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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ziele dieser Arbeit

Das Zentrallabor der Universitatsklinik Wirzburg fuhrt seit April 2003 die
Bestimmung der Gesamt Creatin-Kinase im Serum mit der 37 °C Methode nach
IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)
(Schumann et al. 2002) durch. Diese Bestimmungsmethode fuhrt zu deutlich
héheren Werten und Referenzbereichen fur die Serum-Creatin-Kinase als
frihere Methoden (Schumann et al. 2002; Stromme et al. 2004).

Der Serum-Creatin-Kinase Spiegel kann wichtige diagnostische Hinweise fur
die humangenetische Beratung von Frauen, die nach ihrem
Heterozygotenstatus fur die Beckersche und Duchennesche Muskeldystrophie
fragen, erbringen. Die Arbeiten, die sich mit der Risikoberechnung fur
betroffene Frauen auseinandersetzten (Keller 1996; Apacik 1988), untersuchten
bisher die Creatin-Kinase Werte nach der Methode von Rosalki (1967), hier
wurde die Bestimmung bei 25 °C durchgefuhrt.

Die vorliegende Arbeit soll die Veranderungen der Normbereiche fiir die Serum-
Creatin-Kinase Werte neu erfassen und bewerten.

Ein weiteres Ziel ist es Unterschiede im CK-Wert zwischen Schwangeren und
nicht Schwangeren aufzuzeigen (Blyth and Hughes 1971; Bundey et al. 1979;
Emery and King 1971; Smith et al. 1979). Odds Ratio Berechnungen fir die
Gruppe der Schwangeren sollen es ermdglichen, auch nach bereits
eingetretener Schwangerschaft, eine moglichst genaue Ermittlung des
Carrierstatus durchzufthren. Bisher liegen fur ratsuchende schwangere Frauen

noch keine aussagekraftigen Daten vor.
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1.2 Duchennesche Muskeldystrophie

1.2.1 Allgemeines zur Duchenneschen Muskeldystrophie

Die progressive Muskeldystrophie vom Typ Duchenne (DMD) ist die haufigste
progressive Muskelerkrankung im Kindesalter. Sie wurde von Edward Meryon
(1852) und von Guillaume Benjamin Amand Duchenne (1867) zum ersten Mal
beschrieben. Mannliche Anlagetrager erkranken an DMD mit einer
Wahrscheinlichkeit vom etwa 1:3500 (= 28,6:100000) (Emery 1991, 2002). Ein
Defekt im Dystrophin Gen fuhrt bei Mannern aufgrund der Hemizygotie immer
zur Erkrankung. Die Krankheit nimmt bei mannlichen Anlagetragern einen
malignen Verlauf und endet fur die betroffenen Jungen meist im Alter von etwa
27 Jahren tédlich (Rall and Grimm 2012). Die betroffenen Manner sterben

meist, ohne dass sie Nachkommen gezeugt haben (Emery 2002).

1.2.2 Kilinik der Duchennesche Muskeldystrophie

Der Beginn der Erkrankung liegt gewohnlich vor dem 3.-7. Lebensjahr. Die
normale motorische Entwicklung ist verzogert. Typische Symptome sind
Hyperlordose, positives Tredlenburgsches und Gowersches Zeichen und die
Hypertrophie der Wadenmuskulatur. Im Verlauf wird die Muskulatur des
Schultergurtels geschwacht. Scapulae alatae sind hierfur ein wegweisendes
Zeichen. Die Krankheit zeigt eine rasche Progredienz. Zunachst im
Beckengurtel, spater im Schultergurtel. Ab dem 8.-15. Lebensjahr sind die
Betroffenen meist gehunfahig und auf einen Rollstuhl angewiesen (Emery and
Muntoni 2003). Der Herzmuskel wird ebenfalls von dystrophischen Prozessen
erfasst. Es fuhren allerdings eher pathologische EKG-Veranderungen, als die
kardiale Insuffizienz zum Tod der betroffenen Manner. Sie sterben aufgrund von
kardialer Miterkrankung des Herzmuskels und teils resultierenden
pathologischen EKG-Veranderungen (Perloff et al. 1967). Die Pneumonie, als
schwere pulmonale Komplikation, kommt aufgrund der Ateminsuffizienz im
fortgeschrittenen Erkrankungsalter neben den Herzproblemen als

Todesursache infrage. Trotz optimaler supportiver und assistiver Therapie
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sterben die Betroffenen zwischen dem 25.-40. Lebensjahr (Eagle et al. 2002;
Kohler et al. 2009; Ishikawa et al. 2011; Rall and Grimm 2012).

Frauen sind durch die zufallige somatische X-Inaktivierung Mosaike (Sumita et
al. 1998). In ca. 5 bis 10 % kann es bei ihnen vor allem im hdheren Lebensalter,
zum Auftreten von Symptomen kommen (Emery and Lee 1964; Emery 1994;

Norman and Harper 1989). Sie kommen als Ubertragerinnen infrage.

1.2.3 Molekulargenetik der Duchenneschen Muskeldystrophie
Mutationen im Dystrophin-Gen sind die molekulargenetische Grundlage der
Erkrankung. In 65 % der Falle liegen Deletionen und in 7-10 % Duplikationen
vor. 22-26 % sind auf Punktmutationen zurtckzufuhren (Abbs et al. 2010; Den
Dunnen et al. 1989; White et al. 2006). Bei ca. 2 % bleibt die Mutation trotz aller
genetischen Tests weiterhin unbekannt (Monaco et al. 1988; Deburgrave et al.
2007). Als 1982 die Lokalisation des Dystrophin-Gens auf dem kurzen Arm des
X-Chromosoms bekannt war, wurde das Gen 1985 (Ray et al.) entdeckt und
1987 das daflr codierende Protein Dystrophin identifiziert (Hoffman et al.).
Monaco et al. (1988) stellten folgende Hypothese zum Schweregrad und
Verlauf der DMD auf: Mutationen im Dystrophin-Gen verursachen eine
Anderung des Leserasters (frame-shift mutations). Das Resultat ist ein nicht
funktionelles Protein.

Heute liefern molekulargenetische Tests Auskunft Uber die genetischen
Veranderungen. Mit multiplex PCR und MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification) ist es moglich, Deletionen und Duplikationen im Dystrophin-
Gen mit einer Sensitivitat von bis zu Uber 98 % zu detektieren. Flr
Punktmutationen und weitere seltenere Mutationen stehen weitere Verfahren
wie z. B. die DNA-Sequenzanalyse zur Verfugung (Abbs et al. 2010).

Die Bestimmung des Serum-Creatin-Kinase Wertes ist trotz der modernen
molekulargenetischen Tests eine anerkannte Methode zur Erfassung
heterozygoter Tragerinnen geblieben. Beide Verfahren haben, zusammen mit
den aus dem Stammbaum gewonnenen Informationen, fur die Erfassung der

Heterozygoten und deren genetischen Beratung ihre Berechtigung.
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1.2.4 Neumutationsrate bei der Duchenneschen

Muskeldystrophie
Neumutationen bei der Duchenneschen Muskeldystrophie treten mit einer
Haufigkeit von ca. 10:100000 auf (Gardner-Medwin 1970).

Haldane (1935) ermittelte fur x-chromosomale letale Erbkrankheiten einen
theoretischen Wert fur die Neumutationsrate von § Er stellte jedoch ebenfalls

fest, dass sich die Mutationsraten im mannlichen Geschlecht von denen im
weiblichen Geschlecht unterscheiden (Haldane 1956). Einen weiteren Hinweis
auf die unterschiedlichen Mutationsraten in beiden Geschlechtern erbrachte
Barbujani et al. (1990). In dessen Arbeit wurde ein signifikant unterschiedliches
Ergebnis, zum theoretischen Wert von Haldane, bestimmt. Er ermittelte einen
Wert von 0,229 fur die Neumutationsrate.

Bei der Duchenneschen Muskeldystrophie kommen mehrere Arten von
Mutationen vor. Man unterscheidet zwischen Deletionen, Duplikationen und
Punktmutationen. Die verschiedenen Mutationen treten in beiden
Geschlechtern mit unterschiedlichen Haufigkeiten auf (Grimm et al. 1994).

Es entstehen ca. 60 % der Punktmutationen in der Spermatogenese und ca.
40 % in der Oogenese. Fast alle Deletionen entstehen in der Oogenese (Kruger
2005). Duplikationen entstehen Uberwiegend in der Spermatogenese

(Kawamura et al. 1997).

1.3 Beckersche Muskeldystrophie

1.3.1 Allgemeines zur Beckerschen Muskeldystrophie

Die Muskeldystrophie Becker (BMD) ist im Gegensatz zu der Duchenneschen
Muskeldystrophie eine gutartig verlaufende Form der progressiven
Muskeldystrophie. Von Becker und Kiener (1955) wurde die Erbkrankheit zum
ersten Mal beschrieben. Die Inzidenz der mannlichen Erkrankten betragt ca.
14:100000 (Emery 1991). Es besteht Allelie zur Muskeldystrophie Duchenne
(Koenig et al. 1987; Koenig and Kunkel 1990; Monaco et al. 1986). Die zur

Krankheit fuhrenden Mutationen befinden sich ebenfalls im Dystrophin-Gen.
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Durch die Mutationen kommt es allerdings nicht zu einem kompletten Fehlen
des Dystrophin Proteins, wie es bei der DMD der Fall ist. (Anthony et al. 2011;
Koenig et al. 1989; Monaco et al. 1988). Es bleibt je nach Art der Mutation ein

Protein mit einer gewissen Restfunktion erhalten.

1.3.2 Kilinik der Beckerschen Muskeldystrophie

Das Erkrankungsalter liegt zwischen dem 2. und 36. Lebensjahr. Wie auch bei
der DMD beginnt die Krankheit mit dystrophischen Prozessen am Beckengurtel
und an den Oberschenkeln. Die Progression der Erkrankung ist allerdings um
einiges langsamer und schleichender als bei der DMD. Eine
Pseudohypertrophie der Waden kann ebenfalls regelmafig beobachtet werden
(Becker and Kiener 1955). Die Gehfahigkeit, der erkrankten Manner, kann noch
25 bis 30 Jahre nach dem Beginn erster Symptome erhalten sein (Bushby and
Gardner-Medwin 1993). Einige wenige Patienten sind wahrend ihres Lebens nie
auf einen Rollstuhl angewiesen (Emery and Skinner 1976). Die
Lebenserwartung ist hdher als es bei der Duchenneschen Muskeldystrophie der
Fall ist. Durchschnittlich werden die Patienten 42 Jahre alt (Emery and Skinner
1976). Durch moderne therapeutische Moglichkeiten dirfte es ahnlich wie bei
der Muskeldystrophie Duchenne, zu einer Erhéhung der mittleren
Lebenserwartung gekommen sein, die deutlich Gber den alten Werten liegt. Wie
bei der DMD kann es im Verlauf der Erkrankung zu einer Beteiligung des
Herzmuskels kommen (Nigro et al. 1995).

