)
1 (6,7%)

Tabelle 5: Stichprobe 2 - Charakterisierung der gasnden Kontrollprobanden

Gesunde Kontrollen

Geschlecht mannlich
Alter in Jahren (Mittelwert £ S.D.)
Verhaltensspezifischer Elternfragebogen
CBCL gesamt-T-Wert (Mittelwert £ S.D.)
CBCL T-Wert internalisierend (Mittelwert + S.D.)
CBCL T-Wert externalisierend (Mittelwert + S.D.)
1Q (Mittelwert £ S.D.)
>130
115-129
85-114
70-84

20

15
12,1+2,2

47,5+7,0
48,5+ 8,2
47,7 +6,1
110,3 £ 13,0
1(6,7%)

4 (26,7%)

9 (60%)
1(6,7%)



3.1.1.5 Messinstrumente zur Stichprobencharakterisi  erung

Folgende Testverfahren wurden im Rahmen der AussBiagnostik und zur

Abklarung etwaiger Komorbiditaten eingesetzt.

3.1.1.5.1 Diagnostisches Interview fur Autismus-Revidiert (AD-R)

Als Standardverfahren zur Erfassung und zur Defieraldiagnostik von ASS in
Klinik und Forschung gilt das diagnostische ,Iniew fir Autismus — Revidiert
(ADI-R)". Dabei handelt es sich um eine standasailisi, umfassende Befragung der
Eltern oder engsten Bezugspersonen des Patiengsigrigt ist das ADI-R fur Kinder
ab einem Entwicklungsalter von zwei Jahren und Hiwachsene bei Verdacht auf
Vorliegen einer ASS.

Mittels 93 Items und einleitenden Fragen bzgl. kitdlicher Entwicklung (bis
36. Lebensmonat), Spracherwerb und méglichem Mevlus sprachlichen Fertigkeiten,
verbalen und non-verbalen kommunikativen Fahigkeit&Spiel- und sozialem
Interaktionsverhalten, stereotypen Interessen urldiviiten sowie komorbiden
Symptomen (Aggression, Selbstverletzung, Epileps&g)angt der Untersucher
Informationen Uber eine etwaige ASS. Eine Differening zwischen ASS und anderen
psychiatrischen Stérungen wird mit dem ADI-R erngigl Aul3erdem kann zwischen
den tiefgreifenden Entwicklungsstorungen unteraileanunterschieden werden. Der
Cut-Off Wert fur Teil A ,Qualitative Auffalligkeita der reziproken sozialen
Interaktion” ergibt sich aus der Summe der IltemsA4du,Unfahigkeit, nichtverbales
Verhalten zur Regulation sozialer Interaktionen \mrwenden®, A2 ,Unfahigkeit,
Beziehungen zu Gleichaltrigen aufzunehmen®, A3 ,§ran geteilter Freude* und A4
.Mangel an sozio-emotionaler Reziprozitat®. Fur &jgarte B ,Qualitative Auffalligkeit
der Kommunikation* wird zwischen verbalen und natnaden Patienten unterschieden,
was die Cut-Off-Werte fur nonverbale Kinder bei @dufir verbale bei 8 erklart.
Repetitives, restriktives und stereotypes Verhalterd bei einem Cut-Off > 3 als
gegeben interpretiert. Fur eine abnorme Entwicklurigs einschliel3lich
36. Lebensmonat spricht ein Cut-GffL (Kamp-Becker, Duketis et al. 2010; Autismus-
Hamburg 2011; Hogrefe-Verlag 2011).
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3.1.1.5.2 Diagnostische Beobachtungsskala fur Autistische Stingen (ADOS)

Bei Verdacht auf eine autistische Stérung oder anidere tiefgreifende
Entwicklungsstorungen dient die ,Diagnostische Bmstttungsskala fur Autistische
Storungen” (ADOS) als zuverlassige und valide Mdthozur Beurteilung von
Kommunikation, sozialer Interaktion sowie des Sméhaltens oder des Fantasiespiels
im Rahmen einer standardisierten VerhaltensbeobaghtJnter Berlicksichtigung von
Alter und expressivem Sprachniveau bietet sie viemterschiedliche
Untersuchungsstrategien (Module) fur Patienten en dweiten Lebensjahr. Die Cut-
Off-Werte variieren dabei fir die Bereiche Kommuatikn und soziale Interaktion
(siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Cut-Off Werte fir ADOS Module

Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4
Kommunikation 42 5;3 3;2 3;2
Soziale Interaktion 7;4 6;4 6;4 7;4
Summe
Kommunikation und 12;7 12;8 10;7 12;7

soz. Interaktion

Autismus-Cut-Off-Wert; ASS-Cut-Off-Wert

Als internationaler Goldstandard der Autismus-Dagjik stimmt die durch die
ADOS erhobene Diagnose zu 79% mit der des ADI-Rreaibe Die Konvergenz von
ADOS und klinischer Konsensusdiagnose liegt bei /D& einer Sensitivitdt des
Verfahrens von 90,4% und einer Spezifitat von 48,fif die Diskrimination von
Autismus und anderen autistischen Stérungen (RBblte et al. 2004; Autismus-
Hamburg 2011; Hogrefe-Verlag 2011).

3.1.1.5.3 Fragebogen zur sozialen Kommunikation (FSK)

Der ,Fragebogen zur sozialen Kommunikation* (FSK¥tellt ein
Screeningverfahren im Rahmen der Autismus-Diagkaitr. Er ist ein aus dem ADI-R
abgeleiteter Elternfragebogen, der soziale IntemakKommunikation und stereotypes
Verhalten prift (Duketis 2010). Gewahlt wird in Abigigkeit vom Alter des Patienten

zwischen der ,Lebenszeitfassung®, welche die gésaemtwicklung bericksichtigt,
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und der ,Aktualfassung“, welche sich auf die vemg@amen drei Monate bezieht. Der
FSK dient der Ermittlung einer autistischen Storumg Allgemeinen. Eine
Differenzierung der ASS-Subtypen ist nicht mogliMroczek 2011). Eine gute
Stabilitat, interne Konsistenz und eine konvergeviadiditat mit ADI-R, ADOS und
MBAS werden gewéhrleistet (Bolte und Poustka 2@é&ketis 2010).

Ein fir ASS sprechendes Ergebnis im FSK liegt eem Cut-Off Wert von 15
vor. Senkt man diesen Wert auf 12, erhoht sichS#asitivitat des Tests gerade fir
jungere Patienten unter vier Jahren (Corsello, etual. 2007; Snow und Lecavalier
2008; Kamp-Becker, Duketis et al. 2010).

3.1.1.5.4 Marburger Beurteilungsskala zum Asperger-Syndrom (MBAS)
Der Screening-Fragebogen ,Marburger Beurteilungaskam Asperger-Syndrom*

(MBAS) fir Kinder ab sechs Jahren und Erwachserse Zboim 24. Lebensjahr mit
durchschnittlichen kognitiven Fahigkeiten gilt &g zuverlassiges und diagnostisch
stichhaltiges Verfahren zur Testung autistischéru®igen auf hohem Funktionsniveau.
Anhand von 37 Fragen zur Beschreibung des aktuedghaltens sowie 14 Fragen mit
Bezug auf das Verhalten innerhalb des vierten bigtén Lebensjahres erfolgt eine
Einschatzung maoglicher autistischer Merkmale. Dabed Uberwiegend die , Theory of
Mind“ sowie das Kontakt- und Spielverhalten desdés beurteilt. Freude, Gestik und
Mimik sind ebenfalls relevant genauso wie stereesymnd situationsinadaquates
Verhalten. AuBerdem wird auf die Motorik, den Siusid und Sonderinteressen des
Kindes eingegangen. Fiur die Auswertung des Fragsisogverden die einzelnen
Skalensummenwerte sowie eine Gesamtsumme der deyege ltems gebildésiehe
Tabelle 7).

Tabelle 7: MBAS Cut-Off Werte

il ffalli
Theory of Mind, geteilte . sterfaotypes und auffa |g§r Sprach-
Aufmerksamkeit situations- Sprachstil, .
Kontakt und . . entwicklungs- Gesamt
Spielverhalten und Freude, inaddaquates  Sonderinteressen, verzdeerun
P Mimik, Gestik Verhalten Motorik € g
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Die Verdachtsdiagnose Asperger-Syndrom ist anggzeuwgnn das ermittelte
Gesamtergebnis  Uber dem  Cut-Off  von 103 liegt  undein&k
Sprachentwicklungsverzégerung vorliegt. Bei Sprathieklungsverzégerung und
einem Wert Uber dem Cut-Off wirde man einen HFABgtracht ziehen (Kamp-
Becker, Mattejat et al. 2005; Kamp-Becker und Rdmsdt 2005).

3.1.1.5.5 Fremdbeurteilungsbogen fur Aufmerksamkeitsdefizit-/
Hyperaktivitatsstérungen (FBB-ADHS)

Der ,Fremdbeurteilungsbogen fir Aufmerksamkeitsdefi Hyperaktivitats-
storungen” (FBB-ADHS; Do6pfner 2008) wird als ScriegpnVerfahren zur Diagnostik
einer ADHS eingesetzt. Aufgrund der hohen Komothtdron ADHS und ASS und der
atiologischen und phéanotypischen Uberlappung dédebe Storungsbilder ist eine
Testung beztiglich Aufmerksamkeitsfahigkeit und Hypeetik ggf. auch im Rahmen
der Autismus-Diagnostik sinnvoll. Der FBB-ADHS belfst aus 20 Items, welche die 18
Symptomkriterien einer ADHS nach DSM-1V und eingpérkinetischen Stdérung nach
ICD-10 fiur das Kindes- und Jugendalter erfassen.salich werden der
Generalisierungsgrad der Symptomatik in untersdicieeh Lebensbereichen, der
Stérungsbeginn sowie die Dauer der Symptomatik rentht. Anhand sechs neuer
ltems werden in der aktuellsten Version des FBB-ADRAusdauer, Aufmerksamkeit
und Reflexivitat gepruft. Ausgefillt wird der Frdaogpmen von Eltern, Lehrern oder
Erziehern (ADHS-Infoportal 2011).

3.1.1.5.6 Child Behavior Checklist (CBCL)

Die deutsche Version des Elternfragebogens ,CRétiavior Checklist* (CBCL)
soll auf Kompetenzen und Probleme der Kinder aaktSier Eltern hinweisen. So gibt
der erste Teil der CBCL Aufschluss uber psychoseziahigkeiten, wahrend der
zweite Teil auf Verhaltensauffalligkeiten, somatiscBeschwerden sowie emotionale
Auffalligkeiten eingeht. Dabei basieren die Itemesdersten Abschnitts auf drei
Kompetenzsaulen, die sich auf Schule, soziale Keemzeund Aktivitdten beziehen.
Die Items des zweiten Teils lassen sich in achttbéungsubergreifende Syndrome
gliedern, wovon sozialer Ruckzug, korperliche Begafden und Angst/Depressivitat
die sogenannte internalisierende Skala bilden uetinglentes und aggressives

Verhalten die externalisierende Skala. Soziale [Brob, schizoide/zwanghafte
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Verhaltensweisen sowie Aufmerksamkeitsstérung werdeht weiter zugeordnet. Der
Fragebogen ist geschlechts- und altersspezifisgep@asst und kann erganzend vom
Patienten selbst sowie von Lehrern/ Erziehern ledi@towerden (ADHS-Infoportal
2011; Hogrefe-Verlag 2011).

3.1.1.5.7 Depressions-Inventar fur Kinder und Jugendliche (DKJ)

Bei Verdacht auf das Vorliegen einer depressiveairudg, zur Bestatigung der
Diagnose und zur Abklarung depressiver Symptomehagapeutischen Interventionen
wird das ,Depressions-Inventar fur Kinder und Juliehe” (DIKJ) bei einem Alter
zwischen acht und 16 Jahren angewendet. Bei jedan2@l ltems wahlt der Patient
zwischen drei Antwortmoglichkeiten, die unterschilte Schweregrade eines
Symptomzustandes wiedergeben. Inhaltlich werde®ilJ die Hauptsymptome einer
depressiven Stérung nach DSM-IV Kriterien mit tyghien Begleiterscheinungen und
Folgen geprift. Es besteht eine gute konvergentd diskriminative Validitat
(Stiensmeier-Pelster, Schirmann et al. 2000; ZTI2P0

3.1.1.5.8 Intelligenz- und Leistungsdiagnostik

Eingesetzt wurden je nach individueller Kklinischiéotwendigkeit der ,Kulturell
faire Intelligenztest* (CFT1 oder CFT20-R) von @#Htund Weil3 (Cattell, Weil3 et al.
1997; Weil3 2006), der ,Hamburg-Wechsler-Intelligesst fur Kinder IV* (HAWIK-
IV) (Petermann und Petermann 2008) oder die deetsé¢arsion der ,Kaufman
Assessment Battery for Children® (K-ABC) (Melchenrsd Preuf3 2009).

