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1. Einleitung und Zielsetzung

Ausgangspunkt meiner Untersuchung war die Beschreibung von altersabhingiger
reduzierter Rekombinationsrate bei Trisomie 21 durch Sherman et al (1994). Es wurde
gezeigt, dass die reduzierte genetische Rekombination mit einer erh6hten miitterlichen
Nondisjunktion in der Meiose I einhergeht (131).

Eine altersabhéngig reduzierte Rekombination fand sich auch bei Trisomie 16 und 18
(132,133).

Schon Mitte der 70er Jahre fanden sich erste Hinweise auf eine altersabhidngige
Zunahme von strukturellen Verdnderungen im X-Chromosom mit daraus folgender
chromosomaler Instabilitét (138).

Mit der vorliegenden Arbeit soll der Zusammenhang zwischen Alter und
Rekombinationsfrequenz fiir das X-Chromosom, speziell fiir den Genabschnitt Xp21.2
festgestellt werden. Verdnderungen in diesem Bereich der DNA-Sequenz fithren zu
Muskeldystrophien. Aufgrund von fehlender oder falscher Produktion des Gen-
produktes Dystrophin, werden die Muskelzellen mit zunehmenden Alter um- und
abgebaut, was bei der Duchenne Muskeldystrophie nach 2 Jahrzehnten zum Tod fiihrt.
Die Becker Muskeldystrophie ist nicht so progressiv ausgeprigt. Die Lebenserwartung
liegt nur geringfiigig unter der der Normalbevolkerung. Aus diesem Grund spielt die
genetische Beratung eine entscheidende Rolle. Durch zunehmendes Verstindnis der
molekularen Vorginge und Zusammenhidnge kann diese weiter prizisiert werden und

betroffenen Familien eine Entscheidungshilfe bieten.



2. Muskeldystrophie

Muskeldystrophien sind genetisch determinierte degenerative Myopathien mit
progressivem Verlauf (2). Sie bilden eine heterogene Untergruppe der primédren
Myopathien. Ihr Name verweist auf das ,,dystrophe* histologische Bild mit gestorter
Gewebearchitektur und mesenchymaler Proliferartion (Duchenne 1868, Erb 1884)(3).

2.1 Duchenne Muskeldystrophie (DMD)

Der Name der progressiven Muskeldystrophie geht auf den franzdsischen Arzt
Guillaume Duchenne zuriick, der 1861 seinen ersten Fall beschrieb. Abgesehen davon
schilderten aber schon davor der Italiener Conte und der Brite Meryon eigene Fille von
Muskeldystrophie, die erst spéter mit der Duchenne’schen gleichgesetzt wurden (120).

1879 beobachtete Gowers die ungewOhnliche Art der betroffenen Jungen vom
FuBlboden aufzustehen, indem sie sich mit den Hidnden an den Beinen abstiitzend an
sich selbst hochklettern. Dieses Merkmal wurde nach ihm als Gower’s Zeichen be-

nannt (120).

2.1.1 Epidemiologie

Von der DMD werden in aller Regel nur Jungen betroffen. Die Inzidenz liegt bei 1 auf
3500 (93) bzw. 4000 (3), wihrend die Prdvalenz bei 3-5 Erkrankten pro 100000
Einwohnern liegt (1,6).

Eine Studie aus Danemark konnte zeigen, dass dort die Inzidenz bei 1 von 5000 {iber 24
Jahre blieb, wihrend die Prdvalenz von 3,1 auf 5,5 stieg, wie gleichermallen die
Mortalitit von 4,7 auf 2,6 sank. Dieser Anstieg der Uberlebensrate konnte mit der
zunehmenden Moglichkeit der Beatmung auch zu Hause zusammenhéngen (16; s. S. 13:

2.1.7 Therapie)



2.1.2 Verlauf

Die Erkrankung beginnt durchschnittlich im 3. Lebensjahr (1,120). Zwischen dem 7.
und 12. Lebensjahr sind die meisten Patienten nicht mehr gehfahig; oft kommen auch
frithzeitig Kontrakturen hinzu (1,3,120).

Haufig versterben die Patienten Ende des 1. oder Anfang des 2. Lebensjahrzehntes an
Infekten der Atmungsorgane begiinstigt durch die schwache Interkostalmuskulatur und

Kyphoskoliose, seltener an Herzversagen und Marasmus (1,2).