Die Patienten konnen Kinder bekommen. Allerdings ist die
Fortpflanzungsfahigkeit der Erkrankten, im Vergleich mit der
Normalbevolkerung geringer. Die Fertilitatsrate liegt bei ca. 0,7 (Bushby and
Gardner-Medwin 1993). Aus dieser Tatsache heraus ergibt sich ein véllig
anderes genetisches Modell, das fur Beratung von Betroffenen und deren
Angehorigen, verwendet wird.

Alle weiblichen Nachkommen, mit an BMD erkrankten Vatern, sind obligate
Carrier. Alle mannlichen Nachkommen sind nicht von der Krankheit betroffen.
Konduktorinnen sind in der Regel klinisch unauffallig. Eine erhohte Creatin-

Kinase Aktivitat im Serum kann jedoch einen Hinweis darauf geben, dass es
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sich um eine Ubertragerin handelt (Skinner and Emery 1974; Zatz et al. 1991;
Zatz and Otto 1980).

1.3.3 Molekulargenetik der Beckerschen Muskeldystrophie

Die Leserasterhypothese von Monaco et al. (1988), die im Kapitel 1.2.3 erwahnt
wird, Iasst sich auch auf die BMD anwenden. Durch in-frame-Mutationen ist das
Leseraster verschoben. Dadurch kommt es nicht zu einem vorzeitigen Abbruch
der Proteinsynthese. Es wird ein Protein mit einem verringerten
Molekulargewicht synthetisiert, welches durch die Zelle nicht vorzeitig abgebaut
wird (Hoffman and Kunkel 1989). Die grol3en Schwankungen in der klinischen
Auspragung der Beckerschen Muskeldystrophie lassen sich wohl dadurch
erklaren, dass je nach Art der Mutation, ein in seiner Funktion unterschiedlich
stark eingeschranktes Restprotein gebildet wird (Bushby and Gardner-Medwin
1993). Bei den Mutationen im Dystrophin-Gen handelt es sich um Deletionen,

Duplikationen und Punktmutationen.

1.4 Creatin-Kinase Wert

1.4.1 Allgemeines zum Creatin-Kinase Wert

Die Creatin-Kinase (= CK, Synonyme: Creatin-Phospho-Kinase = CPK; Serum
Creatin-Kinase = SCK) ist primar ein intrazellulares Enzym, das in allen
Geweben unterschiedlich stark exprimiert wird. Dieses Enzym ist ein Homo-
oder Heterodimer. Es setzt sich aus den unterschiedlichen Untereinheiten CK-
M (Muskel), CK-B (engl. Brain) und CK-Mi (Mitochondrium) zusammen. Durch
die Kombination aus zwei Untereinheiten sind verschiedene Isoformen des
Enzyms moglich. Reine Isoformen sind CK-MM, CK-BB und CK-MiMi.

CK-MB ist ein Heterodimer (Dawson et al. 1967).

Die verschiedenen Subtypen sind je nach Art des Gewebes in typischen
Konzentrationen vorhanden. CK-MM wird vor allem im Muskel exprimiert, CK-
MB ist hochspezifisch fur den Herzmuskel. Das CK-BB Isoenzym wird in einer

Vielzahl von Geweben exprimiert. Die hochsten Konzentrationen des Enzyms
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kommen jedoch im Gehirn vor (Burger et al. 1964; Jockers-Wretou and
Pfleiderer 1975).
Hauptaufgabe der Creatin-Kinase in der Zelle besteht aus der Katalyse

folgender Reaktion:

Creatin-Kinase
_—

MgADP'+Phospho-Creatin2'+H+ MgATP'2+Creatin

(—
Creatin-Kinase

Abbildung 1.1: Reaktionsgleichung Creatin-Kinase nach (Kenyon and Reed 1983)

Dieser Vorgang dient, je nach energetischem Zustand der Zelle, der
Speicherung oder der Bereitstellung von Energie. Phospho-Creatin stellt den
Energiespeicher dar. Bei Energiebedarf der Zelle entsteht aus Phospho-Creatin
Creatin und ATP (Wallimann et al. 1992).

1.4.2 Creatin-Kinase im peripheren Blut

Unter normalen Bedingungen ist im Blutserum in gewissen Mengen die Creatin-
Kinase vorhanden. Bei der DMD kommt es im Muskel zum Abbau des
kontraktilen Apparats und des Zytoskeletts (Emery 1993). Es entstehen
Muskelnekrosen und Membranschaden. Dadurch tritt die primar intrazellular
vorhandene Creatin-Kinase in hohem Male ins Blut Uber und lasst sich dort
nachweisen (Dreyfus and Schapira 1962).

Im Rahmen von ischamischen (z. B. Myokardinfarkt) und entzindlichen
Ereignissen am Herzen wird vor allem CK-MB freigesetzt (Wagner et al. 1973).
CK-BB tritt normalerweise nur im Serum auf, wenn eine Stérung in der
Bluthirnschranke vorliegt, wie z. B. nach einem zerebralen Krampfanfall (Bell et
al. 1978).

1.4.3 Bestimmung des CK-Werts zur Bewertung des

Ubertragerinnenstatus
1962 beschrieb Hughes, dass der CK-Wert zur Erfassung von Ubertragerinnen
der Muskeldystrophie Duchenne geeignet ist. Das Enzym ist im peripheren Blut

nachweisbar und durch vendse Punktion sehr einfach zuganglich. Bei der
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Duchenneschen und Beckerschen Muskeldystrophie ist die Serum-Creatin-
Kinase, neben anderen im Serum nachweisbaren Enzymen wie Aldolase,
Pyruvatkinase, Laktatdehydrogenase, Aspartat-Aminotransferase, Alanin-
Aminotransferase, etc., am starksten erhdht (Richterich et al. 1963).

Um den Ubertragerstatus beurteilen zu kénnen, muss man jedoch einige

Einflussfaktoren berlcksichtigen.

1.4.4 Einflussfaktoren auf den Creatin-Kinase Wert

Der CK-Wert im Serum unterliegt vielen Schwankungen sowie inneren und
aulderen Einflussfaktoren. Im Folgenden wird genauer auf Alter, Bewegung,
Ethnie, Geschlecht, Hamolyse, hormonelle Einflusse (Kontrazeptiva und

Schwangerschaft), Temperatur und X-Inaktivierung eingegangen.

1.4.4.1 Alter

Zwischen Alter und CK-Wert bestehen bei beiden Geschlechtern
verschiedenste Beobachtungen.

Fir Frauen existieren folgende Ergebnisse: Im Alter soll der Creatin-Kinase
Wert ansteigen (Apacik 1988; Keller 1996). Neuere Studien zeigen fur Frauen
jedoch keine Altersabhangigkeit (Stromme et al. 2004). Lane et al. (1981)
beschrieb einen sehr komplexen Altersverlauf. Im Jugendalter ist der CK-Wert
am Hochsten und nimmt ab der Pubertat sprunghaft ab. Bis zur Menopause
nimmt der CK-Wert noch geringfligig ab, um danach wieder anzusteigen.

Bei Mannern, die an DMD leiden, nimmt man an, dass im Laufe des Lebens die
dystrophischen Muskelfasern abgebaut werden. Fir die heterozygoten Frauen
geht man davon aus, dass es sich um den gleichen Pathomechanismus
handelt. Das Resultat ist eine Abnahme des CK-Werts mit zunehmendem Alter
(Nicholson et al. 1979; Zatz and Otto 1980).

1.4.4.2 Bewegung
Kdrperliche, physische Belastung durch Sport, oder andere kdrperliche
Aktivitaten, lasst den CK-Wert ansteigen (Griffiths 1966; Shapiro et al. 1973).
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Moderate und geringe korperliche Belastung lasst dagegen den Creatin-Kinase
Wert nicht ansteigen (Schneider et al. 1995).

1.4.4.3 Ethnie

Die Volkszugehorigkeit nimmt Einfluss auf den CK-Wert. Bei Menschen mit
afrikanischer Abstammung und Lateinamerikanern werden héhere Creatin-
Kinase Werte bestimmt als bei Personen mit kaukasischen Vorfahren (Black et
al. 1986; Passos-Bueno et al. 1989).

1.4.4.4 Geschlecht
Manner haben einen signifikant erhdhten CK-Wert im Vergleich zu Frauen. Eine
Erklarung kann zum einen eine erhohte Muskelmasse als auch ein anderes

Verhaltnis zwischen Muskelmasse und Blutvolumen sein (Thomson 1968).

1.4.4.5 Hamolyse

Die durch Hamolyse aus Erythrozyten freigesetzte Adenylatkinase stort den
Reaktionsablauf bei der Bestimmung des CK-Werts. Das Resultat sind zu hohe
Werte flr die Creatin-Kinase (Hughes 1968; Szasz et al. 1976; Frank et al.
1978). Hamolytische Proben wurden daher von der Auswertung

ausgeschlossen.

1.4.4.6 Hormonelle Einfliisse

Bei Frauen werden Menarche, Menstruation, Schwangerschaft und Menopause
als Zeitpunkte einer hormonellen Umstellung mit einer Veranderung des CK-
Werts in Verbindung gebracht. Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva und der
naturliche Menstruationszyklus verandern den CK-Wert nicht.(Simpson et al.
1974)

Wahrend der Schwangerschaft wurde sowohl bei obligat heterozygoten als
auch bei gesunden Frauen ein signifikanter Abfall des Creatin-Kinase Spiegels
beobachtet (Blyth and Hughes 1971). Nach der Menopause kommt es zu einem
leichten Anstieg der Creatin-Kinase (Lane and Roses 1981).
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1.4.4.7 Temperatur

Die Bestimmung der Serum-Creatin-Kinase kann nach unterschiedlichen
Methoden erfolgen. Die Temperatur variiert je nach verwendetem Assay
zwischen 25 und 37 °C. Das Verhaltnis zwischen Temperatur und CK-Aktivitat
ist jedoch nicht linear (Rosalki 1967). Fur einen Vergleich zwischen den
Bestimmungsmethoden missen Umrechnungsfaktoren bestimmt werden, die
auf statistischen Methoden beruhen. Mittelwert (u) und Standardabweichung (o)
sind wichtige Grdlen fur die Herleitung des Umrechnungsfaktors (Gale and
Murphy 1978).