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

3.1.2.1 Blutabnahmesystem

Kandle:

Safety-Multifly®-Set (SARSTEDT, Numbrecht)

Adapter:

BD Vacutainer™ multiple sample luer adapter (BECT@NCKINSON COMPANY,
Franklin Lakes, USA)

BD Vacutainer® One Use Holder (BECTON, DICKINSON M®ANY, Franklin
Lakes, USA)
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Membran-Adapter (SARSTEDT, Numbrecht)

3.1.2.2 Material fur Enzyme-linked-Immunosorbent-As  say (ELISA)

3.1.2.2.1 SerumrBhrchen
S-Monovette 7,5 ml Z (REF. 01.1601) (SARSTEDT, Nieuht)

3.1.2.2.2 ELISA-Kit
Human BDNF Quantikine ELISA Set der Firma R&D SysteMinneapolis, USA

3.1.2.3 Material fir Quantitative Real Time Polymer asekettenreaktion
(gQRT-PCR)
3.1.2.3.1 Reaktionsgefalie zur Isolation und Aufreinigung vormRNA

PAXgene Blood RNA Tubes (PREANALYTIX, Hombrechtiko@H)

3.1.2.3.2 Kit zur Reversen Transkription

iScript™cDNA Synthesis Kit der Firma BioRad Co.,reldes, CA, USA

3.1.2.3.3 Fluoreszenzfarbstoff
Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Gamny GMBH)

3.1.2.3.4 Primer
Primer von Qiagen N.V. (QuantiTec Primer Assayshsdands)

3.1.3 Gerate

Kahlschrank

Model 983 -86 ULT Double Door Freezer (FORMA SCIHRIC INC., Marietta,
USA)

Nofrost -20 (SIEMENS, Minchen)

Zentrifugen

ROTANTA 460R (HETTICH, Tuttlingen)

MIKRO 200 R (HETTICH, Tuttlingen)

Zentrifuge 5430 (EPPENDORF, Hamburg)

Pipetten (EPPENDORF, Hamburg)
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Pipettenspitzen

Biosphere® Filterspitzen 10-100ul (SARSTEDT, Nunatg

Schittelgerat

Vortex Genius 2 (VWR INTERNATIONAL, Darmstadt)

Schuttelinkubator

Thermomixer comfort (EPPENDORF, Hamburg)

Spektrophotometer

NanoDrop ND-1000 (PEQLAB, Erlangen)

CFX384 Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, Pladelphia, USA)
PCR-Platten:

Hard-Shell® 384-Well PCR Plates (BIO-RAD, Philadefny USA)
Thermocycler

BioRad CFX 384 RT-System (C1000 Thermal-Cycler; Bad Co., Hercules, CA,
USA)

3.1.4 Software

.A4-Parameter Logistic-non-linear-regression-modaiter MasterPlex® ReaderFit:
Curve-Fitting Software for ELISA Analysis der MirBio Group von Hitachi Solutions
America, Ltd.

BioRad CFX Manager 2.0 Software

SPSS 18.0.0 (SPSS Inc., USA)

3.2 Methodik
3.2.1 Serumgewinnung

Die venose Blutentnahme erfolgte peripher und incitérnzustand der Patienten
morgens zwischen 7 Uhr und 10 Uhr. Das Serum dbdteRaumtemperatur fur exakt
30 Minuten gerinnen, bevor es 5 Minuten bei 1912gxzentrifugiert wurde.

Anschlie3end wurde es bei -80°C in 500 eilproben bis zur Analyse gelagert.

3.2.2 mRNA-Gewinnung und -Isolation aus Vollblut

Zur mRNA-Gewinnung und (gleichzeitigen RNA-Stab#ising wurden
-PAXgene™ Blood“ RNA-R6hrchen (PreAnalytiX, Hombraikon, Schweiz) gemal
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den Anweisungen des Herstellers verwendet. Dieigang von RNA aus humanem
Vollblut erfolgte mit Hilfe des ,PAXgene Blood RNAKits® (PreAnalytiX,
Hombrechtikon, Schweiz) nach Firmenanleitung. D&ARReinheitsgrad sowie der
RNA-Gehalt wurden mittels UV-Spektrophotometrietbamt.

3.2.3 ELISA

Der fur diese Forschungsarbeit verwendete Sand@idBA (Human BDNF
Quantikine ELISA Sets der Firma R&D Systems) basaef der Interaktion zwischen
einem ersten, sogenannten Coating-Antikdrper, deeiae Mikrotitierplatte befestigt
ist, einem zu untersuchenden Antigen und einemtewebeweglichen Antikérper. An
letzterem ist ein Indikatorenzym (hier: Meerretpehoxidase) gebunden, das mit Hilfe
eines passend zum Enzym eingesetzten chromogenebstr&s (hier:
Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) ein hwasisbares Reaktionsprodukt
bzw. einen Farbumschlag bewirkt.

Fur die Quantifizierung von humanem BDNF wurde &sum in dieser Arbeit
zunachst zwanzigfach verdunnt. Patienten- und Ktptoben wurden in Duplikaten
auf eine gemeinsame 96-well-Platte pipettiert.

Die quantitative Messung des Reaktionsproduktesigtef durch die Messung der
optischen Dichte mittels des ,4-Parameter Logistio-linear-regression-model” (siehe
3.1.4). Im Anschluss wurde die BDNF-Konzentrati@rdrhnet (Rosenqvist, Kayhty et
al. 2001; Rassow, Hauser et al. 2006).

3.2.4 Reverse Transkription

Fur die quantitative Real Time PCR (gRT-PCR) wirgl zli untersuchende mRNA
zunéchst in cDNA transkribiert. FUr die Herstelluhgy doppelstrdngigen DNA wurde
das iScript™cDNA Synthesis Kit der Firma Bio-Rad,ereules, USA nach

firmeneigener Anleitung verwendet.

3.25 gRT-PCR

Die gRT-PCR dient der schnellen und vollautomatisie Quantifizierung der Gen-
expression auf MRNA-Ebene. Hierbei wird die klads#ssPCR (mit der Amplifikation
als Ergebnis) direkt mit der PCR-Produkt-Detektiomd -Quantifizierung verbunden
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(Huggett, Dheda et al. 2005; Nolan, Hands et a@062@ustin, Benes et al. 2009). Das
Prinzip der gRT-PCR bertcksichtigt die Ublichen &lie der PCR: die Denaturierung,
Hybridisierung/Annealing und DNA-Synthese/Elongatio Ein Farbstoff bindet
wahrend der gRT-PCR-Zyklen an die durch reversenskmption aus mMRNA
entstandene cDNA. Durch eine Lichtquelle angenegt] ein Signal emittiert, welches
quantitativ mit der Menge an PCR-Produkt korrelientd gleichzeitig (in Echtzeit -
.Real time*) gemessen werden kann.

Die fur diese Arbeit verwendeten Primer wurden v@magen N.V. (QuantiTec
Primer Assays, Netherlands) entwickelt und herdlesi@ie qRT-PCR am CFX384
Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD, PhiladeptJSA) wurde fir BDNF
und sechs interne Referenzgene, sog. Housekeemng-GBeta Aktin, ACTB;
ribosomales Protein L13a, RPL13a; Delta-Aminoléwsdiure Synthase 1, ALAS; 18S
ribosomale RNA,18S; Peptidylprolyl-lsomerase A, RPGlyceraldehyd-3-Phosphate
Dehydrogenase, GAPDH) im Duplikat durchgefuhrt. Asioreszenzfarbstoff wurde
SYBR Green (Applied Biosystems, Germany GMBH) verdet. Standardkurven flr
jedes Amplikon wurden aus 10-fachen Verdiunnungsereigewonnen, die Primer-
Effektivitat wurde kontrolliert.

Die qRT-PCR-Bedingungen waren wie folgt: initialezZgmaktivierung bei 95°C
(5 min), Denaturierung bei 94°C (10 s), Annealimg ®°C (30 s), Elongation bei 72°C
(30 s). Insgesamt fanden 39 Zyklen statt. Die Katragion der Amplifikate wurde
mittels der DDCT Methode berechnet (CFX ManagerSb@ware) (Huggett, Dheda et
al. 2005; Nolan, Hands et al. 2006; Bustin, Benesale 2009). Da SYBR Green
unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet, erfolginschlielRend eine
Schmelzkurvenanalyse zur Bestimmung der Spezifléitggett, Dheda et al. 2005;
Nolan, Hands et al. 2006; Bustin, Benes et al. 2009

Um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetatRNA auszugleichen,
wurden fur eine relative Quantifizierung mittelssderogramms GeNorm die stabilsten
Referenzgene bestimmt und es fand eine Normalisjeder Expression von BDNF im
Vergleich zu den folgenden funf stabilsten Houspkeg Genen statt: ACTB, RPL13a,
ALAS, GAPDH und R18S.
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3.2.6 Statistik

Statistische Analysen wurden mit Hilfe der SPS®.08Software (SPSS Inc., USA)
ausgefuhrt. BDNF-Gruppenunterschiede wurden mite$td untersucht, nachdem eine
Normalverteilung mit Hilfe des Kolgomoroff-Smirneffests nachgewiesen worden
war, und mit Varianzanalysen (ANOVA) und Post-HaesTs mit den Zwischenfaktoren
,Gruppe” (ASS, ADHS und gesunde Kontrollkinder).dddem sich die Gruppen zum
Teil in diesen Variablen unterschieden, wurden Altend IQ als Kovarianten
eingeschlossen, um mogliche Stérfaktoren zu prigf@dCOVA). Zur Analyse von
maoglichen Unterschieden zwischen BDNF mRNA-Exp@ssn der Subgruppe von
ADHS-Patienten mit zwei unterschiedlichen Messzgilggen (mit und ohne
Medikation) wurde ein zweiseitiger T-Test paarwes@rchgefiihrt. Der Pearson-
Korrelationskoeffizient wurde fur normal verteilt&V/erte berechnet. Statische
Signifikanz wurde festgelegt ats< 0,05 und ein Trend ats< 0,10. Die Daten werden
in Mittelwerten + Standardabweichung (S.D.) angegeb
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3.3 Untersuchungsplan

Rekrutierung

- Identifizierung von Kindern mit ASS oder ADHS (ambulant, (teil-)stationar)

- Kontaktaufnahme mit Eltern bzw. Sorgeberechtigten und Kindern -
Interesse an Studie?

- Einholen der schriftlichen Einverstandniserklarungen (Eltern und Kind)

- Ausgabe von Fragebdgen

- Terminvereinbarung fur Blutentnahme

Untersuchungen

- psychologische Diagnostik: Allgemeinbegabung, Phanotypisierung
- Einsammeln der Fragebogen

- Nlchternblutentnahme

- ggf. Riechtestung fiir assoziierte Riechstudie

Labor

- Aufbereitung der Serum-Proben und
- mRNA-Extraktion aus PaxGene-Rohrchen (Einzelheiten siehe Methodik)
- mRNA- und Proteinexpressionsanalysen: ELISA und gRT-PCR
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4. Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse in den Abschnitted &4is 4.2 erfolgt
hypothesengeleitet.

4.1 Hypothese 1

.Kinder und Jugendliche mit ASS zeigen im Vergleich zZu
abgestimmten Kontrollpersonen eine modulierte BDNF- Expression

im Blut.”

4.1.1 Stichprobe 1: BDNF-Serumkonzentration

Die mittlere BDNF-Serumkonzentration des ASS-Pagiekollektivs (+ S.D.)
betrug 20612 + 6037 pg/ml, wéhrend die Konzentratler gesunden Kontrollgruppe
bei 24043 = 4340 pg/ml lag. Unter Verwendung de$e$ts wurde ein signifikant
erniedrigter BDNF-Proteingehalt im Serum der aigii$ten Patienten gemessen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (T =-2,123, df = 427 0,040; siehe Abbildung 4).

p = 0,040
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Abbildung 4: Stichprobe 1 - BDNF-Serumkonzentration
in Anlehnung an die Abbildung von Taurines et 20%4)
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4.1.2 Stichprobe 2: BDNF-mRNA-Expression im Blut

Die durchschnittiche BDNF-mRNA-Expression (x S.Dr) Vollblut lag im
Vergleich zu funf Referenzgenen bei 0,0225 + 0,00b8er ASS-Gruppe, 0,0255 +
0,0056 in der ADHS-Gruppe zum Zeitpunkt ohne Stamalengabe und bei 0,0284 +
0,0066 in der Kontrollgruppe. Einfaktorielle ANOVArgab einen signifikanten
Gruppenunterschied der BDNF-mRNA-Expression (F 653df= 2,43;p = 0,034).
Posthoc-Analysen mit dem LSD-Test ergaben signifikerniedrigte BDNF-mRNA-
Konzentrationen bei autistischen Patienten im \échl zu gesunden Kontrollen
(p=0,011) und einen Trend zu erniedrigten BDNF-\&erbei ADHS p = 0,097) im
Vergleich zu gesunden Probanden (siehe Abbildund® BDNF-Expression in der
Gruppe der Patienten mit ASS und der klinischen AEkbntrollgruppe zeigte keinen
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Abbildung 5: Stichprobe 2 - BDNF-mRNA-Expression
in Anlehnung an die Abbildung von Taurines et 20%4)

signifikanten Unterschiedp(= 0,347). Diese Ergebnisse waren nicht durch Adcker
IQ konfundiert.
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Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann Hypothkesals verifiziert gelten:
Kinder und Jugendliche mit ASS zeigen eine modidi@DNF-Expressionen in Form
erniedrigter peripherer BDNF-mRNA- und Protein-Kentrationen im Vergleich zu

gesunden, abgestimmten Kontrollprobanden.

4.2 Hypothese 2

.Die Auspragung des autistischen Phanotyps, komorbi de Stbérungen
sowie weitere Kofaktoren beeinflussen die BDNF-Expr  ession im
Blut.”

4.2.1 BDNF-Expression und Alter

In Stichprobe 1 zur BDNF-Serumproteinbestimmung gteei sich zwischen
autistischen Patienten und gesunden Kontrollen sigmifikanter Altersunterschied
(T =-0,65, df =42p =0,522). In der Gruppe der gesunden Probanderifielmittlere
positive Korrelation des Alters mit der BDNF-Serwmnkentration auf (n = 20,
p=0,017;r=0,527). In der Gruppe der Autisterabrgich keine solche Korrelation
(n=24,p=0,941; r =0,016).