2.1.3 Klinik

Muskulatur

Die Knaben fallen durch eine verzogerte, spéter stillstehende motorische Entwicklung
auf. Dies ist bedingt durch die Paresen der Beckengiirtel- und spéter auch Riicken-
muskeln, welche zur Hyperlordose der Lendenwirbelsédule fiihrt. Der Watschelgang ist
durch eine Schwiche des M. gluteus medius mit darausfolgendem positiven doppelten
Trendelenburg-Zeichen bedingt. Die schwache Oberschenkelmuskulatur erschwert das
Treppensteigen und Fahrradfahren und verursacht zusammen mit einer M. iliopsoas-
Schwiche das Gowers-Zeichen (s. S. 2: 2.1).

Durch paretische Bauchdecken und dem darausfolgendem Hervortreten des Unter-
bauches kommt es zum Erscheinungsbild einer Wespentaille.

Die Gnomenwaden entstehen aufgrund eine Pseudohypertrophie mit Fett und Bindege-
webeeinlagerung im M. gastrocnemicus; Beinkontrakturen fithren zu Spitzfu3stellung,
spater Streckhemmung in Knie und Hiifte.

Schultern und Arme sind meist erst im spéteren Verlauf betroffen. Hier fiihrt eine
Schwiéche zu Scapulae alatae. Erstaunlicherweise sind Hals-, Gesicht- und distale
Muskeln sowie die Spinkteren auch in den letzten Jahren noch kriftig (1,2,3,120).
Einige Patienten klagen iiber Muskelschmerzen (120).

Im Tiermodel wurde eine erhohte Empfindlichkeit von dystrophen Muskeln gegentiber
hohen mechanischen Kriften gefunden, obwohl es Anhaltspunkte gibt, dass sich auch
kranker Muskel an mechanischen Stress anpassen und darauf reagieren kann. Die

schidigenden Effekte traten v.a. bei élteren Tieren mit fortgeschrittenen Muskel-



faserdegenerationen auf (14). Beim Menschen konnte gezeigt werden, dass Dystrophin

eine schiitzende Funktion bei mechanischem Stress hat (78,79,80).

Herz

Bei sorgfiltigen Untersuchungen kann man bei bis zu 90% der DMD-Patienten eine
Beteiligung des Herzmuskels finden (1,106).

Die Bedeutung von Dystrophin fiir das Entstehen einer dilatativen Kardiomyopathie
ergibt sich durch die Interaktion dieses Proteins mit anderen Matrixproteinen.
Dystrophin ist ein Protein des Zytoskeletts, welches in allen Muskeltypen exprimiert
wird, so auch in den T-Tubuli der kardialen Myofibrillen. Es entsteht eine transmurale
fibrotische Umwandlung des linken Ventrikels v.a. in der posterolateralen und lateralen
linksventrikuldren Wand (2,3,120). Ebenso davon betroffen ist das Reizleitungssystem,
was zu inaddquater Sinustachykardie und Galopprhythmen fiihren kann (2,3). Diese
konnen durch eine beschleunigte AV-Uberleitung bedingt sein, welche bei 50% der
Patienten gefunden wurden (107).

Das EKG ist bereits in der Kindheit pathologisch. Es finden sich rechts prakordial
abnorm hohe R-Zacken, eine erhohter R/S Quotient und tiefe Q-Zacken in Ia,VL,V5-6
(2,3,108,109,110) sowie eine QT-Verldngerung auf 54 ms im Mittel und darausfolgend
ventrikuldre Arrhythmien vom Lown Grad III oder hoher (11).

Ein Cor pulmonale kann durch die unzureichende respiratorische Funktion und Skoliose

entstehen (3).

Magen-Darm-Trakt

Wegen der Beteiligung der glatten Muskulatur kann es zu Magenentleerungsstérungen
kommen (111). AuBerdem klagen DMD-Patienten hiufiger iiber gastrointestinalen Dys-
funktionen wie Dysphagie, Erbrechen und Wiirgreiz (5), welche wiederum Erndhrungs-

storungen begiinstigen.



Intelligenz

Die geistige Retardierung wurde schon frithzeitig im Zusammenhang mit DMD fest-
gestellt. Bei 30% (2,67) wurde ein Wechsler-IQ von unter 75 festgestellt (7). Der
Durchschnitts-IQ wurde durch zahlreiche Studien bei 85 bestétigt (120).