1 J(logﬂ)z

= X)= ——— % 2 o
y=f®=———

Abbildung 1.2: Umrechnungsformel fiir unterschiedliche Creatin-Kinase Bestimmungsmethoden
nach (Gale and Murphy 1978)

1.4.4.8 X-Inaktivierung

Die X-Inaktivierung spielt wohl bei den weiblichen Carriern eine Rolle. Es

konnte allerdings kein signifikanter Zusammenhang zwischen verschobener X-

Inaktivierung und CK-Wert nachgewiesen werden (Sumita et al. 1998).

1.5 Risikoberechnung

Die nachstehenden Beispielrechnungen enthalten Vereinfachungen und geben
die Realitat nicht exakt wieder. Anhand dieser Beispiele soll lediglich der
Einfluss des CK-Werts auf die humangenetische Beratung von Ratsuchenden
potenziellen Konduktorinnen erlautert werden.

Es werden in der Beratung Ratsuchender noch weitere Informationen
bertcksichtigt, auf die hier jedoch nicht naher eingegangen wird (Bridge 1994;
Grimm et al. 2009; Grimm and Fischer 2011).
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Om
Abbildung 1.3: Stammbaum: Ratsuchende mit betroffenem Bruder, der Bruder leidet an DMD
Es wird nun beispielhaft anhand dieser Familienkonstellation eine
Risikoberechnung flr die ratsuchende Tochter vorgenommen. Die
Berechnungen erfolgen anhand des Stammbaumes und des CK-Werts. Der
betroffene Sohn leidet an einer Duchenneschen Muskeldystrophie.

Da fur die Duchennesche Muskeldystrophie, eine konstante Inzidenz
beobachtet wird, kann das Mutations-Selektions-Gleichgewicht von Haldane
(1935) angenommen werden. Die Mutationsraten sind in beiden Geschlechtern
unterschiedlich (Grimm et al. 1994; Barbujani et al. 1990). Als Vereinfachung
wird angenommen, dass die Mutationsraten in beiden Geschlechtern gleich
sind p=u=v (mannliche Mutationsrate = u; weibliche Mutationsrate = v). Es

kénnen nach den mendelschen Gesetzen folgende Annahmen gemacht

werden. Die Tochter bekommt von der Mutter zu 50 % ein krankes X-
Chromosom (%A). Ebenfalls kann es auf beiden X-Chromosomen der Mutter zu

Neumutationen kommen (2u). Da an DMD leidende Manner das Fertilitatsalter
nicht erreichen, wird von Mannern nur ein neu mutiertes X-Chromosom (1)

vererbt. FUr die Kindergeneration ergibt sich dann folgendes Produkt:
Konduktorinnen %A + 2u und far kranke Manner %A + y. Da die Inzidenz der

Krankheit gleich bleibt, kann man die Wahrscheinlichkeiten der Elterngeneration
fur den Konduktorinnenstatus (A) und die Wahrscheinlichkeit ein an DMD
erkrankter Mann (B) zu sein, gleich setzen. Folgende Abbildung fasst die

Berechnungen zusammen:
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ffm? —> hetozygote Frauen kranke Manner
(o)}
‘q__) A B Eltern: Generation (n)
&
i
©
=5
= “A ZA Mendelsches Erbe
§ 2 2
_qév 2y ¥ Neumutation
Q
% e e %A + 2 %A + Kinder: Generation (n+1)
> A—lAtay B=lA+p
n=n+1 2 M 2 H
A=4u B=3p

Abbildung 1.4: Mutations-Selektions-Gleichgewicht bei Duchennescher Muskeldystrophie mit
Vereinfachung: uy=u=v

Es gilt dann fur heterozygote Frauen A=%A + 24 = A = 4 und kranke Manner

B:%A+p:>B:3u.
Im vorliegenden Beispiel ergeben sich nun verschiedene Konstellationen fur
Mutter und Tochter. Die nachfolgende Tabelle gibt die mdglichen

Konstellationen wieder.

Wahrscheinlichkeit Carrier nicht Carrier
= a priori 4y 1-4p=1
C
g ein kranker Sohn bedingt 0,5 J
Carrier  nicht Carrier nicht Carrier
Carrier-Status Mutter bedingt 0,5 0,5 1
_|
8 11 11
= 4|J*E*E 4|J*E*E EIVEY!
e verbunden
M M M

Tabelle 1.1: Risikoberechnung (DMD) fiir die Tochter ohne CK-Werte

Das Risiko fiir die Tochter, dass diese Ubertragerin ist, ergibt sich aus den

verbundenen Wahrscheinlichkeiten. Die a posteriori Wahrscheinlichkeit fur die

12
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Tochter Ubertragerin zu sein, errechnet sich aus der Wahrscheinlichkeit

Konduktorin zu sein, dividiert durch die Summe der verbundenen

Wahrscheinlichkeiten. u+ﬁ+u=§. Das Risiko, dass die Tochter Carrierin ist,

betragt demnach ca. 33 %.

Durch die Bestimmung des CK-Werts bei Mutter und Tochter konnen die oben
stehenden Wahrscheinlichkeitsrechnungen erweitert werden.

Es wird in der folgenden Beispielrechnung fur Mutter und Tochter ein relativ
unauffalliger CK-Wert gewahlt. Die aus dem CK-Wert bedingte Odds-Ratio sei

1
-
Die obige Tabelle wird mit der durch die Odds-Ratio bedingten

fur Mutter und Tochter 0,2 =

Wahrscheinlichkeit erweitert.

Wahrscheinlichkeit Carrier nicht Carrier
a priori 4u 1-4pu=1
= 1
% CK-Wert Odds-Ratio bedingt S 1
ein kranker Sohn bedingt % V]
Carrier nicht Carrier  nicht Carrier
. . 1 1
Carrier-Status Mutter bedingt > > 1
= CK-Wert Odds-Ratio bedingt % 1 1
Q
0
@ 4p*§*§*§*§ 4“*?*&*&*1 1*1*p*1*1
Tochter verbunden
1 1
2:H SH M

Tabelle 1.2: Risikoberechnung (DMD) fiir die Tochter mit CK-Werten

Das Risiko fur die Tochter, dass diese Carrierin ist, ergibt sich nun aus

folgender Rechnung: Die a posteriori Wahrscheinlichkeit Konduktorin zu sein,
1

.y . T . ScH 1
dividiert durch die Summe der verbundenen Wahrscheinlichkeiten. —%—— RET
P

Das Risiko fir die Tochter, dass Sie Ubertragerin ist, betragt also ca. 3,2 %.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswabhlkriterien

Obligate Konduktorinnen wurden entweder per Stammbaum, Haplotypanalyse,
MLPA (Multiplex Ligation-dependent-Probe-Amplification) zur Beurteilung von
Duplikationen und Deletionen, sowie Punktmutationstests eindeutig als

heterozygote Tragerinnen fur einen Defekt im Dystrophin Gen identifiziert.

2.1.1 Konduktorinnenidentifikation per Stammbaum

Mogliche Konduktorinnen sind Mutter mit wenigstens einem kranken Sohn, oder
einer Tochter die Konduktorin ist. Fur sichere Konduktorinnen muss zusatzlich
in der mutterlichen Verwandtschaft ein kranker Bruder oder ein kranker
mannlicher Verwandter hdheren Grades betroffen sein.

Ebenfalls obligate Carrier sind Mutter, mit mindestens einem kranken Sohn und

deren Schwester mit ebenfalls mindestens einem kranken Sohn.

IO

Abbildung 2.1: Stammbaum; verschiedene Konstellationen obligat heterozygoter Frauen

Frauen mit erkrankten S6hnen ohne einen weiteren betroffenen mannlichen
Verwandten wurden nicht als obligat heterozygot gewertet, da bei diesen
Frauen ein Keimzellmosaik vorliegen kann.

Lagen zusatzlich zu den Stammbauminformationen weitere diagnostische Tests
vor, wurden die daraus gewinnbaren Ergebnisse der reinen

Stammbaumanalyse Ubergeordnet.
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2.1.2 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe besteht aus Frauen, die im Rahmen einer Diagnostik auf
Heterozygotie im Dystrophin-Gen am Institut fir Humangenetik untersucht
wurden und bei ihnen mittels Haplotypenanalyse, Punktmutations-,
Deletionsscreening eindeutig nachgewiesen werden konnte, dass kein
Heterozygotenstatus vorliegt. Ebenfalls wurden alle Frauen von der Auswertung
ausgeschlossen, bei denen der Verdacht bestand, dass sie an einer anderen

Muskelerkrankung leiden, oder Ubertragerinnen fiir diese sind.

2.1.3 Schwangerschaft

Mehrere Autoren (Blyth and Hughes 1971; Bundey et al. 1979; Emery and King
1971; King et al. 1972; Zatz et al. 1983) beobachteten, dass wahrend der
Schwangerschaft, sowohl bei den Heterozygoten als auch bei gesunden
Frauen, signifikant niedrige Serum-Creatin-Kinase Werte vorliegen. Es werden
in dieser Arbeit die Gruppen der schwangeren Frauen separat ausgewertet.
Erfolgte die Bestimmung des CK-Wertes einer Frau bei bestehender
Schwangerschaft, wurde dies auf den Laborzetteln dokumentiert. Das
Untersuchungsdatum fur eine Chorionzottenbiopsie wurde mit dem
Bestimmungsdatum des CK-Werts verglichen. Um fir die Gruppe der obligat
schwangeren Konduktorinnen den Schwangerschaftsstaus eindeutig

festzulegen.

2.1.4 Alter

Es ist bekannt, dass bei Frauen vor der Menarche erhohte Serum-Creatin-
Kinase Werte vorliegen, deshalb wurden Frauen unter 16 Jahren ebenfalls

separat ausgewertet (Lane and Roses 1981).
2.2 Serum-Creatin-Kinase Bestimmung

Die Bestimmung der Serum-Creatin-Kinase erfolgte durch das Zentrallabor des

Universitatsklinikums Warzburg.
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Alle Werte wurden nach der Analysemethodik ermittelt, die gemaf der
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)
empfohlen wird (Schumann et al. 2002). Es wurden Reagenzien und
Analysegerate, COBAS INTEGRA, der Firma Roche verwendet.

Oliver beschrieb 1955 diese Bestimmungsmethode mit Creatinphosphat und
ADP zum ersten Mal. Im Jahr 1967 wurde sie von Rosalki modifiziert.

Die Bestimmung erfolgte bei 37 °C mit einer Wellenlange von 340 nm.