In Stichprobe 2 zur BDNF-mRNA-Expression war eb#saf&ein signifikanter
Altersunterschied zwischen den drei Gruppen voeieh (F = 1,64; df = 2,43;
p=0,207). Auf mRNA-Ebene fiel in der ASS-Gruppeneei mittlere negative
Korrelation zwischen Alter und BDNF-mRNA-Konzentaat auf (n = 16 = 0,037,
r= -0,525), in der gesunden und der klinischen tkalgruppe zeigte sich keine
Assoziation zwischen Alter und BDNF-Expression (ABHh = 15p = 0,588,

r =-0,152; gesunde Kontrollen: n = b+ 0,380, r = -0,244).

4.2.2 BDNF-Expression und Intelligenzquotient (1Q)

In Stichprobe 1 lagen nur IQ-Daten fir die autdtes Patientengruppe vor. BDNF-
Serumkonzentration und 1Q korrelierten dabei n{oht 24,p = 0,869, r = -0,036).

Die drei Gruppen der Stichprobe 2 unterschiedeh signifikant bzgl. der 1Q-
Werte (F = 4,80; df = 2,43p = 0,013) mit signifikant hoheren Werten in der
Kontrollgruppe im Vergleich zu ASS-Patientep € 0,004) und einem Trend zu
erhdhten Werten der gesunden Probanden im Vergheictier ADHS-Gruppe
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(p = 0,087). Eine mittlere positive Korrelation zwhien BDNF-Expression und 1Q
wurde in dieser Stichprobe bei dem autistischere@nkollektiv beobachtet (n = 16,
p = 0,025, r= 0,558), nicht jedoch bei der ADHS- gedunden Kontrollgruppe.

4.2.3 BDNF-Expression und autistischer Phanotyp

In Stichprobe 1 zeigte sich zwischen BDNF-Serumkaotration und autistischen
Symptomen eine signifikant positive Korrelation den Testergebnissen des ADI-A
(n=24,p=0,014, r = 0,495) und des ADI-B (n = 2%+= 0,022, r = 0,464), sowie ein
positiver Trend in der ADOS-Gesamtsumme von Intgpak und Kommunikation
(n=24,p=0,068, r =0,378) und dem FSK-Gesamtwert (n /150,058, r = 0,499).
Auf mMRNA-Ebene wurde eine negative Korrelation akisn BDNF-Expression und
den FSK-Gesamtwerten berechnet (n =p15,0,038, r = -0,538).

4.2.4 BDNF-Expression und Komorbiditat

4.2.4.1 Komorbiditat ADHS

Auf Serumprotein-Ebene ergab sich in der Gruppe A8S-Patienten kein
signifikanter BDNF-Expressionsunterschied zwiscRatienten mit komorbider ADHS
(n = 14) versus Probanden ohne komorbide ADHS (10¥ (T = 1,060, df = 22,
p = 0,301).

Aufgrund der ungleichen Verteilung von ASS-Patienteit und ohne komorbide
ADHS in Stichprobe 2 (12 vs. 4 Probanden) war kesteistische Auswertung zu
einem potenziell modulierenden Effekt der ADHS dig BDNF-mRNA-Expression

sinnvoll.

4.2.4.2 Weitere psychiatrische Komorbiditat

In den Kollektiven der Stichprobe 2, von denen w@m ADHS- und gesunden
Kontrollpatienten Daten zum DIKJ vorlagen, war keisignifikante Korrelation
zwischen BDNF-mRNA-Konzentration und DIKJ-Gesamtwenessbar (ADHS
p = 0,878, Kontrollerp = 0,734).

Die periphere BDNF-Serumkonzentration und intesiatende psychiatrische
Symptome (nach dem CBCL-Wert ,internalisierend”) rretierten in der
Kontrollgruppe aus Stichprobe p € 0,036, r = 0,472). In Stichprobe 2 auf mRNA-
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Ebene ergab sich in keiner der drei Gruppen — AE8JS oder gesunde Kontrollen —
eine signifikante Korrelation zwischen BDNF-Expiiessund CBCL-Gesamtwerten

(p = 0,424), ebenso wenig mit internalisierendpr=(0,827) oder externalisierenden
Symptomengg = 0,729).

4.2.5 BDNF-Expression und Medikation

In der kleinen Untergruppe von neun ADHS-Patientem denen zwei Blutproben
gewonnen wurden (einmal mit Stimulanzienmedikatimal einmal ohne Medikation)
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen BENF-mRNA-Expression an den
zwei Messzeitpunkten mit Hilfe des abh&ngigen Ttddsei gepaarten Stichproben
festgestellt werden (T = -0,075; df =85 0,941).

4.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend gilt, dass signifikante Korrelamomvischen BDNF-Expression
und Alter innerhalb eines ASS-Patientenkollektivewie in einer gesunden
Kontrollgruppe berechnet wurden, die in den Koilaih gegensatzlich gerichtet waren.
Zusatzlich zeigte sich in mehreren autismusspehiéis Verfahren auf Protein-Ebene
eine signifikante Korrelation zwischen der Auspmagjaes autistischem Phanotyps und
peripherer BDNF-Expression, die sich in einer urdagigen, Kkleineren
Patientengruppe auf mRNA-Ebene jedoch nicht abbili3. In der Subgruppe der
ADHS-Patienten wurde kein Einfluss von Psychostanalen auf die BDNF-mRNA-
Expression gemessen. Die vorliegenden Ergebnitsgben keine eindeutige Aussage
zu einer mdoglichen Korrelation zwischen BDNF-Exgies und IQ sowie weiterer
komorbider psychiatrischer Symptomatik.

Folglich ergeben sich aus der vorliegenden Arbamweise, dass im Rahmen von
Hypothese 2 die Auspragung des autistischen Phdsmatgd der Kofaktor Alter die

periphere BDNF-Expression beeinflussen.
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5. Diskussion

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, eine mogigeriphere Dysregulation der
BDNF-Expression bei Kindern und Jugendlichen mitSA81 beschreiben. Bisherige
Untersuchungen zu diesem Thema kamen zu unterfichiexd Ergebnissen bezlglich
der ersten Hypothese der vorliegenden Arbeit, dasperiphere BDNF-Expression bei
Kindern und Jugendlichen mit ASS moduliert ist. Abschnitt 5.1 der Diskussion
werden zunachst die eigenen Ergebnisse einer egted peripheren BDNF-mRNA-
und Serumprotein-Expression mit denen vorhergehreSdedien verglichen. Weiter
wird versucht, mogliche Grunde diskrepanter Retilgaus den verschiedenen Studien
zu beleuchten mit der Schlussfolgerung, dass essafaginlich einen Umschlagpunkt
fur BDNF-Konzentrationen in der Entwicklung/Pubégibt. In Punkt 5.2 wird auf den
maoglichen Einfluss des autistischen Phanotyps, Wamorbiditdt und weiteren
Kofaktoren auf die BDNF-Expression im Blut eingegan, die im Rahmen von

Hypothese 2 untersucht wurden.

5.1 Periphere BDNF-mRNA- und -Proteinexpression

Hypothese 1 der vorliegenden Forschungsarbeit hesta der Annahme, dass
Kinder und Jugendliche mit ASS im Vergleich zu aigemten Kontrollpersonen
modulierte BDNF-Konzentrationen im Blut zeigen. Sdv in Stichprobe 1 auf
Serumprotein- als auch in der unabhangigen Stiddgptb auf mMRNA-Ebene liel3 sich
eine signifikant erniedrigte BDNF-Expression im Bhei Kindern und Jugendlichen
mit ASS im Vergleich zu gesunden Kontrollkinderncimaeisen. Ein signifikanter
Expressionsunterschied zwischen Patienten mit A88 der klinischen ADHS-
Kontrollgruppe lief3 sich nicht nachweisen. Hypoth&svurde somit fur den Vergleich
von ASS mit unauffallig entwickelten, altersabgestiten Probanden angenommen.
Eine mdgliche Erklarung fur ahnlich gerichtete BDEKpressionswerte bei Probanden
mit ASS und ADHS mag in der hohen Komorbiditat a@ngeschlossenen ASS-
Patienten mit ADHS, sowie einer atiologischen whemotypischen Uberlappung -
zumindest in Subgruppen der Patienten - liegen (Relse, Franke et al. 2012,
Taurines, Schwenck et al. 2012).

Unsere Ergebnisse einer erniedrigten BDNF-Expresshei Kindern und

Jugendlichen mit ASS im Vergleich zu normal entwitdn Kontrollkindern sind in
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Ubereinstimmung mit Beobachtungen von Hashimotagtawet al. (2006) und Al-
Ayadhi (2011), die ebenfalls signifikant erniedegBDNF-Serumkonzentrationen in
Gruppen autistischer Patienten im Vergleich zu gdsno Kontrollen fanden. Im
Gegensatz dazu ergaben die Untersuchungen von akiyaklarita et al. (2004),
Connolly, Chez et al. (2006) und Correia, Coutirdtaal. (2010) signifikant erhdhte
BDNF-Serum- bzw. -Plasmakonzentration bei Menschegn ASS im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. Auch auf mRNA-Ebene liel3 siehNishimura, Nakamura et al.
(Nishimura, Nakamura et al. 2007) eine signifikarhohte BDNF-Expression in
Lymphozyten nachweisen. Katoh-Semba, Wakako et (2007) und Mansour,
Mohamed et al. (2010) beobachteten bei einer Umhang eines autistischen
Patientenkollektivs anhand des Alters altersabltargignifikant erhdhte als auch
signifikant erniedrigte BDNF-Serumkonzentrationenden autistischen Gruppen im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Croen Gaihes et al. (2008) hingegen
fanden keinen Unterschied bzgl. der peripheren BIBl§Rzentration zwischen
autistischen und gesunden Kindern (Studienergebaissammengefasst in Tabelle 8).

Eine Analyse der einzelnen Studien erfolgt im weinteVerlauf der Diskussion
unter Bertcksichtigung der hypothesenrelevanteraktofen.

Ein Vergleich der Charakteristika der eigenen $tioben zeigt, dass das ASS-
Patientenkollektiv von Stichprobe 2 ein um dreir@ajiingeres Durchschnittsalter im
Vergleich zu dem in Stichprobe 1 aufweist (10,8 43,9 Jahre). Die Punktwerte des
ADI-R fielen in der ersten Stichprobe hoher auss waf ausgepragtere autistische Zige
zumindest im Alter von vier bis finf Jahren in die&Gruppe schlie3en lassen kdnnte.

Im Vergleich der international vorliegenden Untetsungen zur peripheren
Neurotrophin-Expression bei ASS lassen sich Abweigen im Hinblick auf die
eingeschlossenen Patientenkollektive, das unteisudhterial sowie die angewendete

Diagnostik feststellen (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8:

Internationale Studienlage - Periphere BNF-Expression bei ASS

Connolly Mansour Correia Al-Ayadhi  Miyazaki Katoh- Mansour  Stichprobe Stichprobe Katoh- Nishimura Hashimoto
Semba 2 1 Semba
2006 2010 2010 2011 2004 2007 2010 2009-2011 2005-2007 2007 2007 2006
Alter 59 £39 <6 7,1 7,4%0,9 7,6+6,1 <10 6-12 10,8+2,2 13,9+3,0 10-19 21,4+£2,31 212+21
Zahl (n) 37 7 146 46 18 ? 13 16 24 ? 11 18
Mannlich 18 ? ? 41 17 ? ? 16 24 ? 11 18
F84.0/1/5 ?/?/? ?/?/? ?/?/? ?/?/? 12/5/1 ?/?/? ?/?/? 5/6/5 3/8/13 ?/?/? ?/?/? ?/?/?
Medikation ? - + - ? ? - + + ? - -
Nichtern ? - ? ? - ? - + + ? ? -
Material Serum Serum Plasma Serum Serum Serum Serum (le:lﬁ) Serum Serum i Serum

*= Validitat der Diagnose ,ASS* nach Einhalten derin den Leitlinien empfohlenen Methoden (ADOS, ADIR etc.) : von unzureichend fot) bis sehr gut @riin)

(Lymphozyten)
q
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5.2 Einfluss des autistischen Phanotyps, von komorb iden Stérungen
und weiteren Kofaktoren auf die BDNF-Expression

Hypothese 2 der vorliegenden Arbeit bestand inAderahme, dass die Auspragung
des autistischen Phéanotyps, komorbide Stérungen H&D und depressive
Symptomatik) sowie weiteren Kofaktoren (Alter, IQVledikation) die BDNF-
Expression im Blut beeinflussen.

Die Ergebnisse zeigen in jeweils einer von zwectgtitoben von ASS-Patienten
und gesunden Kontrollen gegensatzlich gerichtetgnifikante Korrelationen der
peripheren BDNF-Expression mit dem Kofaktor AltZudem ergaben sich Hinweise
auf eine mogliche Korrelation der autistischen Stgonyatik mit der BDNF-Expression.
Ergebnisse einer etwaigen Korrelation zwischen BEMpression und 1Q sowie
depressiver Symptomatik sind noch nicht abschlidf@mzuordnen. In einer Subgruppe
der Patienten mit ADHS wurde kein Einfluss von déP®stimulanzien auf die BDNF-

MRNA-Expression im Blut beobachtet.