Es fand sich ein Zusammenhang zwischen der geistigen Beeintridchtigung und Muta-
tionen. Dabei zeigten 39% der DMD- und 12% der BMD-Patienten eine mentale Retar-
dierung sowie in einigen Fillen Autismus. Alle Patienten mit Deletionen aufwérts von
5¢ waren jedoch mental normal, wéhrend alle mit Deletionen die das 3° Ende ein-
schlossen Storungen aufwiesen. Jedoch fanden sich phénotypische Unterschiede bei
genotypisch identischen Deletionen bei Zwillingen, die auf eine Interaktion des

Dystrophins mit andern nukledren Genen hinweist (13).

Anisthesiezwischenfille

Im Zusammenhang mit Succinylcholingabe bei Routineoperationen traten bei
undiagnostizierten Kindern akut lebensgeféhrliche Herzprobleme, wie Tachyarrythmien
mit Hypotension oder Asystolie auf (9,17,18).

Ursdachlich wird eine Hyperkalidmie aufgrund einer Succinylcholin induzierten
Rhabdomyolyse angenommen. Bei spéteren Untersuchungen dieser Kinder fanden sich

sowohl DMD-Patienten als auch BMD-Patienten (9).

Therapiebedingte Symptome

Aufgrund von Steroidtherapien sind DMD-Patienten frakturgefdhrdet. 40 Monate nach
der Therapie zeigten die ersten von 33 Probanden Vertebralfrakuren, nach 100 Monaten
waren es bereits 75% (15). In diesem Zusammenhang, aber auch unabhingig davon
wurden hdufiger hormonelle Stérungen, wie Adipositas, Hypogenitalismus und Neben-

nierenrindeninsuffizienz gefunden (1,2).



2.1.4 Diagnostik

Klinische Untersuchung

Die Anamneseerhebung stellt einen wichtigen Schritt in Richtung Diagnosefindung dar.
Durch genaue Befragung und Untersuchungen konnen auch schon unspezifische
Zeichen, wie Miidigkeit, Myalgien oder mangelnde Ausdauer erkannt werden. Riick-
blickend konnen Eltern hdufig von einer Verzogerung der motorischen Entwicklung
berichten (3,120).

Um die Diagnose zu sichern eignet sich eines der nachfolgenden Verfahren, ggf. auch

die Kombination aus mehreren.

Blutwerte

Vor allem vor der Zeit der Genanalyse war die Bestimmung der Creatinkinase im
Serum von grofler Bedeutung. Bei DMD-Patienten sind die Werte massiv erhoht; es
sind 5000 —10000 U/dl moglich demgegeniiber 5 — 80 U/dl normal sind (1,2,120).
Erhohte Werte finden sich bereits bei Geburt und nehmen im Verlauf der Erkrankung
mit zunehmenden muskulidren Abbau ab. Bei 70% der Konduktorinnen fanden sich
ebenfalls erhohte CK-Werte (2).

Ende der 80er Jahre zeigte ein Screening bei Neugeborenen mittels Analyse des
Kreatinkinase-Gehaltes im Blut auf Filterpapier gute Ergebnisse. Kinder mit erhdhter
CK und deren Miitter konnten dann gezielt auf Deletionen/Duplikationen untersucht

werden (81).

Elektromyogramm (EMG)

Im EMG zeigt sich der myopatische Charakter der Erkrankung durch verkiirzte Dauer
und herabgesetzte Amplitude der Einzelpotentiale sowie ein relativ dichtes Aktivitats-
muster schon bei schwacher Anspannung (1,2,120). In degenerativ umgeformten

Muskeln ist keine Aktivitdt mehr ableitbar (silent area) (2).



Muskelbiopsie
Makroskopisch imponiert der dystrophe Muskel blasgelb, verschméchtigt und fettig

umgewandelt.

Histologisch finden sich zu Beginn der Erkrankung grofe UnregelmiBigkeiten -
atrophische neben kompensatorisch hypertrophen Fasern mit vermehrten, zentralen
Sarkolemmkernen, eine Zunahme des interstitiellen Bindegewebes und Fasereosino-
philie. Im Querschnitt finden sich 1,5 — 3,5% meist einzeln stehende, nekrotische Faser-
segmente, denen eine Erhdhung des intrazelluldren Calciums voraus geht. Spérliche
Leukozyteninfiltrate folgen.