Reaktionsgleichung:

Creatin-Kinase

Creatinphosphat + ADP EE— Creatin + ATP

Hexokinase

Glucose + ATP R Glucose-6-Phosphat + ADP
4+  Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase "
Glucose-6-Phosphat + NADP Gluconat-6-Phosphat + NADPH+H

Abbildung 2.2: Reaktionsgleichung: Bestimmung der Serum-Creatin-Kinase Aktivitat modifiziert
nach (Schumann et al. 2002).
Das Vorgehen, fur Frauen, bei denen mehrmals CK-Werte bestimmt wurden,
stellt sich wie folgt dar: Zuerst erfolgte die Zuteilung zu den 3 Hauptgruppen:
heterozygot DMD, heterozygot BMD und Kontrollen. Dann erfolgte die weitere
Einteilung in Subgruppen nach folgenden Kriterien: schwanger, nicht
schwanger, junger als 16 Jahre. Falls nun fur eine Frau in den einzelnen
Subgruppen mehrere Werte vorlagen, wurde das arithmetische Mittel aus den
vorhandenen Werten gebildet.
Die Ergebnisse von hamolytischen Proben fanden keine Berucksichtigung
(Hughes 1968; Szasz et al. 1976; Frank et al. 1978).
Die CK-Werte wurden logarithmiert, um einer Normalverteilung zu entsprechen
(Gale and Murphy 1978; Wilson et al. 1965; Perry and Fraser 1973; Emery
1965; Gardner-Medwin et al. 1971; Wiesmann et al. 1966).

2.3 Datengewinnung / Datenquellen

Die Daten zu den Creatin-Kinase Werten stammen aus dem Institut fur
Humangenetik der Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg. Das Zentrallabor

des Universitatsklinikums Wirzburg fihrte die Bestimmung der CK-Werte
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durch. Alle relevanten Daten wurden aus der PLIGU-Patienten-Datenbank
abgefragt. Es erfolgte eine Prifung auf Vollstandigkeit und Richtigkeit anhand
der zugehorigen Patientenakten.

Es liegen insgesamt 808 CK-Werte vor. Die Gesamtzahl der sicheren
Konduktorinnen besteht aus 387 Frauen, davon sind 44 von obligaten Carriern
unter 16 Jahre alt. Von diesen sind 32 heterozygot fur DMD (O<16 DMD) und
12 heterozygot fur BMD (O<16 BMD). 55 Werte sind von obligaten
schwangeren Konduktorinnen, darunter sind 46 Werte von DMD Carriern (OS
DMD) und 9 von BMD Frauen (OS BMD). 288 Daten stammen von obligaten
nicht schwangeren Konduktorinnen. Davon entfallen 210 Werte auf die Gruppe
der DMD-Frauen (ONS DMD) und 78 auf die BMD Tragerinnen (ONS BMD).
Die Kontrollgruppe besteht insgesamt aus 421 Frauen. Es entfallen 28 CK-
Werte auf Frauen, die jinger als 16 Jahre alt sind (K<16). 90 Daten entfallen
auf die Kontrollgruppe der schwangeren Frauen (KS) und 303 CK-Werte
stammen von Frauen, die nicht schwanger sind (KNS).

Verarbeitete Falle

Gruppe Anze_a_hl der

Falle (n)
O<16 DMD 32
0<16 BMD 12
K<16 28
OS DMD 46
OS BMD 9
KS 90
ONS DMD 210
ONS BMD 78
KNS 303
Gesamt 808

Tabelle 2.1: Ubersicht der Fallzahlen in den einzelnen Gruppen
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3 Ergebnisse

Die statistische Auswertung wurde mittels Excel 2010, PASW Statistics 18 und
G*Power 3 (Faul et al. 2007) durchgefuhrt.

3.1 Beschreibende Statistik: Lage- und
Streuungsmafle

3.1.1 Alter

In den unterschiedlichen Gruppen der Konduktorinnen und den Kontrollen
wurden folgende Maldzahlen fir das Alter ermittelt:

AbschlieRend folgt die grafische Darstellung der Altersverteilung in den
einzelnen Gruppen als Boxplot mit Median, 5 % und 95 % Konfidenzintervall fur

alle Gruppen.

Alter

MaRzahlen Gruppen junger als 16 Jahre

0O<16 DMD 0O<16 BMD K<16
Anzahl 32 12 28
Mittelwert 8,78 7,58 10,86
Median 8,50 6,50 12,50
Standardabweichung 4,27 4,03 4,15
Minimum 1 1 3
Maximum 15 14 15
Spannweite 14 13 12

Tabelle 3.1: statistische Kennzahlen der Altersverteilung in den Gruppen der <16 Jahre alten
Frauen
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Alter
Mafzahlen Gruppen schwanger
OS DMD OS BMD KS
Anzahl 46 9 90
Mittelwert 28,57 29,22 28,58
Median 27,50 29,00 28,00
Standardabweichung 7,37 7,89 6,51
Minimum 16 16 15
Maximum 43 40 42
Spannweite 27 24 27
Tabelle 3.2: statistische Kennzahlen der Altersverteilung in den Gruppen der schwangeren
Frauen
Alter
Mafzahlen Gruppen nicht schwanger
ONS DMD ONS BMD KNS
Anzahl 210 78 303
Mittelwert 40,19 36,44 37,44
Median 37,00 34,50 33,00
Standardabweichung 16,60 14,64 15,46
Minimum 16 16 16
Maximum 85 84 84
Spannweite 69 68 68

Tabelle 3.3: statistische Kennzahlen der Altersverteilung in den Gruppen der nicht schwangeren

Frauen
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Alter
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—_T

O<16 DMD -
0<16 BMD -
K<16 1

OS DMD -
OS BMD 4
KS -

ONS DMD -
ONS BMD 4
KNS -

Gruppen

Abbildung 3.1: Boxplot Alter mit Median, 5 % und 95 % Konfidenzintervall fiir alle Gruppen
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3.1.2 CK-Werte

In den unterschiedlichen Gruppen der Konduktorinnen und den Kontrollen

wurden folgende Maldzahlen fir die Creatin-Kinase Werte ermittelt.

Abschlieend folgt die grafische Darstellung der log(CK-Werte) als Boxplot mit

Median, 5 % und 95 % Konfidenzintervall fur alle Gruppen.

log(CK-Wert)

Gruppen junger als 16 Jahre

Mafzahlen

0O<16 DMD 0O<16 BMD K<16
Anzahl 32 12 28
Mittelwert 3,1160 2,8273 2,0349
Median 3,1512 2,8215 2,0606
Standardabweichung 0,5548 0,6008 0,2273
Minimum 1,5798 1,7924 1,6335
Maximum 4,0763 3,9604 2,4232
Spannweite 2,4965 2,1680 0,7898

Tabelle 3.4: statistische Kennzahlen fiir die log (CK-Werte) in den Gruppen der <16 Jahre alten

Frauen

log(CK-Wert)

Gruppen schwanger

MaRzahlen

OS DMD OS BMD KS
Anzahl 46 9 90
Mittelwert 22777 2,0810 1,8469
Median 2,3020 1,9868 1,8603
Standardabweichung 0,4035 0,3431 0,1794
Minimum 1,4150 1,6812 1,3324
Maximum 3,3056 2,7419 2,2730
Spannweite 1,8906 1,0607 0,9406

Tabelle 3.5: statistische Kennzahlen fiir die log (CK-Werte) in den Gruppen der schwangeren

Frauen
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log(CK-Wert)
Maftzahlen Gruppen nicht schwanger

ONS DMD ONS BMD KNS
Anzahl 210 78 303
Mittelwert 2,4556 2,3199 1,9597
Median 2,3865 2,2175 1,9542
Standardabweichung 0,4316 0,4108 0,2075
Minimum 1,3617 1,5911 0,7782
Maximum 3,7913 3,4936 2,5966
Spannweite 2,4295 1,9025 1,8184

Tabelle 3.6: statistische Kennzahlen fiir die log (CK-Werte) in den Gruppen der nicht
schwangeren Frauen

log (CK-Wert)
@

N

0O<16 DMD 1

0<16 BMD 1

K<16 1

OS DMD 1
OS BMD
KS 1

ONS DMD 1
ONS BMD 1

Gruppen

KNS -

Abbildung 3.2: Boxplot log(CK-Werte) mit Median, 5 % und 95 % Konfidenzintervall fiir alle

Gruppen
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3.2 Kolmogorov-Smirnov Test, Priifung auf
Normalverteilung

Es wurde fur alle Gruppen gepruft, ob eine Normalverteilung der Daten vorliegt.
Eine Normalverteilung kann nicht abgelehnt werden, wenn der p-Value fur die
asymptotische Signifikanz p > 0,05 ist. Es ergaben sich folgende p-Values flr
die Gruppen: O<16 DMD p = 0,506, O<16 BMD p = 0,448, K<16 p = 0,945, OS
DMD p = 0,588, OS BMD p = 0,561, KS p = 0,809, ONS DMD p = 0,085, ONS
BMD p = 0,151, KNS p = 0,363.

Daraus ergibt sich, dass fur alle Gruppen eine Normalverteilung angenommen

werden kann.

3.3 Verschiedenheit der Subgruppen, t-Test nach
Student oder Welch-Test

Der t-Test oder der Welch-Test darf verwendet werden, da fur alle Gruppen
gezeigt werden konnte, dass die Daten normalverteilt sind.

Mit dem Levene-Test wurde im Vergleich der einzelnen Subgruppen getestet,
ob eine Gleichheit der Varianzen vorlag. Bei einem p-Value mit ¢ < 0,05 wurde
die Varianzengleichheit verworfen und der Welch-Test anstelle des t-Tests
verwendet.

Mit dem t-Test nach Student, bei Varianzenhomogenitat, oder dem Welch-Test,
bei Varianzenheterogenitat, wurden die voneinander unabhangigen Gruppen
verglichen, ob signifikante Unterschiede zwischen ihnen bestehen.

Es ergaben sich folgende Ergebnisse:
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Vergleich zwischen T-Wert p-Value

log(CK-Wert) O<16 DMD K<16 10,097 0,001*
O<16 BMD K<16 4,434 0,001*

OS DMD KS 6,901 0,001*

OS BMD KS 2,019 0,076

ONS DMD KNS 15,460 0,001*

ONS BMD KNS 7,501 0,001*

OS DMD ONS DMD -2,562° 0,011*

OS BMD ONS BMD -1,676° 0,097

KS KNS -4,660° 0,001*

Alter 0O<16 DMD K<16 -1,903° 0,062
O<16 BMD K<16 -2,304° 0,027*

OS DMD KS -0,010° 0,992

OS BMD KS 0,278° 0,782

ONS DMD KNS 1,919° 0,055

ONS BMD KNS -0,516° 0,606

OS DMD ONS DMD -7,361 0,001*

OS BMD ONS BMD -1,449° 0,151

KS KNS -7,895 0,001*

Tabelle 3.7: t-Test nach Student oder Welch-Test fiir sinnvolle Gruppenpaare;

Zeichenerklédrung: *: signifikantes Ergebnis, °: t-Test nach Student

Eine Unterscheidung zwischen der Gruppe der schwangeren BMD Carrierinen

(OS BMD) mit der Kontrollgruppe fur schwangere (KS), kann bezuglich ihrer

log(CK-Wert) Verteilung nicht vorgenommen werden. Der p-Value betragt

0,076 und ist damit groRer als @ = 0,05. Die Hypothese, dass sich die beiden

Gruppen beziiglich ihres log(CK-Wert) unterscheiden, muss abgelehnt werden.