5.2.1 Einfluss von Alter und hormonellen Veranderun gen

Die eigenen peripheren BDNF-Expressionsuntersucturzgigen gegensatzlich
gerichtete, signifikante Korrelationen zwischen BBExpression und Alter in einem
gesunden Kontrollkollektiv bzw. in einer Gruppe v@atienten mit ASS, welche
jeweils mit verschiedenen vorherigen UntersuchungenEinklang stehen. Ein
maoglicher Einfluss des Alters auf die BDNF-Expressikonnte somit jedoch nicht
konstant in allen untersuchten Kollektiven aut@ter und gesunder Kinder beobachtet
werden. In Zusammenschau der Ergebnisse der ihitdeatur vorliegenden Studien
(siehe Tabelle 8) ergeben sich Anhalte fur einemsthlagpunkt” in der peripheren
BDNF-Expression wahrend der Pubertét, der zumingieish mannlichen Geschlecht in
Zusammenhang mit dem Einfluss von Testosteron steki@nnte. Die BDNF-
Expression autistischer Patienten scheint im Dwfuhigt bis zum/ im Grundschulalter
erhoht zu sein im Vergleich zu gesunden Kontrolyaraen, wohingegen sie in der
Pubertat und spéatestens im Erwachsenenalter absiikiveise auf altersabhangige
Einflisse auf die periphere BDNF-Konzentration veerddurch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit erganzt. Zu den eben genanmié&glicherweise erniedrigten

BDNF-Werten bei autistischen Personen in Pubertiédl &Erwachsenenalter im
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Vergleich zu Gesunden passt die negative Korrelatier BDNF-mRNA-Expression
mit dem Alter in der vorliegenden Untersuchung iicigprobe 2.

In einer Studie von lughetti und Casarosa et ab1{2 wurde eine negative
Korrelation des BDNF-Plasmagehalts und des Altees dresunden Kindern und
Jugendlichen festgestellt. Je jlunger die Probandamen, desto hdohere BDNF-
Konzentrationen wurden im Plasma gemessen. Des eWritwurde untersucht,
inwieweit sich die BDNF-Konzentration in den versttenen Stadien der Pubertéat bei
gesunden Jungen und Madchen verandert. Dabei melgtegen im Tannerstadium 2-3
(G 2-3, PH 2-3 und testikulares Volumen 4-12 mbndikant erniedrigte Plasma-
BDNF Werte im Vergleich zu gleichaltrigen Madchdrafnerstadium B 2-3, PH 2-3)
sowie Madchen und Jungen in einem prapubertarewigidtingszustand (Tanner-
stadium far Madchen B1, PH 1, fir Jungen G1, PHhd testikuldres Volumen < 4ml).
Bei weiterer Unterteilung des Entwicklungsstandes déannlichen Probanden in
prapubertéar (5,73 + 2,93 Jahre), pubertar (11,475 Jahre) und spéatpubertar (18,4 +
4,50 Jahre) konnte im Vergleich dieser Gruppen sggmifikant erniedrigter BDNF-
Gehalt in der pubertaren Gruppe gefunden werddmeegehend mit einem signifikant
erhohten Testosteronspiegel. Insgesamt konnte BeicMen und Jungen eine negative
Korrelation zwischen dem peripheren BDNF-Gehalt uddn Faktoren Alter,
Testosteronspiegel sowie KoérpergrofRe festgestedtden (lughetti, Casarosa et al.
2011).

Die Ergebnisse aus Stichprobe 2 der vorliegendebeifreiner signifikanten
negativen Korrelation zwischen BDNF-Expression éiigr, allerdings in einer ASS-
Stichprobe, unterstitzten die Beobachtungen voheltiig Casarosa und Kollegen. Das
Durchschnittsalter der Patienten mit ASS aus Stalwp 2 betrug 10,8 + 2,2 — &hnlich
dem Durchschnittsalter der pubertaren Gruppe aumrgeer Studie von lughetti,
Casarosa et al. (2011). Im Gegensatz dazu und eictieutig einzuordnen stehen die
Ergebnisse der gesunden Kontrollgruppe aus Stibleptoder vorliegenden Arbeit mit
einer mittleren positiven Korrelation zwischen Altend BDNF-Expression.

Die Untersuchung von lughetti, Casarosa et al. 1P0hacht auf eine weitere
maoglicherweise wichtige EinflussgroRe bzgl. der igleeren BDNF-Expression
aufmerksam: den Testosteronspiegel. In unsererh@tben, in denen sich nur

mannliche préapubertare bzw. pubertare Probandeantef, kénnten hormonelle
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Veranderungen im Sinne entwicklungsbedingt unteesiticher Testosteronspiegel die
periphere BDNF-Konzentration moduliert haben. BetrBchtung von Tabelle 9 fallt

auf, dass Referenzwerte flr Testosteron bei gesuhaiggen zwischen 7 und 17 Jahren

Tabelle 9: Testosteronreferenzbereich nach Roche &gnostics
entnommen aus der Multicenter Studie "Fertility ridaones", Marz 1997

<1 0,12 0,12-0,21
1-6 0,12 0,03-0,32
7-12 0,18 0,03-0,68
13-17 3,6 0,28—-11,1

sehr weit streuen. Folglich kdénnten hohe intervmtlielle Schwankungen des
Testosteronspiegels in dieser Altersgruppe einerglgieh der womdglich hormonell
mitbeeinflussten peripheren BDNF-Konzentrationen Kandern und Jugendlichen in
der Pubertat erschweren.

Die Zusammenhange werden noch komplexer, wenn neaiicksichtigt, dass
autistische Kinder und Erwachsene in einer Vielzabh Studien mit signifikant
erhohten peripheren Testosteronkonzentrationen @rgleich zu Gesunden auffielen
(Geier und Geier 2006; Geier und Geier 2007; Taltagirakahashi et al. 2010; Ruta,
Ingudomnukul et al. 2011; Schwarz, Guest et al.120Yor Eintritt in die Pubertat
zeigte beispielsweise jedes dritte Kind mit ASSeiner Studie von Tordjman und
Kollegen einen signifikant erhdhten Plasmatestostgriegel (Tordjman, Ferrari et al.
1997).

Der Studie von lughetti, Casarosa et al. (2011evaprechen z. T. Ergebnisse von
Golden und Emiliano et al. (2010), die zwar ebdsfaine negative Korrelation
zwischen Alter und Plasma-BDNF-Werten bei beidersdBkechtern ermittelte, aber
eine positive Korrelation zwischen bioverfligbarerastbsteron und Plasma-BDNF-
Konzentrationen bei den méannlichen Probanden f&uwdden, Emiliano et al. 2010). Es
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handelte sich hierbei jedoch um eine Studie an rggienten mit einem
Durchschnittsalter von ca. 70 Jahren.

Untersuchungen am Tiermodell belegen einen mogilicghesammenhang zwischen
Entwicklungsstadium, Testosteron-Konzentration uBBNF-Expression. In einer
Studie mit pubertdren Mausen (Hill, Wu et al. 208ichnete sich ein linearer
Zusammenhang zwischen Testosteronserumkonzentration BDNF-Expression in
Striatum und frontalem Kortex der Mause ab (HilluVét al. 2012). Die BDNF-
Expression bei ménnlichen Tieren stieg in Striaturd frontalem Kortex bis zur 7. bis
10. Woche an, um mit zunehmendem Alter abzusinkigh {Vu et al. 2012). Hill, Wu
und Kollegennahmen anhand ihres Tiermodells ans das in der pubertaren
Entwicklung zu einer geschlechtsspezifischen sikgniten Modulation der BDNF- und
TrkB-Signalwege im Gehirn durch Androgen-Rezeptathlerung kommt; ein
Befund, der zur Erklarung der Geschlechterwendigkeistimmter psychiatrischer
Erkrankungen beitragen kénnte, so auch von ASS.

Ein komplexer Zusammenhang zwischen Alter bzw. koiklwngsstand,
Testosteron-Konzentrationen und BDNF-Expressiomi@mlafir verantwortlich sein,
dass bei Betrachtung der Tabelle 8 die BDNF-Exprasautistischer Patienten im
Durchschnitt bis zum/ im Grundschulalter erhéhtesichim Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden, wohingegen sie in der Pubentét spatestens im Erwachsenenalter
abzusinken scheint.

Zusammenfassend lasst sich in den Stichproben 2 @iige signifikant erniedrigte
periphere BDNF-Expression in den Gruppen von Petremit ASS im Vergleich zu
gesunden Kontrollkindern beschreiben. Dieses Eigebteht im Einklang mit der
Studie von Hashimoto et al. (2006), deren Probaraerachsene waren und sich somit
in einem postpubertaren Stadium befanden.

Eine Herausforderung wird es fir zukinftige Studieein, detailliertere
Informationen zum genauen zeitlichen Umschlagspufikt Veranderungen der
peripheren BDNF-Konzentration zu erhalten. Aufgrudigser sich abzeichnenden
Beeinflussung der peripheren BDNF-Expression dureimonelle Verdnderungen in
der Pubertat ware es fur zukinftige Forschungs@nosinnvoll, den Testosteronspiegel
zumindest bei mannlichen Probanden im prapubertéreh pubertaren Stadium der

Entwicklung mitzubestimmen.
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Der oben genannten Hypothese erniedrigter BDNF-Kptrationen im Blut
autistischer Menschen ab dem Zeitpunkt der Pubertit im Erwachsenenalter
widersprechen Studienergebnisse von Katoh-Semba Koltegen (Katoh-Semba,
Wakako et al. 2007). Hier wurde eine signifikamiedrigte Serumkonzentration bei
autistischen Patienten im Alter von 0 bis 9 Jalmevergleich zu gesunden Kontrollen
gefunden, wéahrend in der Altersklasse von 10 bisJdlren die peripheren BDNF-
Werte der autistischen Gruppe signifikant erhdhrewa Es muss jedoch erwéhnt
werden, dass in dieser Untersuchung weder dettllienformationen Uber die
autistischen Patienten noch utber die gesunden #lerirgegeben werden. Ein- bzw.
Ausschlusskriterien werden nicht aufgefuihrt. Gepbawgenig werden weder die
verwendeten diagnostischen Verfahren noch die Disgkriterien fur ASS ausreichend
geklart. Dennoch weist diese Studie auf alters- .bzentwicklungsbedingte
Schwankungen der peripheren BDNF-Konzentration hin.

Gegen die Hypothese, dass das Alter Einfluss aupdriphere BDNF-Expression
nimmt, und gegen eine erniedrigte BDNF-Expressienpostpubertaren Personen mit
ASS spricht die Studie von Nishimura, Nakamurale{Nishimura, Nakamura et al.
2007). In dieser Untersuchung wurde die peripher®NB-Expression aus
Lymphozyten bestimmt, nicht aus Vollblut wie in derliegenden Arbeit.

Die vorliegende Arbeit liefert Ergebnisse zur BDEKpression auf mRNA- und
Proteinebene im Blut. Aussagen zu einer Korrelatien Expression auf den beiden
Ebenen kénnen nicht getroffen werden, da in Stab@rl nur Serum, in Stichprobe 2
nur mRNA zur Untersuchung vorhanden war. Grundséitzisind bisherige
Forschungsergebnisse bzgl. einer Korrelation zweiscmRNA-Konzentrationen und
korrespondierenden Proteinen inkonsistent. In emigtudien konnten relativ gute
Korrelationen beobachtet werden (Greenbaum, Colaregeal. 2003), in anderen nicht
(Gygi, Rochon et al. 1999; Chen, Gharib et al. 2@20, Xiao et al. 2008). So variierte
beispielweise die mRNA- und Proteinkonzentratiorr féinige Gene in einer
Korrelationsstudie mit Hefe um das 20- bis 30-fagBggi, Rochon et al. 1999).

5.2.2 Einfluss des Geschlechts

Ein modulierender Einfluss des Geschlechts aufpdiephere BDNF-Expression

konnte in der vorliegenden Arbeit nicht untersugktden, da nur mannliche Probanden
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eingeschlossen wurden, um maoglichst homogene Gruppeuntersuchen. Bisherige
Studien zur peripheren BDNF-Expression bei autbgs Menschen konnten keine
generellen Unterschiede beim mannlichen bzw. wakibl Geschlecht belegen (Katoh-
Semba, Wakako et al. 2007; Correia, Coutinho e2@10; Al-Ayadhi 2011). Oben

aufgefihrte Befunde zum Einfluss pubertarer Faktaef die BDNF-Expression im

Menschen und am Tiermodell weisen jedoch auf eméglichen Geschlechtereffekt
hin (lughetti, Casarosa et al. 2011; Hill, Wu et24112).

5.2.3 Einfluss von Komorbiditat

In der vorliegenden Arbeit wurde weder auf Serumemauf mRNA-Ebene ein
signifikanter Unterschied der BDNF-Expression vatiéhten mit ASS mit und ohne
Komorbiditat ADHS beschrieben.

In einer Studie von Pandey, Dwivedi et al. (201Qrare eine erniedrigte BDNF-
Gen- und Proteinexpression bei depressiven Patiesitee Medikation gefunden. Aus
unserer Untersuchung ergaben sich - gemessen antiendWerte des CBCL
internalisierend - keine Hinweise auf eine Assadaimatdepressiver Symptome mit der
BDNF-Expression bei Patienten mit ASS, wobei dig @lie vorliegende Arbeit
eingeschlossenen Patienten z.T. eine antidepreddedikation erhielten (18,8%
Stichprobe 1, 8,3% Stichprobe 2). Laut Studienl&igst sich unter Einnahme von
Antidepressiva ein Anstieg der peripheren BDNF-Esgion in mehreren Tiermodellen
beobachten (Nibuya, Morinobu et al. 1995; Hashimdtekei et al. 2002; Altar,
Whitehead et al. 2003). Auch wurde bei depresskatenten ein modulierender Effekt
bestimmter Antidepressiva auf den BDNF-Serumgelbaibbachtet (siehe 5.2.6.2)
(Shimizu, Hashimoto et al. 2003). Dieser Einflussee antidepressiven Medikation
konnte mitbedingen, dass in unseren Stichprobenistisohe Kinder kein
Zusammenhang zwischen peripherer BDNF-Expressiahd@pressiver Symptomatik

mittels des DIKJ gemessen wurde.