Somit lasst sich kein Referenzwert fur diese Gruppe erstellen. Ebenfalls wird

diese Gruppenkonstellation bei der Odds Ratio Berechnung nicht

bertcksichtigt. In dieser Untersuchung ist aufgrund der kleinen Gruppengroliie

(n = 9) far die Gruppe OS BMD keine aussagekraftige Datengrundlage

gegeben. Falls es in zukunftigen Untersuchungen gelingt, die Anzahl der
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Gruppenmitglieder zu erhéhen, kann gehofft werden, dass es mdglich sein wird,
fur diese Gruppe genaue Aussagen zu treffen.

Ebenfalls lasst sich fur Frauen, die heterozygot fur die Beckersche
Muskeldystrophie sind, keine Unterscheidung zwischen den schwangeren und
nicht schwangeren aufgrund ihrer log(CK-Wert) Verteilung vornehmen. Eine
klinische Bedeutung ist dieser Tatsache nicht beizumessen, da aufgrund der
Verfugbarkeit von Anamnese und von sensitiven Schwangerschaftstests, eine
Unterscheidung auf Basis des CK-Werts nicht vorgenommen werden muss.
Alle anderen Gruppen unterscheiden sich bezuglich ihres logarithmierten CK-
Werts signifikant voneinander.

Um zu prifen, wie hoch der Abfall der Serum-Creatin-Kinase wahrend einer
Schwangerschaft ist, wurde ein Vergleich zwischen der Gruppe KS und KNS
sowie der Gruppe OS DMD und ONS DMD notwendig.

Allerdings unterscheiden sich die Altersverteilungen der Gruppen signifikant
voneinander. Um eine Angleichung in der Altersverteilung zu erzielen, wurden
die CK-Werte von Frauen, die sich nicht mehr im gebarfahigen Alter befinden,

aus diesem Vergleich herausgenommen. Das Ausschlussalter wurde auf 45

Jahre festgelegt.
Es ergeben sich folgende neue p-Values fiir die log(CK-Wert) Verteilung:
Vergleich zwischen T-Wert p-Value
log(CK-Wert) ~ OS DMD KS 6,901 0,001*
ONS DMD KNS 13,756 0,001*
OS DMD ONS DMD -2,662° 0,008*
KS KNS -4,276° 0,001*

Tabelle 3.8: altersadjustierter t-Test fiir die Gruppen OS DMD, ONS DMD, KS und KNS
Zeichenerklédrung: *: signifikantes Ergebnis, °: t-Test nach Student

Auch nach der Anpassung des Alters unterscheiden sich die Gruppen in ihrer

log(CK-Wert) Verteilung signifikant voneinander.
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3.4 Analyse des B-Fehlers und der Power

Es wurde fur alle Gruppen, die sich signifikant in ihren logarithmierten Creatin-

Kinase Werten unterschieden, die zugehdrige Power ermittelt. Die

Irrtumswahrscheinlichkeit wurde auf a = 5 % festgelegt.

Vergleich zwischen Effektstarke d Power (1-B)

log(CK-Wert) 0O<16 DMD K<16 2,550 1,00
0O<16 BMD K<16 1,744 1,00

OS DMD KS 1,380 1,00

ONS DMD KNS 1,465 1,00

ONS BMD KNS 1,107 1,00

OS DMD ONS DMD -0,426 0,83

KS KNS -0,581 1,00

Tabelle 3.9: Ubersicht (iber die Power der Gruppenpaarungen, die sich signifikant in ihrem
log(CK) unterschieden.

Die Power ist fur alle Vergleiche > 80 %. Die Wahrscheinlichkeit, dass die
richtige Alternativhypothese, in diesem Fall: Die Gruppen unterscheiden sich in
ihren logarithmierten CK-Werten voneinander, mit hinreichend grol3er

Genauigkeit angenommen werden kann.

3.5 Ideale GruppengroRe fir die Gruppe OS BMD

Die Gruppenvergleiche OS BMD mit KS und OS BMD mit ONS BMD erreichten
nicht das angestrebte Signifikanzniveau von a = 5 %. Als Grund fur das
Verfehlen des Signifikanzniveaus kann die Gruppengrof3e der schwangeren
Frauen, die Ubertragerinnen fiir die Beckersche Muskeldystrophie sind,
identifiziert werden. Mit einem Umfang von nur neun Frauen ist die Gruppe
deutlich zu klein. Damit in zuklnftigen Untersuchungen signifikante Ergebnisse
erreicht werden konnen, wurde fur die Gruppe OS BMD die bendtigte

Gruppengrolde errechnet. Die Berechnungen basieren auf den hier ermittelten
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Mittelwerten und Standardabweichungen. Der 3-Fehler wurde auf 10 %
festgesetzt. Somit betragt die Power 90 %. Die Gruppengrofien fur die Gruppen
KS (n = 90) und ONS BMD (n = 78) wurde beibehalten.

Somit sollte je nach Fragestellung der folgende Gruppenumfang nicht

unterschritten werden:

. . . Bendtigtes n

Vergleich zwischen Effektstarke d fir OS BMD

log(CK-Wert) OS BMD KS 0,855 14
OS BMD ONS BMD -0,631 30

Tabelle 3.10: ideale GruppengréBe fiir die Gruppe OS BMD

3.6 Alterskorrelation

Es wurde fur alle Gruppen O<16 DMD, O<16 BMD, K<16, OS DMD, OS BMD,
KS, ONS DMD, ONS BMD, KNS, mittels Korrelationstest nach Pearson gepruft,

ob eine Korrelation zwischen dem Alter und dem CK-Wert besteht.

Gruppe nac'ffgg;?ggﬂ Signifikanz
0<16 DMD -0,108 0,277
0<16 BMD -0,496 0,051
K<16 -0,003 0,495
OS DMD -0,102 0,249
0S BMD -0,060 0,439
KS -0,140 0,094
ONS DMD -0,130 0,030*
ONS BMD -0,047 0,341
KNS 0,077 0,091

Tabelle 3.11: Alterskorrelation nach Pearson Ubersicht iiber die Signifikanzen
Zeichenerkldrung: *: signifikantes Ergebnis

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Alter und CK-Wert
besteht fur die Gruppe der obligat nicht schwangeren DMD-Konduktorinnen
(ONS DMD) p = 0,02994 fur a < 0,05.
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Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betragt: r = —0.13007.

Fir alle anderen Gruppen liel3 sich keine Signifikanz auf dem a < 0,05 Niveau
zeigen.

Aulerdem wurde flr alle Gruppen eine grafische Darstellung angefertigt. In
dieser wurde dem Alter einer jeden Frau der jeweilige CK-Wert zugeordnet. Fur
die Gruppen der unter 16 Jahre alten Teilnehmerinnen ergab sich, dass diese
Gruppen sehr heterogen in ihrer Altersverteilung sind. Es lasst sich folgende
grobe Tendenz feststellen: In allen Gruppen, mit unter 16 Jahre alten Frauen,
ist der CK-Wert umso hoher, je junger die Frau zum Zeitpunkt der Bestimmung
war. Diese grobe Tendenz Iasst sich jedoch statistisch nicht beweisen. Es
wurde aufgrund der optisch sehr inhomogenen wirkenden Datenverteilung auf
eine weitere Auswertung fur die folgernden Gruppen verzichtet: O<16 DMD,
0<16 BMD, K<16.

3.7 Berechnung der Regressionsgleichung

Da sich fir die Gruppe ONS DMD zeigen lies, dass eine Korrelation zwischen
Alter und log (CK-Wert) vorliegt, Iasst sich nun fur diese Gruppe eine lineare
Regressionsgerade konstruieren. Das Alter ist die unabhangige Variable und
der log (CK) die abhangige Variable.

Allgemein gilt fir eine lineare Regressionsgerade:
y=f(x)=a+bx*x (3.1)

Es ergeben sich fur die lineare Regressionsgerade folgende Koeffizienten:
Der Ordinatenabschnitt betragt a = 2,59152 und der Regressionskoeffizient

betragt b = —0,00338. Es lasst sich also folgende Gleichung aufstellen:

y = f(x) =2,59152 4+ (—0,00338 * x)
(3.2)
mity ... log(CK) und x ... Alter

Grafisch stellt sich die Regressionsgerade wie folgt dar:
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Abbildung 3.3: Regressionsgerade mit 95 % Konfidenzintervall fiir die Gruppe der

heterozygoten DMD-Frauen; Darstellung der Altersabhéngigkeit

3.8 Alterskorrektur

Fir die Gruppe obligater Konduktorinnen DMD, nicht schwanger, wurde

festgestellt, dass es mit zunehmendem Alter zu einer signifikanten Abnahme
der CK-Werte kommt (Kapitel 3.6). Es konnte folgende lineare

Regressionsgerade bestimmt werden (Kapitel 3.7):

y = f(x) =2,59152 + (—0,00338 * x)
(3.2)

mity ... log(CK) und x ... Alter

Diese Gleichung wird bei der Berechnung der Odds Ratio bertcksichtigt, um

eine exaktere Aussage bezuglich der Wahrscheinlichkeit zu erreichten, ob eine
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Frau in Bezug auf ihren CK-Wert eher als Konduktorin oder als homozygot

gesunde Frau einzuordnen ist.

3.9 Odds Ratio

Die Berechnung der Odds Ratio dient dazu die relative Wahrscheinlichkeit einer
Frau zu errechnen, welcher Gruppe aus einer Grundgesamtheit sie zugehort.
Die Bestimmung der Odds Ratio ist somit Grundlage fur jede Risikoberechnung.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Gruppen ONS
DMD, ONS BMD und KNS, sowie OS DMD und KS signifikant bezlglich der
Verteilung des logarithmierten CK-Werts unterscheiden. Es ist somit
epidemiologisch moglich, aus den erhobenen Daten, Ruckschlisse auf die
Grundgesamtheit vorzunehmen und Wahrscheinlichkeiten, die fur die Beratung
von Frauen in DMD oder BMD Familien relevant sind, zu berechnen.

Grafische Darstellung der Odds Ratio:

--------- heterozygot

2,5

2 o
1,5 -

1 4
0,5 -

. e ‘

10 1000 10000

CK-Wert in [U/]]

Abbildung 3.4: grafische Darstellung der Odds Ratio
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Die Odds Ratio ist der Quotient aus der Wahrscheinlichkeit Ubertragerin,
heterozygot (y;.:) zu sein, dividiert durch die Wahrscheinlichkeit nicht Tragerin
also gesund (yg.s) zu sein:

Odds Ratio = ﬁ (3.3)

Die Wahrscheinlichkeiten fur y,.. und yg., lassen sich aus den
Normalverteilungskurven berechnen. Die Normalverteilung ist durch folgende

Gleichung definiert:

y = f(x) = 1 * e_%(x?Tu)z

o*\ 2T

(3.4)
mit y ... Mittelwert und o... Standardabweichung

Aus den Gleichungen (3.3) und (3.4) ergibt sich:

L Ay’
2\ o
*@ het
Ohet*V2T

Odds Ratio = 2het =

Yges

2
_1(X~Hges

1 e 2< oges > (3.5)

Oges*V2m

mit x ...log(CK)

oder:

_1(10g(x)—uhet)2
1 *e 2 ahet
. Yhet Opet*V2m
0dds Ratio = = >
Yges _1(10g(x)—ﬂges>
1 «e 2 Oges
Uges*\/ﬁ

(3.6)

mit x ... CK-Wert

Es lassen sich die oben erlauterten Formeln grafisch als zwei
Normalverteilungen darstellen. Der Quotient der beiden Normalverteilungen, die
Odds Ratio, ist grafisch eine Parabel. Fur die Risikoabschatzung sind allerdings
nur Werte von Interesse, die sich rechts vom Hoch- oder Tiefpunkt befinden.

Dies wurde in den folgenden grafischen Darstellungen bertcksichtigt.
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3.9.1 Normalverteilung und Odds Ratio fiir nicht schwangere
Frauen fur die Risikoabschatzung bei BMD

Far die Gruppen KNS und ONS BMD sind: gy,.; = oons svp = 0,4108;  pper =
Hons BMD = 2,3199;  0ges = Okns = 0,2075;  Uges = tkns = 1,9597:

——KNS oo ONS BMD
2,5
2
/ \\
1 \ ....... :
0,5 o k‘.... -...
O .............
10 100 1000 10000

CK-Wert in [U/]]
Abbildung 3.5: Normalverteilungen fiir nicht schwangere Frauen, Kontrollen und BMD Carrier

Frauen nicht schwanger BMD

1000

.
.
oo

100

10 nicht Carrier

Odds Ratio

0,1 ......... Carrier

N
0,01 ~

™~

0 100 200 300 400 500 600
CK-Wert in [U/]

0,001

Abbildung 3.6: Odds Ratio fiir nicht schwangere Frauen; Kontrollen und BMD Trégerinnen
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3.9.2 Normalverteilung und Odds Ratio fiir schwangere Frauen

fur die Risikoabschatzung bei DMD
Far die Gruppen KS und OS DMD sind: oy = 0ospmp = 0,4035;  Uper =
HospMp = 2,2777; Oges = 0ks = 0,1794; piges = pxs = 1,8469:

2,5

1,5 /

10 100 1000 10000
CK-Wert in [U/]]

Abbildung 3.7: Normalverteilungen fiir schwangere Frauen, Kontrollen und DMD Trégerinnen

Frauen schwanger DMD

1000

100

nicht Carrier

10

Odds Ratio

0’1 ......... Carrier

RN

0 100 200 300 400
CK-Wert in [U/]

0,01 ~

0,001

Abbildung 3.8: Odds Ratio fiir schwangere Frauen, Kontrollen und DMD Trégerinnen
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3.9.3 Normalverteilung und Odds Ratio fiir nicht schwangere

Frauen fur die Risikoabschatzung bei DMD

Fir nicht schwangere Frauen aus DMD Familien wurde die Odds Ratio

Berechnung mit der Gleichung der linearen Regressionsgeraden erweitert.

Diese Erweiterung der Gleichung bertcksichtigt die in (Kapitel 3.6) bewiesene

Altersabhangigkeit des CK-Werts. Folgende Gleichungen ergeben sich nun fur

die Odds Ratio:

Far die lineare Regressionsgerade gilt allgemein:
y=f(x)=a+bx*x

Es ergibt sich folgende Gleichung fur die lineare Alterskorrektur:

log(CKkorr) = 1og(CKLabor) - (aAlter - JzAlter) * b

Und speziell fir die Gruppe ONS DMD:

log(CKyorr) = 108(CKap0r) — (Aatter — Xaiter ons pbMD) * Dons pmD

Es Iasst sich nun Gleichung (3.9) in die Gleichung (3.6) einsetzen:

0dds ratio = 2oNSDMD _
YKNS

_ 2
_1((1og(*abor)~(@Aiter—FAlter ONS DMD)*PONS DMD) ~HONS DMD)

1 e ? OONS DMD
OQNS DMD*V2T
2
_1<1°g(xLabor)—ﬂKNs>
1 e ? OKNS
OKNS*V2T
mit ... Xaeer onspmp = 40,19; bonspmp = —0,00338;  pons pmp =

2,4‘556, OONS DMD = 0,4‘316, HKNS = 1,9597, OKNS = 0,2075

Um das Ausmal} der Alterskorrektur grafisch darzustellen, wurden fir die
Gruppe ONS DMD zwei Normalverteilungskurven erstellt. Das ausgewahlte

Alter stellt das Minimum (16 Jahre) und das Maximum (85 Jahre) der

Altersverteilung der Gruppe ONS DMD dar.
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——KNS e ONS DMD 85 Jahre - --0ONS DMD 16 Jahre

2,5

CK-Wert in [U/]]

Abbildung 3.9: Normalverteilungen fiir nicht schwangere Frauen, Kontrollgruppe und DMD
Tragerinnen mit Berticksichtigung der Altersabhéngigkeit

Frauen nicht schwanger DMD

1000 =
100 2T 16 Jahre:
«f"%"'. nicht Carrier
2 10 == = - - —Carrier
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© ...-;'/
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Abbildung 3.10: Odds Ratio fiir nicht schwangere Frauen, Kontrollgruppe und DMD Trégerinnen
mit Berticksichtigung der Altersabhangigkeit
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3.10 Odds-Ratio Tabellen fur das Programm LINKAGE

Klinische Relevanz erhalten die ermittelten Daten durch die Erstellung von
Tabellen fir das Programm LINKAGE. Dieses Programm dient zur
Risikoberechnung in Familien mit Duchennescher und Beckerscher

Muskeldystrophie.

DMD nicht schwanger:

Alter
20 30 40 50 60 70 80
Odds Ratio
31,6 1,5 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
39,8 1,6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
50,1 1,7 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
63,1 1,8 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
79,4 1,9 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3

1000 20| 02 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4

125,9 % 2,1 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5

CK [in U/

o
158,56 = 2.2 0,7 0,8 0,8 0,8 0,9 0,9 0,9

199,5 2,3 1,6 1,7 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8

251,2 24 4,4 4,5 4,5 4,6 4,6 4,5 4,5

316,2 25 | 14,2 14,3 14,2 14,0 13,8 13,5 13,1

398,1 26 | 553 | 543 | 531 51,6 | 49,8 | 47,8 | 456

501,2 2,7 | 256,6 | 247,7 | 237,7 | 226,8 | 215,0 | 202,5 | 189,6

Tabelle 3.12: Odds Ratio in Abhdngigkeit vom CK-Wert bzw. Log CK-Wert fiir DMD nicht
schwanger
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DMD schwanger:

Odds Ratio

31,6 1,5 0,2
39,8 1,6 0,2
50,1 1,7 0,2
63,1 1,8 0,2
79,4 1,9 0,3

S 100,0 < 2,0 0,5

£ 125,9 E: 2,1 1,1

O 158,5 2,2 3,0
199,5 2,3 10,8
251,2 2,4 49,2
316,2 2,5 288,7
398, 1 2,6 2171,4
501,2 2,7 20959,5

Tabelle 3.13: Odds Ratio in Abhéngigkeit vom CK-Wert bzw. Log CK-Wert fiir DMD schwanger

BMD nicht schwanger:

Odds Ratio

31,6 1,5 0,3
39,8 1,6 0,3
50,1 1,7 0,3
63,1 1,8 0,3
79,4 1,9 0,3

S 1000 < 2,0 0,4

i 125,9 8 2,1 0,6

) 158,5 2,2 0,9
199,5 2,3 1,9
251,2 24 4,7
316,2 2,5 13,6
398,1 2,6 46,7
501,2 2,7 190,9

Tabelle 3.14: Odds Ratio in Abh&ngigkeit vom CK-Wert bzw. Log CK-Wert fiir BMD nicht
schwanger
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3.11 Odds Ratio =1

Um die Schnittpunkte der beiden Normalverteilungen, oder anders ausgedruckt

die Punkte bei denen die Odds Ratio den Wert 1 annimmt zu bestimmen,

wurden sowohl die allgemeine Odds Ratio Formel (3.6) als auch die Formel fur

die Altersabhangigkeit (3.10) berlcksichtigt.

Die Formeln werden mit 1 gleichgesetzt und nach x aufgeldst.
Es ergeben sich folgende Umformungen:

Fir die Formel (3.6) gilt:

_1(10g(x)—uhet)2

1 2 3
*e het
0dds Ratio = et = ZhetV% =1
Yges _1(198C)~ges)*
1 xe 2 Jges
Uges*\/ﬁ
_l(log(x)—#het)z+1(1°g(x)—ﬂges)2
Ohet _ e 2 Ohet 2 dges
Oges
2
2 % 1n (ahet) _ (log(x)—uhet)z + (log(x>—uges>
Oges Ohet Oges
Ohet 2 2 — 2 2 2
2 *1n <%> * 0 ges ¥ 0 het = 0 pet * (IOg(x) - #ges) — 07 ges *

(log(x) — Unet)?