5.2.4 Einfluss des Autismusschweregrades

Im Gegensatz zu anderen Studienergebnissen (Nishimlakamura et al. 2007,
Correia, Coutinho et al. 2010; Mansour, Mohamedalet2010; Al-Ayadhi 2011)

ergaben sich aus der vorliegenden Arbeit Hinweisgf &inen moglichen

45



Zusammenhang zwischen peripherer BDNF-Expressiah dem Schweregrad der
autistischen Storung. Eine positive Korrelation @euin der gréf3eren Stichprobe 1 mit
Ergebnissen von ADI-A und ADI-B berechnet sowie giositiver Trend aus der
Summe von Interaktion und Kommunikation des ADOS! uler Gesamtsumme des
FSK ermittelt. Eine negative Korrelation in derikkren Stichprobe 2 wurde mit der
Gesamtsumme des FSK beobachtet. Aufgrund der giigéals gerichteten Ergebnisse
in den beiden ASS-Kollektiven muss dieses Ergebnoisichtig interpretiert und in
zukinftigen Studien validiert werden. In den obesnannten bisher publizierten
Studien wurden ADOS und ADI-R als Goldstandard Aetismus-Diagnostik nur
vereinzelt angewendet. Folglich ist die Aussagekdsr Studienergebnisse aus der
Literatur zu einer Korrelation zwischen BDNF-Exmiesm und Autismusschweregrad
zum Teil unzureichend. In der Studie von Correiauithho et al. wurden ADI-R und
ADOS als diagnostische Verfahren eingesetzt, bghiNiura, Nakamura et al. der ADI-
R. In der Studie von Al-Ayadhi wurde das computstgete Interview ,3DI"
(Dimensional, Developmental and Diagnostic Intemjiend bei Mansour, Mohamed et
al. ein semi-strukturiertes Interview der Ain Shatusiversitdt verwendet. Correia,
Coutinho et al. und Mansour, Mohamed et al. beentzzusatzlich die ,CARS*-
Beurteilungsskala (Childhood Autism Rating Scalegr ADOS beriicksichtigt eine
abnorme Entwicklung bzw. stereotypes VerhaltendaegiBerechnung eines kritischen
Trennwertes nicht, weshalb er zur Diagnosestellatigin als nicht ausreichend
gewertet wird (Duketis 2010).

5.2.5 Einfluss des IQ

Daten zum 1Q lagen in der vorliegenden Arbeit nifilnt alle Probandengruppen
vor. Eine positive Korrelation zwischen peripherdBDNF-Expression und
Intelligenzquotienten (IQ) fiel in Stichprobe 2 der ASS-Gruppe auf. In den Ubrigen
Gruppen mit Daten zum IQ wurde in Ubereinstimmuniy sien Ergebnissen anderer
Studien kein Zusammenhang dieser beiden Varial@enhrieben (Hashimoto, Iwata et
al. 2006; Mansour, Mohamed et al. 2010).
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5.2.6 Einfluss des Materials

5.2.6.1 Zirkadiane Rhythmik der BDNF-Expression

In den aufgefuhrten Studien (Tabelle 8) wurde feistheitich Serum fur die
periphere BDNF-Bestimmung gewonnen (Ausnahmen: éiorund Coutinho et al.
(2010) - Plasma; Nishimura, Nakamura et al. (200MRNA). Der Zeitpunkt der
Blutentnahme variierte dabei unterschiedlich sta¥kele der Patienten waren
vermutlich zum Zeitpunkt der Blutentnahme nicht méen, was sich anhand der
angegebenen Uhrzeiten der Blutentnahmen ableit=t (Beispielsweise zwischen 12
und 18 Uhr). Welche Auswirkungen unterschiedlichen@hmezeitpunkte auf den
gemessenen BDNF-Serumgehalt haben, ist bisher recfdrscht. Die BDNF-
Serumkonzentration scheint einer zirkadianen Rhikhmu unterliegen, welche
nachmittags zu héheren BDNF-Messungen fuhrt (K&emba, Wakako et al. 2007).
Dieser Aspekt wurde in den meisten Studien nichtidlesichtigt. Durch das hier
angewendete standardisierte Studienprotokoll diiehternblutentnahme zwischen 7
Uhr und 10 Uhr morgens in allen Stichproben wurdgigliche zirkadiane Einfliisse

minimiert.
5.2.6.2 Medikamenteneinnahme

Ein moglicher Effekt von Psychostimulanzien auf pexiphere BDNF-Expression
liel3 sich in der Kklinischen Kontrollgruppe der Baten mit ADHS nicht beobachten,
wobei die Stichprobe aus nur neun Kindern bestavalk die Aussagekraft dieses
Ergebnisses limitiert. Es gibt zahlreiche Hinwedseauf, dass diverse Psychopharmaka,
welche haufig bei Patienten mit ASS oder ADHS esegit werden, die zentrale
BDNF-Konzentration beeinflussen kénnen (Meredithalléh et al. 2002). Ein
Zusammenhang zwischen peripherer BDNF-ExpressiehMedikation wurde in der
Studie von Correia und Coutinho et al. (2010) festellt, in der 30 von 146 Probanden
mit ASS mit mindestens einem Wirkstoff aus den Madientenklassen der
Antiepileptika, Neuroleptika, SSRI, Anxiolytika unBsychostimulanzien behandelt
wurden (Correia, Coutinho et al. 2010). Sowohl irrihodell als auch beim Menschen
konnte in weiteren Untersuchungen eine Wirkung ben ASS haufig eingesetzten
Medikamenten (wie Antiepileptika, Antidepressivadulintipsychotika) auf die BDNF-

Expression in mehreren Hirnregionen bestatigt wei@man 1998; Biagini, Avoli et
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al. 2001; Fumagalli, Molteni et al. 2003; Corre@gutinho et al. 2010). Laut Shimizu
und Hashimoto et al. (2003) beeinflussen besondersdepressiva den BDNF-
Serumgehalt (Shimizu, Hashimoto et al. 2003).

Die Wirkung von Antipsychotika auf die BDNF-Express wurde in Studien als
uneinheitlich berichtet. Olanzapin und Aripiprazsieigerten die zentrale BDNF-
Expressionin vivo undin vitro (Lu, Bradley et al. 2004; Hammonds und Shim 2009;
Lee und Kim 2009; Park, Lee et al. 2009; Park, PRguet al. 2011). Olanzapin fuhrte
zu einer Hochregulierung der BDNF-mRNA-Expressiaohingegen Haloperidol sie
entweder senkte (Bai, Chlan-Fourney et al. 2003nd&galli, Molteni et al. 2003) oder
keinen Einfluss auf die zentrale BDNF-Expressiorhaben schien (Park, Phuong et al.
2011). Folglich muss Medikation in zukinftigen Sardauch weiterhin als mdgliche

EinflussgroRe auf die BDNF-Expression beriicksi¢htigrden.

5.2.6.3 ASS-Diagnostik

Im Rahmen der Autismus-Diagnostik wurde in fasterallin der Literatur
vorliegenden Studien eine Diagnose gemald der DSMrliérien erhoben. Neben
unseren Untersuchungen wurde in drei weiteren &tudie Diagnostik mit einem ADI-
R (Hashimoto, Iwata et al. 2006; Nishimura, Nakaarnetral. 2007; Correia, Coutinho et
al. 2010) und nur in einer weiteren mit einem AD(@drreia, Coutinho et al. 2010)
erhartet, obwohl beide Verfahren international zGuoldstandard in der Autismus-
Diagnostik gehoren und die hochste Validitat aus Klembination beider Verfahren
und dem klinischen Eindruck erzielt werden kannl@&mnberger, Sitter et al. 2001). In
einer Studie wurde eifheory of Mind Test durchgefuhrt (Hashimoto, lwata et al. 2006)
und in beiden Studien aus Saudi-Arabien (Mansowhdmed et al. 2010; Al-Ayadhi
2011) andere bzw. landeseigene Autismus-Fragebédggawendet (siehe 5.2.4). Der
insgesamt zurickhaltende Einsatz diagnostischend&tdverfahren mindert die
Verlasslichkeit der jeweiligen ASS-DiagnosestelluAgzumerken ist auch, dass die in
der ICD-10 und DSM-IV verwendeten autistischen Sagmosen in den meisten
Studien nicht aufgefuihrt sind. Somit l&sst sich rRawruieren, inwieweit sich
unterschiedliche Auspragungsformen und Schweregaatistischer Stérungsbilder in

der peripheren BDNF-Expression wiederspiegeln k&mnt
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5.2.7 Aussagekraft und Gliltigkeit der Ergebnisse

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden Eimw.b&usschlusskriterien, eine
Diagnosestellung gemafd ICD-10-Kriterien und die Andung autismusspezifischer
Manuale, die international als Goldstandard gelteberlcksichtigt. Die
Probengewinnung und weitere Aufbereitung wurdendsedisiert und nach Anleitung
der Hersteller durchgefiihrt. Es wurde auf eine Hgemitat der Gruppen bzgl. Alter
und Geschlecht geachtet. Zudem sind ASS-Subdiagneskeoben und mdgliche
Einflussfaktoren der peripheren BDNF-Expression w#er, Intelligenzquotient,
Medikation und Komorbiditat bericksichtigt wordemas die Aussagekraft und
Gultigkeit der Ergebnisse starkt.

Kritisch muss die kleine StichprobengréRe im Vedjlezu den getesteten
Variablen betrachtet werden. Insbesondere bei deterfuchung ,Einfluss einer
Medikation auf die BDNF-Expression im Blut“ innethales Kollektivs von Patienten
mit ADHS wird mit einer Stichprobengréf3e von neuarddnen die Aussagekraft
deutlich geschmalert. Fir zukinftige ergadnzendedi&tu zu einem moglichen
Medikamenteneinfluss soll die Zahl einzuschlieRerdmbanden gesteigert werden.
Die teils inkonsistenten Ergebnisse zu moéglichesafumenhéangen zwischen Phanotyp
bzw. Kofaktoren und der peripheren BDNF-Expressinden Studienprojekten missen

durch weitere Untersuchungen an gréR3eren Kollekterganzt werden.
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6. Ausblick

Fur zukinftige Arbeiten ware es, wie bereits bail®b.2.7 erwahnt, aufgrund der
zahlreichen moglichen Einflussfaktoren auf die pleere BDNF-Expression sehr
hilfreich, grolRere Stichproben zu untersuchen, ume éessere Aussagekraft der
Ergebnisse zu erzielen. Des Weiteren ware es dinmken Entwicklungsstand der
Probanden bzgl. prapubertdr, pubertar und postfrbericht nur anhand der
Tannerstadien, sondern auch durch eine gezieltertirthung der peripheren Hormon-
konzentrationen zu erfassen. Da durch zahlreichdi&t ein Zusammenhang zwischen
autistischer Symptomatik, BDNF-Expression und T&st@n-Konzentrationen immer
wahrscheinlicher wird, sollte speziell eine Bestiomg der peripheren Testosteronwerte
bei zukinftigen Studien nicht fehlen. Dieser S¢hadnnte dazu beitragen, komplexe
Zusammenhange bezlglich Alter bzw. Entwicklungskta@eschlecht und BDNF-
Expression aufzudecken. Auferdem ware es aufgrerdddrzeitigen Studienlage
weiterhin  notwendig, Psychopharmaka als BDNF-Exqoes-modulierende
Kofaktoren zu berticksichtigen und — falls méglichmedikamentennaive Patienten

einzuschlie3en.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fragestellungchgegangen, ob die
Expression von BDNF im Blut bei Kindern und Jugéittn mit ASS eine
Dysregulation und/ oder eine Modulation durch kobonde Storungen sowie weitere
Kovariaten zeigt. Ziel war es dabei, die Rolle \BIDNF als potenziellem Kandidaten
fur die Atiopathophysiologie bei ASS weiter zu ldarund mdgliche Einflussfaktoren
(Komorbiditat bei ASS, Alter der Patienten, Medikat etc.) auf die BDNF-
Konzentration im Blut bei Kindern und Jugendlicheit ASS zu untersuchen.

Die erste Hypothese lautete, dass Kinder und Jligaednit ASS im Vergleich zu
abgestimmten Kontrollpersonen modulierte BDNF-Karizaionen im Blut zeigen. Die
zweite Hypothese bestand darin, dass die Auspragi@sg autistischen Phanotyps,
komorbide Stérungen sowie weitere Kofaktoren dieNBEExpression beeinflussen.
Die erste Hypothese konnte zum Teil verifiziert ehegr: Kinder und Jugendliche mit
ASS in den untersuchten Kollektiven zeigten auf MRNind Serumebene eine
erniedrigte  BDNF-Expression im Vergleich zu gesumde abgestimmten
Kontrollprobanden, jedoch nicht im Vergleich miher klinischen Kontrollgruppe von
Patienten mit ADHS, einer sich &tiologisch und mitgpisch teils Uberlappenden
Stérung. Auch ergaben sich im Rahmen der zweitepotiyese Hinweise auf eine
maogliche Beeinflussung der peripheren BDNF-Expaessiurch die Kofaktoren ,Alter”
und ,autistischer Phanotyp*.