2xIn (:ZZ) * Uzges * 0% per = log?(x) * 0% per — 2log(x) * Hges * 0% pee +

2 2 2 2 2 2 2
B ges * O et —log®(x) x o ges+210g(x) *Unet * 0" ges — U ot * O ges

Substitution: y = log(x):

Ohet 2 2 — 2 2 2 2
2*1n< >*U ges ¥ 0 het =Y (x) 0o het_ZY(x)*ﬂges*a het T 1 ges ¥

Oges
2 2 2 2 2
0 %het — Y (x) * 0% ges + ZY(x) *Unet * 0" ges — K pot

Ohe
yz(azhet - nges) + Y(Zﬂhet * Uzges - Zﬂges * Gzhet) —2xIn (ﬂ) *

Oges

2 2 2 2 2 2
0 ges ¥ 0 het T U ges*a het — M pet * 07 ges

Es wird nun die obige quadratische Gleichung mit der allgemeinen Form

y?a + yb + ¢ mit Hilfe der Mitternachtsformel bestimmt:
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__ —btVb2%-4ac
Vi2 = 2a
mit...
— 2 a2 .
@ = 0%het = 0 ges; (3.18)
— 2 2 .
b= 2,uhet * 0 ges — Zﬂges * 0" hets
_ Ohet 2 2 2 2 2 2
C__2*1n< )*Gges*ahet+ﬂges*o-het_l’lhet*o-ges
Oges
*(2#her*02ges*2Mges*Uzhez)ij(2#her*02ges*2Mges*UZhez)z*4(02herazges)*(*Z*ln(ﬁ)*Uzges*lfzher+#2ges*02hez*#zhet*Udes) (3 19)
Y12 = 2(0%het-07ges) '
Resubstitution: y = log(x)
X1/2 =
-(Z#her*azgerzﬂyesmzhet)iJ(Z#her*azges—Zﬂyeswzhet)z-4(02her—ﬂzyes)*<-2*1"(g;f§)*"2993*"2het*"zgewzhef"‘zher*azg‘”) (320)
10 2(02 per-02 ges)

Es ergeben sich nun folgende Werte fur die einzelnen Gruppen:

Das Ergebnis besteht fur jede Gruppe aus 2 x-Werten: x, ,, es wird allerdings

nur der klinisch relevante x-Wert als Ergebnis dargestellt:

Gruppe: CK-Wert in [U/I]
KNS ONS DMD 170,9
KS OS DMD 123,0
KNS ONS BMD 161,7

Tabelle 3.15: CK-Wert bei Odds Ratio = 1 fiir die einzelnen Gruppen
Far die Formel (3.10) gilt:

0dds Ratio = ZoNspMp —
VKNS

_ 2
_1((1og(xtabor) = (@Alter—%Alter ONS DMD)*PONS DMD) = HONS DMD)
2

N S TONS DMD 3.10
xe .
TONS DMD*V2T =1 ( )
5 =
_1(1°g(xLabor)—#KNs)
1 _e? OKNS
OKNS*V2T

Substitution: pper = (@ajer — Xalter ons pMp) * Pons pmp + Hons DMD

Mit dieser Substitution ergibt sich dieselbe Form wie fur die Gleichung (3.6).

Auf die Herleitung im Detail wird daher verzichtet.

39



Ergebnisse

Fir die Lésungsformel der quadratischen Gleichung ergeben sich folgende
Glieder:
—-b+VbZ—4ac

2a

V12 =
mit...

_ 2 2.
a = 0"oNSDMD — O "KNS;

3.21)
— 2 2 .
b = 2pet * 0°kns — 2HxNs * 0 oNs DMD;
_ OONS DMD 2 2 2 2 2
c=—2x ln(—crst ) * 0“kNs * 0“onsDMD T MU kns * 0 “oNsDMD — M por *
2
O KNS
~(21per o KNS=2HKNS* 02 ONS DMD)ij(zl‘het‘azKNS—zﬂKNS‘”zONSDMD)Z‘4(020NS DMD_”ZKNS)‘(_2‘1"(%)‘”2KN5‘”20NSDMD*HZKNS‘”ZONSDMD‘Mzhet‘quNS)
X172 =10 2(o%ons DMD =07 KNs) (322)
Resubstitution: y = log(x)
e ) ) [ ) T ——) .
m< T : : > (3.23)

Es ergeben sich in Abhangigkeit vom Alter folgende Werte:
Das Ergebnis besteht fir die Gruppen KNS und ONS DMD aus 2 x-Werten: x; ,,

es wird nur der klinisch relevante x-Wert als Ergebnis dargestellt:

Alter: CK-Wert in [U/1]
20 175,6
40 170,9
60 167,1
80 164.,4
Tabelle 3.16: CK-Wert bei Odds Ratio = 1 mg A/;\gerskorrektur fur die Gruppen KNS und ONS
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Odds Ratio = 1 ONS DMD / KNS
Altersabhéangigkeit
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175 \
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£
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S
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Alter

Abbildung 3.11: grafische Darstellung des Ergebnisses flir die Gruppen KNS und ONS DMD
Odds Ratio = 1

3.12 Sensitivitat und Spezifitat der CK-Bestimmung

Es wird im Folgenden die Sensitivitat und Spezifitat der CK-Wert Bestimmung
ermittelt. Sie werden fur folgende Gruppen im Vergleich bestimmt: KNS ONS
BMD (nicht schwangere Frauen BMD), KS OS DMD (schwangere Frauen
DMD), KNS ONS DMD (nicht schwangere Frauen DMD). Als Grenzwert fur die
Zuteilung nach dem CK-Wert zu den jeweiligen Gruppen werden die Odds=1
Werte benutzt.

Tabelle Ubersicht Grenzwerte:

Gruppen: Grenzwerte der CK in [U/I]
KNS; ONS BMD 161,7
KS; OS DMD 123,0

: 170,9*
KNS; ONS DMD *Dieser Wert wird alterskorrigiert

Tabelle 3.17: Odds Ratio in Abhdngigkeit vom CK-Wert bzw. Log CK-Wert fiir DMD nicht
schwanger

Es ergeben sich folgende Vierfeldertafeln fur die einzelnen Gruppen:
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KNS ONS BMD:

BMD liegt vor BMD liegt nicht vor Summe
Test positiv 40 27 67
Test negativ 38 276 314
Summe 78 303

Tabelle 3.18: Vierfeldertafel (iber die Fallzahlen bei BMD nicht schwanger

Die Sensitivitat betragt somit 40/78 = 51,3 %
Die Spezifitat betragt somit 282/309 = 91,1 %

KNS ONS DMD:

DMD liegt vor DMD liegt nicht vor | Summe
Test positiv 133 24 157
Test negativ 77 279 356
Summe 210 303

Tabelle 3.19: Vierfeldertafel (iber die Fallzahlen bei DMD nicht schwanger

Sensitivitat der betragt somit 213/135 = 63,3 %
Die Spezifitat betragt somit 285/309 = 92,1 %

KS OS DMD:

DMD liegt vor DMD liegt nicht vor Summe
Test positiv 28 5 33
Test negativ 18 85 103
Summe 46 90

Tabelle 3.20: Vierfeldertafel (iber die Fallzahlen bei DMD schwanger

Sensitivitat der betragt somit 213/135 = 60,9 %
Die Spezifitat betragt somit 87/94 = 94,4 %
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4 Diskussion

4.1 Der ideale diagnostische Test

Ein idealer diagnostischer Test zur Bestimmung des Ubertragerstatus fiir die
Beckersche und Duchennesche Muskeldystrophie sollte passenderweise nur
zwei konkrete Werte annehmen. Bisher schafft dies kein diagnostischer Test.
Eine Entscheidungshilfe im Sinne einer Ja-Nein-Klassifikation 1asst derzeit auf
sich warten. Die Bestimmung der Creatin-Kinase liefert kein absolutes Ergebnis
0 % oder 100 % heterozygot. Unter den diagnostischen Tests, die
Serumenzyme verwenden, ist die Bestimmung des CK-Werts die sensitivste
Methode (Ebashi et al. 1959). Die Detektionsrate betragt ca. 70 % (Thompson
et al. 1967). Durch das Anwenden des Bayestheorem und der Verwendung der

Odds Ratio wird jedoch jeder CK-Wert zu einer sinnvollen Information.

4.2 Neubewertung des CK-Werts

Die Bestimmung des CK-Werts bei 37 °C liefert deutlich hdhere Ergebnisse, als
frihere Bestimmungsmethoden bei geringerer Temperatur (Schumann et al.
2002; Stromme et al. 2004). Durch statistische Methoden, wie sie aus der Arbeit
von Gale and Murphy (1978) bekannt sind, konnten bereits vor der Entstehung
dieser Arbeit, die fur die Risikoberechnung notwendige Odds Ratio durch
geeignete Approximationen an das neue Bestimmungsverfahren angepasst
werden (Grimm and Fischer 2011). Die hier neu entstandenen Tabellen zeigen
vor allem im Bereich der hohen CK-Werte deutliche Abweichungen von den hier
entstandenen Tabellen und Formeln. Das Problem liegt vor allem in der
Schatzung der Varianz fur die Gruppe der obligaten Konduktorinnen. Die hier
bestimmten Verteilungen der CK-Werte konnten durch ihren groRen Umfang an

Fallen eine gute Grundlage fur diese bieten. Die Reevaluation der CK-Werte ist
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also eine Verbesserung der bisher bestehenden Datengrundlage, die flr die

Risikoberechnung zur Verfliigung stand.

4.3 Altersabhangigkeit

4.3.1 Altersabhangigkeit des CK-Werts bei Konduktorinnen fir
die Muskeldystrophie Duchenne

Es konnte fur Frauen, die heterozygot fur die Duchennesche Muskeldystrophie
sind, gezeigt werden, dass der CK-Wert mit zunehmendem Alter abnimmt.
Ahnliche Ergebnisse konnten bereits von anderen Autoren beobachtet werden
(Apacik 1988; Keller 1996; Lane and Roses 1981; Nicholson et al. 1979; Zatz
and Otto 1980). In den Formeln fur die Odds Ratio Berechnung konnte dieses
Verhalten implementiert werden. Dieses Vorgehen soll einer moglichst genauen

Risikoberechnung Rechnung tragen.

4.3.2 Altersabhangigkeit des CK-Werts bei Konduktorinnen fur
die Beckersche Muskeldystrophie

Far die Muskeldystrophie Becker war eine Alterskorrelation nicht signifikant. Der
p-Value lag bei 0,341 das Signifikanzniveau von a < 0,05 wurde somit deutlich
verfehlt. In der Dissertationsschrift von Heike Keller (1996) konnte allerdings
eine signifikante Regressionsgerade bestimmt werden. Die Gruppe bestand aus
76 nicht schwangeren obligaten Ubertragerinnen fiir BMD. Die GruppengréRe in
dieser Arbeit war mit 78 Frauen in ihrem Umfang durchaus vergleichbar.
AbschlieRend bleibt zu sagen, dass die Frage, ob bei der Beckerschen
Muskeldystrophie eine Altersabhangigkeit des CK-Werts besteht, noch nicht

abschlie3end geklart werden kann.