Es ergeben sich aus der vorliegenden Arbeit undSaudien am Menschen und
Tiermodell in der Literatur Hinweise auf ein komyds Zusammenspiel von Alter bzw.
Entwicklungsstand (und hierbei besonders der Kamagon von Testosteron) und der
Expression von BDNF. Folglich sollte der Entwickiysstand der Probanden inkl. des
Geschlechtshormon-Status in zukinftigen UntersugénnBertcksichtigung finden.
FUr erganzende Studien waren auch grof3ere Stichpmly Validierung der Ergebnisse
sinnvoll.

Abschliel3end soll die zu anfangs gestellte Fradgeguiffen werden: Ist Autismus
nun ,eine Krankheit oder ein Anderssein“? Nach alk&in Wissenstand sind ASS, wie
oben erwahnt, neuronale Entwicklungsstérungen, heelcmit qualitativen
Beeintrachtigungen der sozialen Interaktion und Kumikation sowie stereotypen

Verhaltensweisen einhergehen. Die vorliegende Arbejanzt bisherige Befunde zu
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maoglichen &atiopathophysiologischen Kandidaten, €ie die Besonderheiten der
neuronalen Entwicklung bei Menschen mit ASS vevaniich sein kdnnten.

Dennoch - so Hans Asperger - ,[...] scheint [es|,uals ware fir gewisse
wissenschaftliche oder kiinstlerische HOchstleistangin Schuss "Autismus”™ geradezu
notwendig.” Oder um es noch klarer zu formuliergkutism is both a disability and a
difference. We need to find ways of alleviating ftthisability while respecting and
valuing the difference.” (Simon Baron-Cohen, 2081New Scientist). Zu Deutsch:
Autismus ist beides — eine Behinderung und ein Assin. Wir missen Wege finden,
um die Behinderung zu mildern, wahrend wir gleigtigeversuchen muissen, das

Anderssein zu respektieren und wertzuschatzen.
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Abstract

Findings from molecular genetic studies and analyses of postmortem and
peripheral tissue led to the hypothesis that neurotrophins - as crucial
moderators of neuroplasticity - impact on the pathophysiology of autism
spectrum disorder (ASD). The study projects aimed to complement former
results on the role of brain derived neurotrophic factor (BDNF), a member of the
neurotrophin family with fundamental impact on brain development and
function. The purpose of this work was to investigate peripheral BDNF mRNA
expression and BDNF protein concentrations in ASD as potential surrogates for
the effects observed in the central nervous system (CNS).

In a BDNF protein quantification study, serum concentrations were analyzed
using Enzyme-Linked Immunosorbent-Assays (ELISA) in 24 male patients with
ASD, all with an IQ > 70 (age 13.9 + 3.0 years) and 20 age and gender matched
healthy control subjects (age 14.4 £ 2.1 years; p = 0.522). In a further
independent project, a BDNF mRNA expression analysis, mRNA levels from
total blood were assessed by quantitative real time polymerase chain reaction
(gRT-PCR) in a sample of 16 male ASD patients (age 10.8 £ 2.2), 15 age and
gender matched healthy controls (age 12.1 + 2.2) and 15 patients with attention
deficit hyperactivity disorder (ADHD) as a clinical control group (age 11.8 £ 2.2;
p = 0.207).

In the protein quantification project, significantly decreased BDNF serum
concentrations were found in ASD cases compared to healthy control children (t
= -2.123, df = 42, p < 0.05). Analysis of covariance (ANCOVA) revealed this
result in accordance with significant reductions in BDNF mRNA expression in
ASD, observed in the mRNA expression study (F = 3.65; df= 2.43; p < 0.05);
neither age nor IQ confounded the result, as indicated by ANCOVA (F = 3.961;
df =2.41; p < 0.05, n?2=0.162).

Our study projects supported the notion that neurotrophins are involved in the
pathophysiology of ASD. Further studies may eventually contribute to the
identification of distinct peripheral mMRNA expression and protein concentration

patterns possibly supporting diagnostic and therapeutic processes.



Key words: autism spectrum disorder (ASD), brain derived neurotrophic factor
(BDNF), ADHD, neurodevelopmental disorders, peripheral expression

Introduction

Autism spectrum disorder (ASD) is a complex and heterogeneous disorder with
a high genetic susceptibility and persistence throughout life (Freitag et al. 2010,
Taurines et al. 2012). It has been suggested that the core symptoms of deficits
in social communication and interaction as well as stereotypical behavior
patterns are related to neurodevelopmental abnormalities of pre-, peri- and
early postnatal origin in the white and grey matter of various brain regions
(Brambilla et al. 2004, Polleux and Lauder 2004, Amaral et al. 2008, Schmitz
and Rezaie 2008).

From pre-natal to adult age, neuronal plasticity requires the specific, modulated
and functional expression of neurotrophic factors. Neurotrophins impact on cell
phenotypes, cell migration, axonal and dendritic growth, synaptic plasticity and
neurotransmitter release.

A prominent and widely studied member of the neurotrophin family is brain-
derived neurotrophic factor (BDNF). BDNF is highly expressed in cortical and
hippocampal brain areas and impacts on neuronal differentiation and survival,
activity-dependent dendritic and axonal out-growth, synapse formation and
neuronal plasticity underlying processes of learning and memory (Poo 2001,
Yamada et al. 2002, Egan et al. 2003, Polleux and Lauder 2004, Bekinschtein
et al. 2008, Pardon 2010, Richter-Schmidinger et al. 2011). It was suggested
that the replicated finding of transient, early increase of brain growth observed
in toddlers with ASD might be caused by dysfunction of the neurotrophin system
with an early elevated BDNF expression causing increased dendritic branching
(Polleux and Lauder 2004). Findings in BDNF knockout mice of impaired
cognitive functions, increased aggression, anxiety and motor activity resemble
behavioral features, seen in patients with neurodevelopmental disorders, such
as ASD (Kernie et al. 2000, Ito et al. 2011). BDNF is discussed in the context of

several psychiatric conditions, e.g. of stress related disorders, anxiety,



depression and suicide (Chen et al. 2001, D'Sa and Duman 2002, Hiinnerkopf
et al. 2007, Martinowich et al. 2007, Tsai et al. 2008, Alleva and Francia 2009,
Dwivedi 2009, Pandey et al. 2010, Pardon 2010, Terracciano et al. 2010),
conditions frequently comorbid with autistic symptomatology, especially in
individuals with high functioning ASD (Lai et al. 2013). BDNF also modulates
serotonergic pathways, a neurotransmitter system believed to be crucially
involved in ASD pathophysiology (Altar et al. 1994, Siuciak et al. 1996).
Molecular genetic studies support a possible role of BDNF in ASD
pathophysiology by the association of BDNF SNP haplotype combinations with
this disorder in a trios-based study (Nishimura et al. 2007) as well as in a case
control design (Cheng et al. 2009a, Cheng et al. 2009b). However, no
association was found for 15 analyzed BDNF SNPs and ASD by Correia and
co-workers (2010).

A potential involvement of BDNF in ASD is also derived from studies on altered
BDNF mRNA expression and BDNF protein concentrations in the blood (e.g.
Nelson et al. 2001, Miyazaki et al. 2004, Nishimura et al. 2007, Correia et al.
2010). Although the origin of BDNF in this peripheral tissue is still unclear in
detail, platelets are thought of as storage compartments and as a major source
of BDNF in the blood (Fujimura et al. 2002, Karege et al. 2005, Lommatzsch et
al. 2005). In addition to a presumed BDNF production in white blood cells
(Braun et al. 1999, Kerschensteiner et al. 1999, Gielen et al. 2003), a
bidirectional movement of BDNF through brain and blood has been suggested
(Pan et al. 1998). Therefore, altered BDNF expression in the periphery might
reflect altered expression in the CNS with impact on neuroplastic abnormalities
observed in ASD.

ASD is highly comorbid with attention deficit hyperactivity disorder, ADHD
(Noterdaeme and Wriedt 2010). Although both disorders to some extent share
genetic factors and phenotypic features (Rommelse et al. 2010, Williams et al.
2010, Taurines et al. 2012), they are also characterized by distinct
neuropsychological impairments in the field of attention, reward processing and

social cognition (Taurines et al. 2012). Therefore, we investigated boys with



ADHD as a clinical control group in order to estimate the categorical specificity

of our results.

In conclusion, evidence from molecular genetic studies and analyses of
postmortem and peripheral tissue led to the hypothesis that neurotrophins
impact on ASD pathophysiology.

Assessing BDNF mRNA expression and BDNF protein serum concentrations in
blood of well-characterized boys with ASD, our study projects aimed to
complement former research in this field, to identify potential surrogates of
primary changes in the CNS. Hitherto existing studies on BDNF mRNA
expression and BDNF protein concentrations in blood often included
heterogeneous and insufficiently characterized patient samples, not confirming
ASD diagnosis by the internationally valid diagnostic instruments (Lord et al.
1989, Lord et al. 1994).

Material and Methods:

Subjects

The BDNF protein quantification study and the BDNF mRNA expression project
were approved by the local ethics committees (Wuerzburg study numbers 8/06
and 227/09, Marburg study number 118/06) and performed in accordance with

the ethical standards of the Declaration of Helsinki.

Due to the low availability of female patients, only male subjects were included,

thus increasing homogeneity of our samples.

BDNF serum protein quantification study:

Patients with ASD and ADHD were recruited at the Departments for Child and
Adolescent Psychiatry and Psychotherapy of the University Hospitals of
Wuerzburg and Marburg after gaining written informed consent. They were
diagnosed by an experienced child psychiatrist according to ICD-10 criteria and
excluded in case of a known severe somatic or neurological disorder,
schizophrenia or an intelligence level below 1Q 70. Subjects were excluded from

the healthy control group if they suffered from a somatic or neurological



disease, were taking medication or exhibited T-scores of > 64 in the internal,
external or total score of the Child Behavior Check List, CBCL (Achenbach and
Edelbrock 1981, Dopfner et al. 1994).

Diagnostic in ASD was performed with German versions of the following tools:
the Social Communication Questionnaire (SCQ), the Autism Diagnostic
Observation Schedule (ADOS) as well as the Autism Diagnostic Interview-
Revised (ADI-R) (Lord et al. 1989, 1994; Rutter and Bailey 2003, Ruehl et al.
2004, Boelte and Poustka 2006a, Boelte et al. 2006b). Patients with ASD were
included, if the clinical diagnosis was confirmed by at least one of the “gold
standard” measures for ASD, the ADI-R or the ADOS.

Healthy controls were screened for behavioral problems by the CBCL
(Achenbach and Edelbrock 1981, Dopfner et al. 1994).

IQ in the ASD group was assessed with German assessment tools based on
the following intelligence tests: Wechsler Intelligence Scale for Children
(Wechsler 1949, Tewes et al. 1999, Petermann and Petermann 2007), Kaufman
Assessment Battery for Children (Kaufman and Kaufman 2004, Melchers and
Preuf3 2009) or Culture Fair Intelligence Test (Cattell 1949, Cattell et al. 1997,
Weil3 1998). The choice of different measures was due to individual clinical

necessities.

The ASD group consisted of 24 male patients with diagnoses of high functioning
autism, atypical autism or Asperger Syndrome (mean age 13.9 = 3.0 years;
range 8.2 - 18.0 years; for demographic details see Table 1). 88% of patients (n
= 21) were above the cut-offs for both, ADI-R and ADOS, 12% (n = 3) over the
cut-off of one of these measures. Autistic patients were highly comorbid with
ADHD (58.3%). The ASD group was compared to a control sample of 20
healthy developing male participants (mean age 14.4 + 2.1; range 8.7-17.2
years; for demographic details see Table 1). There was no significant age
difference between ASD patients and control subjects (t = -0.65, df =42, p =
0.522).



BDNF mRNA expression study:

Diagnostic procedures, inclusion and exclusion criteria for autistic patients and
healthy control children of the BDNF mRNA expression study were similar to
the project on BDNF serum quantification.

Patients with ADHD were diagnosed by an experienced child psychiatrist
according to ICD-10 criteria and excluded in case of a known severe somatic or
neurological disorder, schizophrenia or an intelligence level below 1Q 70. ADHD
diagnosis was confirmed by the Parent Rating Scale for Attention Deficit
Hyperactivity Disorder, FBB-ADHD (Do6pfner et al. 2008). ADHD patients with
predominantly inattentive, predominantly impulsive as well as combined
symptomatology were included (> 90th percentile in the FBB-ADHD).

IQ of patients with ASD, ADHD and healthy controls was assessed with
German assessment tools based on the above mentioned intelligence tests, the

choice of instrument depending on individual clinical necessities.

In the BDNF mRNA expression study, mMRNA samples, derived from full blood,
were analyzed in independent groups of male patients with ASD, age- and
gender-matched normally developing children and adolescents, as well as boys
with ADHD as a clinical control group (for demographic details see Table 2).
The ASD group consisted of 16 male children and adolescents with high
functioning autism, atypical autism and Asperger Syndrome (mean age 10.8 +
2.2; range 6.7 - 14.3 years). 75% of patients (n = 12) were above the cut-offs for
both, ADI-R and ADOS, 25% (n = 4) were over the cut-off of one of these
measures. ASD patients were highly comorbid with ADHD (75%). Samples of
autistic patients were compared against samples of 15 gender and age-
matched healthy developing controls (mean age 12.1 + 2.2; range 7.2 — 14.9
years; for demographic details see Table 2). Furthermore 15 male children and
adolescents with ADHD were included (mean age 11.8 + 2.2; range 8.2-14.9
years). In a small subgroup of 9 ADHD patients, we analyzed mRNA samples
from two time points, one under stimulant medication and one medication-free

for at least 24 hours (equaling a wash-out period of more than 10 half-lives of



methylphenidate) to rule out major effects of psychostimulants on BDNF mRNA
expression.

One-way ANOVA revealed no significant age difference between the three
groups (F = 1.64; df=2,43; p = 0.207), however significant group differences of
IQ (F =4.80; df=2,43; p < 0.05) with higher 1Q scores in healthy controls
compared to ASD patients (p < 0.01).

Serum sample collection

Fasting blood samples were collected between 7.30 and 10.00 a.m. by standard
phlebotomy and allowed to clot for 30 min at room temperature. The samples
were then centrifuged at 1912 g for 5 min and 500pl aliquots were immediately

stored at -80°C until analysis.

Enzyme-Linked Immunosorbent-Assay (ELISA)
BDNF levels were measured in duplicates using the Human BDNF Quantikine
ELISA kit (R & D-Systems) with a sensitivity of 20pg/ml according to the

manufacturer’s instructions.

Isolation of total blood RNA

PAXgene blood RNA kit (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland) was used
according to the manufacturer’s instructions to isolate total RNA from blood
followed by DNase treatment (RNAse-free DNase Set, Qiagen, Hilden,
Germany 79254). RNA purity and yield was evaluated by UV-spectroscopy.

Quantitative Real-time PCR (qRT PCR)

QuantiTec Primer assays were used for the amplification via PCR (QuantiTec
Primer Assays, Qiagen, Hilden, Germany). QRT-PCR for BDNF and six
reference genes (beta-actin, ACTB; ribosomal protein L13a, RPL13A;
aminolevulinate delta-synthase 1, ALAS1; 18S ribosomal RNA,18S;
peptidylprolyl isomerase A, PPIA, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH) was conducted for each sample in duplicate. After reverse
transcription using the iScript kit (BioRad Co., Hercules, CA, USA), qRT-PCR



was performed in the BioRad CFX 384 RT-System (C1000 Thermal-Cycler;
BioRad Co., Hercules, CA, USA) using Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Germany GMBH). For the quantification of the amplified transcripts
with the comparative Ct method the BioRad CFX Manager 2.0 software was
utilized. Standard curves for each amplification product were generated from
10-fold dilutions of pooled PCR-amplicons and primer efficiency was
determined to be within a suitable range. The PCR conditions were the
following: initial Tag-polymerase enzyme activation cycle 95°C (5 min),
denaturation 94°C (10 s), annealing 60°C (30 s), elongation 72°C (30 s). 39
cycles were used. Melt curve analysis was performed for the optimization of the
assay conditions and specificity. With GeNorm, the most stable reference genes
were determined and all candidate genes were normalized to the following five
most stable reference genes: ACTB, RPL13A, ALAS1, GAPDH, and R18S.

Data analysis and Statistics

Statistical analyses were performed with the software SPSS 18.0.0 (SPSS Inc.,
USA). Group differences in the BDNF protein quantification study were
analyzed by Student’s t-test (after normal distribution was confirmed by
Kolgomoroff-Smirnoff-test); BDNF mRNA levels in the mRNA expression project
by analyses of variance (ANOVA) and post hoc tests with the between-subjects
factor group (ASD, ADHD, control children). Since groups differed to some
extent in these variables, age and 1Q were included as covariates to control for
possible confounding effects (ANCOVA) in separate analyses. Considering
comorbid ADHD in patients with ASD, subgroup analysis was performed using
Student’s t-test (after normal distribution was confirmed by Kolgomoroff-
Smirnoff-test). To analyze BDNF mRNA expression differences in the subgroup
of ADHD patients with two measuring time points (with and without medication),
two-tailed Student’s t-tests for paired samples were used. The Pearson rank
correlation coefficient was computed for normally distributed data to assess
potential associations between BDNF protein concentrations/ BDNF mRNA

expression, age and 1Q. The Fisher r-to-z transformation test was used to



calculate the significance of the difference between two correlation coefficients.

Statistical significance was predefined as p < 0.05, two-sided.

Results

BDNF serum protein quantification study: ASD versus a healthy age- and
gender-matched control group

In the combined group of autistic patients plus healthy controls, there was no
general correlation of BDNF protein concentrations and age (p = 0.226; r =
0.186). A significant correlation between BDNF values and age was observed in
the healthy control group (p < 0.05; r = 0.527). No such correlation was found in
the ASD group (p = 0.941; r = 0.016). Comparing the correlation coefficients,
using the Fisher r-to-z transformation test, the coefficient in the healthy control
group was higher compared to the one in the ASD group on a trend level (p =
0.081, z = 1.75). Data on IQ was available just from ASD patients, not from
control subjects. In the ASD group, no modulating effect of 1Q was seen on
BDNF protein concentrations (p = 0.869; r = -0.036).

Mean BDNF serum concentrations of 20.612 + 6.037 pg/ml in the ASD group
and 24.043 + 4.340 pg/ml in healthy developing control subjects were
measured. Student’'s t-test revealed significantly lower BDNF protein
concentrations in the ASD group compared to controls (t = -2.123, df =42, p <
0.05, d = 0.653, see Figure l1a). Including age as covariate into analysis, lead
to borderline significant results (F = 4.043; df = 1.41; p = 0.051). Considering
comorbid ADHD in patients with ASD, subgroup analysis revealed a trend to
higher BDNF concentrations in autistic patients with comorbid ADHD (n = 13)
compared to autistic patients without comorbid ADHD (n = 8) (t = 1,748; df = 19;
p = 0.098).

BDNF mRNA expression study: ASD versus different contr ol groups
In the combined group of autistic patients, patients with ADHD and healthy
controls, there was no general correlation of BDNF mRNA expression and age

(p = 0.229; r = -0.181). A significant negative correlation was observed between



BDNF mRNA levels and age in the ASD sample, (p < 0.05; r = -0.525), while no
correlation with age was observed in the ADHD (p = 0.588, r = -0.152) and
healthy control (p = 0.380, r = -0.244) group. However, the correlation
coefficient in patients with ASD was not significantly different from that in the
healthy control group (p = 0.407, z = -0.83) and the group with ADHD patients
(p = 0.285, z =-1.07), assessed by the Fisher r-to-z transformation test.

In the combined group of autistic patients, patients with ADHD and healthy
controls no correlation of BDNF mRNA expression and IQ was observed (p =
0.239; r =0.177). In the ASD sample, a significant positive correlation was seen
between BDNF mRNA levels and 1Q (p < 0.05, r = 0.558). For patients with
ADHD (p = 0.442, r = -0.215) and healthy control subjects (p = 0.269, r = -
0.305) no such correlations were found. The correlation coefficient concerning
IQ in the autistic collective was significantly higher than that in the healthy
control group (p = 0.018, z = 2.36) and the group of patients with ADHD (p =
0.034,z=2.12).

In patients with ADHD, BDNF mRNA expression correlated on a trend level with
the FBB-ADHD total score (p = 0.066; r = 0.505).

In the small group of patients with ADHD (n = 9), where we disposed of two
MRNA samples (one under stimulant medication and one without medication),
no significant changes in BDNF mRNA expression between the two time points
were found with a mean expression (in relation to the internal reference) of
0.0263 £ 0.0060 in the medication-free blood withdrawal and a mean
expression of 0.0265 = 0.0079 under stimulant medication (t = -0.075; df = 8; p
=0.941).

In the ASD group, mean BDNF mRNA expression (x SD, in relation to the
internal reference) in whole blood was 0.0225 *+ 0.0058, in the whole ADHD
group at the time point without stimulant medication 0.0255 + 0.0056 and
0.0284 + 0.0066 in the healthy control group.

One-factorial ANOVA showed a significant group difference of mMRNA
expression (F = 3.651; df = 2.43; p < 0.05, n? = 0.145) and post-hoc LSD-test



revealed significantly decreased BDNF mRNA expression in ASD patients (p <
0.05) and a trend to reduced BDNF mRNA levels also in ADHD patients (p =
0.097) compared to age- and gender-matched healthy controls (see Figure 1b).
Considering comorbid ADHD in patients with ASD, subgroup analysis revealed
higher BDNF mRNA expression in autistic patients with comorbid ADHD (n =
12) compared to autistic patients without comorbid ADHD (n = 4) (t = -2,573; df
=14; p=<0.05).

Neither age nor 1Q confounded group differences in BDNF mRNA expression
between patients with ASD, ADHD and healthy controls, as indicated by
ANCOVA (F = 3.961; df = 2.41; p < 0.05, n? = 0.162). In the remaining
analyses, ANCOVA led to the same results, too, excluding effects of age and 1Q

on group differences (results not presented).

Discussion

Findings from molecular genetic studies and analyses of postmortem and
peripheral tissue led to the hypothesis that neurotrophins impact on ASD
pathophysiology. Our study projects were designed to complement former
research in peripheral tissue to identify potential surrogates of central
dysregulation of this neurotrophin. This was done through the assessment of
BDNF mRNA expression and BDNF protein serum concentrations of blood
samples from well-characterized autistic boys. In the BDNF mRNA expression
study, significantly decreased mRNA levels were found in autistic patients with
high level of intellectual functioning compared to healthy age- and gender-
matched control children. This finding was in accordance with decreased BDNF
serum concentrations in autistic boys compared to normally developing controls
in an independent BDNF serum protein quantification project. In patients with
ADHD a trend of decreased BDNF mRNA levels compared to healthy controls
was seen; the ASD and ADHD groups did not show significant expression

differences.

In our study projects, we analyzed BDNF mRNA expression and BDNF serum

concentrations in blood to identify potential surrogates of central neurotrophic



dysregulation. The validity of this approach was supported by a bidirectional
movement of BDNF through brain and blood (Pan et al. 1998) as well as
significant positive correlations of BDNF serum concentrations and BDNF
expression in cortical brain regions (Karege et al. 2002) and between whole-
blood and hippocampus BDNF concentrations (Klein et al. 2011) in rats.
Therefore, altered BDNF values in the periphery might reflect altered
expression in the CNS with an impact on neuroplastic abnormalities found in

disorders, such as ASD.

Limitations of our study projects are the relatively small number of included
subjects and possibly the high comorbidity rate of autistic patients with ADHD.
However, comorbid conditions in ASD are very common; our samples therefore
reflecting naturalistic patient groups (Taurines et al. 2010, Freitag 2012).
Another important limitation is that mMRNA expression data and results of protein
concentrations were observed in two different sample sets, and therefore no
correlations between the two pathophysiological levels could be calculated. Our
findings might also be confounded by co-medication. Although we did not
observe an effect of psychostimulant medication on BDNF mRNA
concentrations in a control condition, there are actually reports of a potentially
increased BDNF expression under psychostimulants (Meredith et al. 2002).
Antidepressants and perhaps also antipsychotics that are often used in treating
comorbid conditions of ASD in general and also in our ASD samples are
especially found to modify BDNF expression and BDNF protein concentrations
(e.g. Fumagalli et al. 2003, Shimizu et al. 2003, Hammonds and Shim 2009,
Park et al. 2009).

Existing studies on BDNF mRNA expression and BDNF protein concentrations
in blood of autistic persons often included heterogeneous and insufficiently
characterized patient samples. In some studies, e.g. no detailed information on
medication, comorbidity and level of intellectual functioning of autistic
individuals was given. In several published studies, ASD diagnosis was given

according to DSM-IV criteria but diagnosis was not confirmed by the current



“gold standard”, which is the internationally valid diagnostic instruments ADOS
and ADI-R (Lord et al. 1989, Lord et al. 1994). Exceptions are the following
studies: from Hashimoto and colleagues (Hashimoto et al. 2006) and Nishimura
and colleagues (Nishimura et al. 2007) who applied the ADI-R, while Correia
and colleagues (Correia et al. 2010) used the ADI and ADOS. Strengths of our
study projects can be seen in ASD diagnostics that included the “gold standard”
measures ADOS and ADI-R.

In previous literature, data on time of blood withdrawal and whether it was
fasting were occasionally missing. Further strengths of our projects include a
standardized protocol with time of blood withdrawal, fasting in the morning and
samples of pure male subjects to rule out potential circadian and gender effects
on peripheral BDNF levels, as suggested in the literature (Lommatzsch et al.
2005, Katoh-Semba et al. 2007).

There are several reports of peripherally modulated BDNF mRNA expression
and BDNF protein concentrations in ASD. In very diverse samples, partly
decreased (Hashimoto et al. 2006, Al-Ayadhi 2012), partly elevated BDNF
MRNA expression or protein levels have been observed (Miyazaki et al. 2004,
Connolly et al. 2006, Nishimura et al. 2007, Correia et al. 2010). In maternal
mid-pregnancy and neonatal specimens of ASD children, no modulation of
BDNF protein concentrations at all was seen in a case-control-design (Croen et
al. 2008). Differences in study designs (such as diagnostic process, level of
intellectual functioning, age and gender of patients, comorbid diagnoses and co-
medication) and analyzed material (serum, plasma, lymphocytes; mRNA and
protein) might partially account for the variety of results. Sub-categorization into
more homogenous age groups within some studies resulted in partly elevated,
partly decreased BDNF mRNA expression or BDNF protein levels in ASD
patients: Increased BDNF protein concentrations were reported in ASD groups
aged 0 to 9 years (Katoh-Semba et al. 2007) and 6 to 12 years (Mansour et al.
2010) compared to healthy controls. In line with former reports, we found
evidence of age effects on BDNF mRNA expression and BDNF serum protein

concentrations; however, only in one of two groups of patients with ASD and



one of two control groups. Our finding of a positive correlation of BDNF serum
protein levels and age in normally developing control subjects supports former
reports on rising BDNF blood concentrations from childhood to adulthood in
some cohorts of healthy controls (Nelson et al. 2001, Katoh-Semba et al. 2007).
Despite conflicting results, in synopses of most studies on ASD, autistic children
seem to present with elevated BDNF protein concentrations in comparison to
normally developing controls until the time of beginning puberty (Connolly et al.
2006, Correia et al. 2010, Mansour et al. 2010), followed by mostly decreased
BDNF protein levels in puberty, adolescence and adulthood (Hashimoto et al.
2006, Mansour et al. 2010). Thus, our results of a negative correlation of age
and BDNF mRNA expression in ASD patients and the overall reduced BDNF
values in ASD in the mRNA and protein measurements support those previous
findings in older ASD subjects. While our first ASD sample was largely in
puberty (mean age 13.9 years), the second sample was somewhat younger
(mean age 10.8 years). lughetti et al.’s study supports a possible influence of
puberty stages on BDNF plasma concentrations - probably mediated by
changes in testosterone levels (lughetti et al. 2011). The interpretation of these
results is further complicated by reports of a possible relationship between
dysregulated testosterone pathways and autistic traits (Geier and Geier 2006,
2007; Takagishi et al. 2010, Ruta et al. 2011, Schwarz et al. 2011) as well as an
association between serum testosterone levels and BDNF expression in
forebrain and hippocampal regions in a mouse model (Hill et al. 2012).
Considerable inter-individual differences in testosterone levels in the age group
7-17 years (Roche Diagnostics) might therefore also contribute to the high
variability of former results on BDNF mRNA expression and BDNF protein
concentrations. Based on these observations, future studies on peripheral
BDNF should comprise information on developmental status of patients and

perhaps even concentrations of sex hormones.