4.3.3 Altersabhangigkeit des CK-Werts in der Kontrollgruppe
Die Altersabhangigkeit bei den nicht schwangeren Kontrollen verfehlte das
angestrebte Signifikanzniveau mit « < 0,05. Der p-Value betragt hier 0,091. Es

ist mit zunehmendem Alter ein leichter Anstieg der Serum-Creatin-Kinase zu
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beobachten. Die Steigung einer mdglichen Regressionsgerade fallt allerdings
sehr gering aus. Vergleicht man den Betrag der Steigung mit dem, der bei den
nicht schwangeren DMD-Carriern vorliegt, fallt diese sehr gering aus. In 100
Frauenjahren kommt es zu einem Anstieg von 7,66 U/l. Lane und Roses (1981)
teilten in ihrer Arbeit die Gruppen nochmals in Frauen vor und nach der
Menopause ein. Sie wahlten fur den Eintritt der Menopause ein Alter von 40
Jahren. Auch dieses Vorgehen konnte keine signifikante Alterskorrelation fur
die Kontrollgruppe nicht schwangerer Frauen zeigen. Die Anzahl der
untersuchten Frauen, die alter als 15 Jahre waren, betrug 86. In der
vorliegenden Arbeit betrug das N 303 und Ubersteigt die Anzahl deutlich. In der
Arbeit von Stromme et al (2004) wurde die CK-Wert Bestimmung bereits nach
der 37 °C Methode durchgefuhrt. Hier konnte mit einer Gruppengrof3e von 1048
Kontrollen keine Altersabhangigkeit gezeigt werden. Zusammenfassung: In
dieser Arbeit kann keine Altersabhangigkeit des CK-Werts flr nicht schwangere
Frauen gezeigt werden, was die Arbeit von Stromme et al bestatigt. Falls eine

Altersabhangigkeit besteht, fallt diese wohl sehr gering aus.

4.4 Schwangerschaft

In der Beratung schwangerer Frauen bezuglich ihres Konduktorinnenstatus fur
die Beckersche und die Duchennesche Muskeldystrophie gab es bisher keine
aussagekraftigen Daten.

Es wurde allerdings bereits von mehreren Autoren beschrieben, dass es in der
Schwangerschaft zu einem Abfall der CK-Werte kommt (Blyth and Hughes
1971; Bundey et al. 1979; Emery and King 1971; King et al. 1972; Smith et al.
1979).

4.41 Schwangerschaft bei Konduktorinnen DMD

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Serum-Creatin-Kinase Werte
sowohl flr Konduktorinnen der Duchenneschen Muskeldystrophie als auch fur

gesunde Frauen (Kontrollgruppe) im Vergleich mit Frauen, die nicht schwanger
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sind, hochst signifikant niedriger sind. Der p-Value betragt fur beide Gruppen
0,001.

FiUr die Duchennesche Muskeldystrophie gelang es, aufgrund der Analysierten
46 Falle, eine aussagekraftige Datenbasis fur eine Odds-Ratio Berechnung zu
schaffen. Mittels der Datenlage war es fur die Muskeldystrophie Duchenne
mdglich, die Odds Ratio fir Frauen zu bestimmen, die zum Zeitpunkt der
genetischen Beratung bereits schwanger sind. Die Erstellung der Formel fur die
Bestimmung der Odds Ratio ist fur die Beratung von schwangeren ein Novum

und fir die humangenetische Beratung eine Bereicherung.

4.4.2 Schwangerschaft bei Konduktorinnen BMD

Fir die Beckersche Muskeldystrophie blieb die Gruppengrofle mit 9 Frauen zu
klein um valide Aussagen zu treffen. Die Analyse der Mittelwerte flr diese
kleine Gruppe lasst lediglich vermuten, dass sich der CK-Wert auch fur
Ubertragerinnen der Beckerschen Muskeldystrophie wahrend einer
Schwangerschaft erniedrigt. Es wurde aus den hier ermittelten statistischen
Malzahlen der Mindestumfang fir diese Gruppe berechnet, damit signifikante
Unterschiede nachgewiesen werden konnen. Fur zukinftige Auswertungen

bleibt zu hoffen, dass die Fallzahl hoher ist, als in dieser Arbeit.

4.5 Normwerte oder Odds Ratio unter
Berucksichtigung der Testsensitivitat

Die hier bei dem als Grenzwert festgelegten Wert fir Odds=1 wurde eine
Sensitivitat von ca. 60 % bei der Duchenneschen Muskeldystrophie und von ca.
50 % bei der Beckerschen Muskeldystrophie erreicht. Dies entspricht den in der
Literatur verfiUgbaren Angaben Uber die Testsensitivitat, die bei der Creatin-
Kinase Bestimmung erreicht werden kénnen (Davie and Emery 1978; Emery et
al. 1967; Gardner-Medwin et al. 1971; Skinner et al. 1975).

Da sich die Verteilungen der log(CK-Werte) in weiten Bereichen

uberschneiden, scheint es nicht sinnvoll, dass allein die Angabe von

Normbereichsgrenzen flr den CK-Wert der humangenetischen Risikoermittlung
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gerecht wird. Es wurden daher die Schnittpunkte der Normalverteilungen
ermittelt. An diesen Schnittpunkten nimmt die Odds Ratio den Wert 1 an. Diese
Werte stellen keine absoluten Grenzen dar, allein durch die mathematische
Definition der Odds Ratio darf dies nie der Fall sein. Der Wert stellt vielmehr
das Verhaltnis von verschiedenen statistischen Risiken dar. Jedem CK-Wert
kann eine bestimmte Odds Ratio zugeordnet werden. Wenn die Odds Ratio
einen Wert groRer eins annimmt, kann davon ausgegangen werden, dass eine
erhohte Wahrscheinlichkeit besteht, dass es sich um einen pathologischen
Creatin-Kinase Wert handelt. Eine Zugehdrigkeit zum Kollektiv der

Ubertragerinnen wird wahrscheinlicher.

4.6 Die Bedeutung des Creatin-Kinase Werts fur die
humangenetische Beratung

Jegliche Tests und Methoden, die zur Identifikation von Ubertréagerinnen der
Duchenneschen und Beckerschen Muskeldystrophie herangezogen werden,
dienen der Verringerung der Inzidenz dieser Erkrankungen. Da bis heute keine
kausale Therapie der Muskeldystrophie Duchenne und Becker existiert. Stellt
die genetische Beratung und die Bestimmung des individuellen
Heterozygotenrisikos mitunter die einzige Moglichkeit dar um die Anzahl der
Neuerkrankungen zu erniedrigen.

Die CK-Wert Bestimmung ist vor allem durch die sehr sensitiven
molekulargenetischen Verfahren in letzter Zeit immer unbedeutender geworden.
Die genetischen Verfahren kommen allerdings nicht in allen Fallen zu einem
sicheren Ergebnis. In ca. 2 % kann trotz MLPA und Sequenzierung die
ursachliche Mutation nicht gefunden werden (Deburgrave et al. 2007).

Fir diese Frauen kann die Bestimmung des CK-Werts durchaus nutzliche
Informationen liefern. Allerdings sollten nicht anhand von absoluten
Grenzwerten Entscheidungen getroffen werden. Vielmehr sollte die Errechnung
der individuellen Odds-Ratio als ein Baustein von vielen in die

Risikoberechnung mit einflieRen.
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Die DNA basierenden Verfahren sind im Vergleich zu der CK-Bestimmung sehr
teuer. Nicht immer muss eine solch teure Untersuchung notwendig sein. Wenn
z. B. die klassische Risikoberechnung schon sehr geringe oder sehr grol3e
Risiken ermitteln kann.

Somit kann die CK-Wert Bestimmung, auch wenn Sie immer unwichtiger
erscheint, in einfachen und auch schwierigen Fallen eine Bereicherung sein und

korrekt angewandt, zu guten Ergebnissen fuhren.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit analysiert die Serum-Creatin-Kinase Spiegel von Konduktorinnen
der Duchenneschen und Beckerschen Muskeldystrophie. Besonderes
Augenmerk dieser Arbeit liegt auf den CK-Werten von schwangeren
Konduktorinnen fur die Muskeldystrophie Duchenne und Becker. Es werden
Unterschiede im CK-Wert zwischen Schwangeren und nicht Schwangeren
aufgezeigt. Die Berechnung der Odds-Ratio fur die Gruppen der schwangeren
Frauen soll es ermdglichen, auch nach bereits eingetretener Schwangerschaft,
eine mdglichst genaue Ermittlung des Carrierstatus durchzuflihren. Die CK-
Werte wurden auch flr nicht schwangere Frauen reevaluiert.

Es wurden retrospektiv Uber einen Zeitraum von 7 Jahren Daten fur die CK-
Werte von Frauen gesammelt und ausgewertet, bei denen es innerhalb der
Familie zu Fallen von Beckerscher oder Duchennescher Muskeldystrophie kam.
Die Bestimmung der Serum Creatin-Kinase erfolgte nach der von der IFCC
empfohlenen Methode bei 37 °C.

Die Auswertung der Daten erfolgte nach folgenden Kriterien. Es wurden
folgende Gruppen gebildet: Muskeldystrophie Duchenne, Muskeldystrophie
Becker und Kontrollen. Innerhalb dieser Gruppen wurden zwei Altersgruppen
gebildet. Die Altersgrenze lag bei 16 Jahren. Schwangere Frauen wurden
getrennt von Frauen bei denen keine Schwangerschaft bestand analysiert.

Die gewonnenen Daten wurden nach folgenden Gesichtspunkten ausgewertet:
Die CK-Werte wurden logarithmiert, um einer Normalverteilung zu entsprechen.
Die logarithmierten Creatin-Kinase Werte aller Gruppen waren normalverteilt.
Die Verteilung der Daten innerhalb der relevanten Gruppen unterschied sich
signifikant voneinander.

Die Anzahl der ausgewerteten CK-Werte fur die Gruppe der schwangeren BMD
Ubertragerinnen war deutlich zu klein. Es wurde der Mindestumfang fiir diese
Gruppe ermittelt, um in zukunftigen Analysen signifikante Ergebnisse zu

erhalten.
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Fir die Gruppe der nicht schwangeren Ubertragerinnen fiir die Duchennesche
Muskeldystrophie bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen Alter und
CK-Wert. Es konnte eine Regressionsgerade bestimmt werden und anhand
dieser eine Alterskorrektur durchgefuhrt werden.

Die Odds Ratio, die anhand des CK-Werts einer Frau errechnet wird, ist ein
Element fur die individuelle Risikoberechnung. Es liel3 sich anhand der
statistischen Kennwerte, Mittelwert y und Standardabweichung o, der einzelnen
Gruppen Formeln zur Berechnung der Odds Ratio herleiten.

AbschlieRend erfolgte die Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat der CK-

Wert Bestimmung.
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