We included children and adolescents with ADHD diagnosis as a clinical control
group in the BDNF mRNA expression study and considered comorbid ADHD in
autistic patients in both study projects. A trend to decreased BDNF mRNA



expression in ADHD patients compared to healthy controls was found and there
were no significant expression differences between patients with ASD and
ADHD. Autistic patients without comorbid ADHD symptomatology showed
significantly lower BDNF mRNA levels and reduced BDNF protein
concentrations at a trend level compared to autistic patients with comorbidity of
ASD and ADHD.

Results from molecular genetic studies (Gadow et al. 2009) including fronto-
cortical BDNF gene expression patterns in ADHD animal models (Fumagalli et
al. 2003) as well as behavioral features of BDNF knockout mice also point to a
possible role of this neurotrophin in ADHD pathophysiology (Kernie et al. 2000,
Yamada et al. 2002, Ito et al. 2011). Assessing BDNF concentrations in
peripheral blood of patients with ADHD, elevated BDNF plasma concentrations
were reported in drug-naive children with ADHD (mean age 8.8 + 2.3 years)
compared to age-matched healthy controls (Shim et al. 2008). As
methodological investigations indicated that plasma BDNF measurements might
be affected by the handling of the blood sample while the measure of BDNF in
serum is more stable (Elfving et al. 2010), analyses on BDNF in serum followed.
Scassellati et al. reported unchanged BDNF levels in drug-naive children with
ADHD (mean age 10.7 £ 2.5 years) in comparison to age- and gender-matched
healthy controls (Scassellati et al. 2013). BDNF serum levels in adults with
remaining ADHD symptomatology (mean age 33.4 + 9.0 years) were
significantly lower compared to gender- and age-matched healthy controls
(Corominas-Roso et al. 2013), a result in accordance with our finding in boys
with ADHD in (beginning) puberty (mean age 11.8 £ 2.2 years).

In our collective of children with ADHD, a trend to correlation of BDNF mRNA
expression and total scores of the FBB-ADHD was observed. Shim and
coworkers reported an association of BDNF plasma concentrations with the
severity of inattention symptoms, assessed as omission errors in a continuous
performance test, in children with ADHD (Shim et al. 2008). In adult ADHD, no
association of BDNF serum concentrations and scores on the Conners' Adult
ADHD Rating Subscales were seen (Corominas-Roso et al. 2013).



Summarizing these findings on peripheral BDNF in ADHD, differences in
methodologies (analysis of plasma, serum and mRNA from full blood) and the
dimensional assessment of ADHD symptomatology may contribute to varying
results. Potential effects of age- and development on BDNF values - as
suggested for ASD - are affirmed: In current literature, with increasing age of
ADHD cohorts, decreasing BDNF values were reported in comparison to

healthy controls.

Our results of decreased BDNF mRNA levels in ASD and on a trend level in
ADHD may suggest decreased BDNF synthesis in peripheral cells. Whether
there is a direct link between a reduced BDNF expression in the periphery and
the decreased BDNF serum protein concentrations - observed in an
independent sample of autistic patients in the protein quantification study - or
whether the lowered peripheral protein levels are attributed to alterations in a
bidirectional movement of BDNF between blood and brain (Pan et al. 1998),
remains unclear. Recent studies suggest that the intricate function of BDNF on
brain development and neuroplasticity depends on a complex regulation of
gene transcription and translation (Wong et al. 2010, Zheng et al. 2012, Allen et
al. 2013). Given its crucial role on synaptic plasticity and learning, low BDNF
MRNA expression and BDNF serum concentrations might be associated with
certain clinical characteristics of patients with neurodevelopmental disorders
(Corominas-Roso et al. 2013), such as cognitive impairments and difficulties in
memory in ASD (Hill 2004, Barendse et al. 2013) and ADHD (Castellanos et al.
2006, Rohlf et al. 2012). Concurrent findings of decreased BDNF levels in older
subjects with ASD and ADHD might be based on shared genetic factors and
common underlying endophenotypes (Rommelse et al. 2010, Williams et al.
2010, Taurines et al. 2012). They might also be influenced by behavioral
features that are common to both neurodevelopmental disorders and are
associated with dysregulation of the BDNF system (Sen et al. 2008, Bachmann
et al. 2012), such as increased depressive symptomatology (Matson et al. 2007,
Taurines et al. 2010) or disruption of sleep (Lecendreux and Cortese 2007,
Kotagal and Broomall 2012).



The observed increased BDNF levels in younger children with
neurodevelopmental disorders might be interpreted to possibly reflect a
compensatory mechanism in the response of abnormal and late brain
maturation (Shim et al. 2008).

In summary, findings of a dysregulated, probably age- and developmentally-
dependent, peripheral BDNF mRNA expression and altered BDNF protein
serum concentrations in ASD support former reports in the literature, indicating
a possible pathophysiological role of neurotrophic factors in
neurodevelopmental disorders. Considering the etiological and phenotypic
overlap of ASD with ADHD, the absence of a difference in mMRNA expression
between ADHD and ASD samples may indicate that BDNF dysregulation may
not be restricted to autism. Studies in larger groups of patients as well as further
comparative investigations are warranted including the analyses of additional
neurotrophins and the assessment of developmental and hormonal status of
patients, in order to corroborate and confirm our data. Notwithstanding,
elucidating the pathophysiological role of neurotrophins in neurodevelopmental
disorders could contribute to the identification of distinct peripheral expression
patterns that might be clinically useful for diagnostics as well as therapeutic

interventions.
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Tables

Table 1 BDNF serum protein expression: Demographic statistics

ASD PATIENTS

Gender male 24
Age (years), mean £ S.D. 13.9+3.0
ASD ICD 10-diagnoses (n, %)
F84.0 Childhood autism 3(12.5 %)
F84.1 Atypical autism 8(33.3 %)
F84.5 Asperger’'s Syndrome 13 (54.2 %)
Most common comorbid ICD 10-diagnoses  (n, %) 18 (75.0 %)
F90.0/90.1 Disturbance of activity and attention/hyperkinetic conduct disorder 14 (58.3 %)
F80.0/ F81.1 Specific speech articulation disorder/ expressive language disorder 2 (8.3 %)
F82/ 83 Specific developmental disorder of motor function, mixed specific 2 (8.3%)
developmental disorder
F95 Tic disorders 2 (8.3%)
F98.0/ F98.1 Non-organic enuresis/encopresis 2 (8.3 %)
Most common psychiatric co-medication (patients, n, %) 21 (87.5 %)
psychostimulants 13 (54.2 %)
neuroleptics 3(12.5 %)
antidepressants 2 (8.3%)
Autistic phenotype (score = S.D.)
SCQ (subsample of n = 15) 19.7+6.3
ADOS sum of communication and social interaction (autism cut-off = 10, autistic spectrum disorder = 7) 12.1+43
ADI-R  social interaction (cut-off 10) 19.9+75
communication and language (cut-off for speaking children = 8) 15.0+4.5
repetitive behaviours and stereotyped pattern (cut-off = 3) 6.1+3.1
abnormal development before the age of 3 years (cut-off = 1) 29+15
1Q (score £ S.D.) 95.1+14.7
70-84 (n, %) 6 (25.0 %)
85-115 14 (58.3 %)
115-129 4 (16.7 %)
CONTROL SUBJECTS
Gender male 20
Age (years), mean + S.D. 144+21
CBCL total T-score , mean +S.D. 50.7 £6.9
CBCL internalizing, mean + S.D. 49.6+7.6
CBCL externalizing, mean + S.D. 51.9+6.2

ADI-R = Autism Diagnostic Interview, revised; ADOS = Autism Diagnostic Observation Schedule; ASD = Autism Spectrum Disorder;
CBCL = Child Behavior Check List; IQ = Intelligence Quotient; Social Communication Questionnaire = SCQ




Table 2 BDNF mRNA-expression: Demographic statistics

ASD PATIENTS

Gender male
Age (years), mean + S.D.

ASD ICD 10-diagnoses (n, %)
F84.0 Childhood autism
F84.1 Atypical autism
F84.5 Asperger's Syndrome

Most common comorbid ICD 10-diagnoses  (n, %)
F90.0/90.1 Disturbance of activity and attention/hyperkinetic conduct disorder
F81/ 82/ 83 Specific developmental disorders

Most common psychiatric co-medication (patients: n, %)
psychostimulants

16
10.8+2.2

5 (31.3%)
6 (37.5%)
5 (31.3%)

14 (87.5%)
12 (75.0%)
4(25.0%)

13 (81.3%)
12 (75.0%)

neuroleptics 3(18.8%)
Autistic phenotype (score +S.D.)
SCQ 19.0+5.1
ADOS sum of communication and social interaction (autism cut-off = 10, autistic spectrum disorder = 7) 13.7+4.0
ADI-R social interaction (cut-off 10) 159+4.7
communication and language (cut-off for speaking children = 8) 11.5+4.0
repetitive behaviours and stereotyped pattern (cut-off = 3) 49+26
abnormal development before the age of 3 years (cut-off = 1) 3.0+0.6
1Q (score £ S.D.) 94.0+15.0
70-84 (n, %) 5 (31.2%)
85-115 8 (50.0%)
116-129 3(18.8%)
ADHD PATIENTS
Gender male 15
Age (years), mean + S.D. 11.8+2.2

ADHD ICD 10-diagnoses (n, %)
F90.0 Attention deficit hyperactivity disorder
F98.8 Attention deficit disorder without hyperactivity

Most common comorbid ICD 10-diagnoses  (n, %)
F91 Conduct disorders

13 (86.7%)
2 (13.3%)

10 (66.7%)
10 (66.7%)

F98.0/98.1 Non-organic enuresis/ encopresis 7 (46.7%)
F43.2 Adjustment disorders 3 (20.0%)
ADHD phenotype
FBB ADHS total score, mean + S.D 15+0.5
1Q (score £ S.D.) 101.0+15.9
70-84 1(6.7%)
85-115 11 (73.3%)
116-129 2 (13.3%)
>130 1 (6.7%)
Control subjects
Gender male 15
Age (years), mean £ S.D. 12.1+22
CBCL total T-score , mean +S.D. 475%7.0
CBCL internalizing, mean + S.D. 48.5+8.2
CBCL externalizing, mean + S.D. 47.7+6.1
1Q (score £S.D.) 110.3+13.0
70-84 1 (6.7%)
85-115 9 (60.0%)
116-129 4 (26.7%)
2130 1(6.7%)

ADHD = Attention Deficit Hyperactivity Disorder; ADI-R = Autism Diagnostic Interview, revised; ADOS = Autism Diagnostic Observation

Schedule; ASD = Autism Spectrum Disorder; CBCL = Child Behavior Check List; IQ = Intelligence Quotient; SCQ = Social

Communication Questionnaire
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Fig. 1 Peripheral BDNF values

a) Brain derived neurotrophic factor (BDNF) protein serum concentrations in 24
patients with autism spectrum disorders (ASD) and 20 age- and gender-
matched control subjects (mean concentration + standard deviation)

b) BDNF mRNA expression in the whole blood of 16 ASD children and
adolescents, 15 patients with attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) and
15 age- and gender-matched healthy developing controls in relation to the

internal reference (mean expression + standard deviation)
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Grundschule Miinchener Stral3e, |tagttls
Katharinen-Gymnasium, Ingolstadt

Studium der Humanmedizin an dars}Maximilians
Universitat Wrzburg

Assistenzarztin an der Klinik undiRlolik fur Kinder- u.
Jugendpsychiatrie, Psychosomatik u. Psychothedgsie
Universitatsklinikums Wurzburg

Nephrologie - Queen Elizabtahbpital, Birmingham,
U.K. (University Hospital Birmingham)

Hamato-Onkologie — St. Badim@w’s Hospital,
London, U.K. (Barts and the London School of Metkci
and Dentistry/ Queen Mary University)

Chirurgie (Kinder-, Abdomin&Hgemein-,
Unfallchirurgie) Hue Central Hospital, Hue, Vietham
(Hue Medical School)

Kinder- und Jugendpsychia@sychosomatik und
Psychotherapie, Universitatsklinikum Wurzburg
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