Im Laufe der DMD finden sich spéter schollige Faserdegenerationen, die im
Endstadium durch eine erhebliche, unregelmidfige Fettgewebsvermehrung ersetzt
werden (1,3). Die Faserquerschnitte werden variabler und die Proliferation von Binde-
und Fettgewebe nimmt zu (3). Eine immunhistochemische Anfarbung fiir Dystrophin
gelingt nicht, da Dystrophin fehlt oder auf weniger als 3% der Norm reduziert ist (1,2).
Bei Konduktorinnen zeigt sich ein Mosaik aus dystrophinpositiven und —negativen
Fasern (3).

Histopathologisch kann man die DMD gut diagnostizieren, die Unterscheidung
zwischen BMD und anderen Muskelerkrankungen ist jedoch schwieriger (20).

Préanatale Muskelbiopsie unter sonographischer Kontrolle und folgender Immunofluo-
reszenzdarstellung des Dystrophins fanden zu Beginn der 90er Jahre Anwendung (19).
Durch Western-Blot kann eine quantitative Dystrophin-Bestimmung erfolgen (4, 20).

In der heutigen Zeit der Nukleinsdureanalyse wird die Muskelbiopsie jedoch immer

seltener notig.

Nucleinsdureanalyse

direkte DNA-Analyse

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine gute Moglichkeit um Genmutationen zu
entdecken und Mutationstrager zu screenen (83). Besonders geeignet ist die PCR bei
Deletionen, da hier die Bande auf der Gelplatte fehlt, wihrend es bei Insertionen und

Duplikationen zu quantitativer Vermehrung und folglich zu einer Verbreiterung der



Bande kommt, welche jedoch schwieriger auszuwerten ist. Fiir den Southern-Blot gilt
das selbe (3).

Inzwischen ist es gelungen iiber 98% der zu 70% auftretenden Deletionen mittels
multiplex PCR zu identifizieren (97,98). Das restliche Drittel an Punktmutationen kann
durch die von Roberts et al 1991 beschriebene Technik aus Lymphozyten-RNA erkannt
werden (99).

Mit Metaphase- und Interphase- FISH (fluorescence in situ hybridization) von
peripheren Blutlymphozyten lassen sich heterozygote Deletionen gut erkennen. Diese
Methode eignet sich damit zum Screening von Deletionstragern und zukiinftig vielleicht
auch zur Diagnostik fetaler Carrier (84).

Punktmutationen zu finden ist weitaus schwieriger als Deletionen. Bennett et al, 2001
entwickelten das DHPLC (denaturing high performance liquid chromatography)-
Screening sowie die direkte Sequenzierung und fanden bei 6 von 8 DMD-Patienten mit
negativer PCR-Suche nach groen DNA-Verdnderungen Punktmutationen die
krankheitsursdchlich sein kénnten. Damit wurde gezeigt, dass klinische Labors mit der
Suche nach Punktmutationen und Deletionen ihre Diagnose-Rate auf 92% erhdhen
konnen (22).

White et al, 2002 nutzten eine adaptierte Technik — MAPH (multiplex ampifiable probe
hybridiziation) — um jedes der 79 Exons zu analysieren und fanden so eine Duplika-

tionsrate von 6% in DMD-Patienten (82).

indirekte DNA-Analyse

Die Kopplungsanalyse eignet sich, wenn die direkte DNA-Analyse nicht moglich ist.
Dazu werden z.B. RFLP’s (Restriktionsfragmentlingenpolymorphismen) + Southern-
Blot oder Dinukleotidwiederholungen + PCR genutzt. Das Problem bei dieser Technik
stellt die Entkopplung durch Rekombinationen dar, weswegen hier ein hoheres Wissen

um Rekombination bei der Interpretation der Ergebnisse hilfreich sein kann.



RNA-Analyse

Mit der reversen Transkriptase-PCR (RT-PCR) kann man aus Muskel gewonnene
mRNA und nach deren Umschreibung in cDNA, diese amplifizieren und
gelelekrophoretisch auftrennen. Das Problem hierbei stellen Keimzellmosaike dar,
wobei die Mutationen weder in der Muskel mRNA noch in der Blutzell-DNA

vorhanden sind (3). In diesen Féllen kann es zu falsch negativen Ergebnissen kommen.

Diagnostik von Konduktorinnen

Die Bestimmung der CK zeigt nur bei 70% der DMD-Konduktorinnen Erfolg und noch
seltener bei BMD-Konduktorinnen. Weitere Moglichkeiten sind die Nukleinséure-
analyse und die Muskelbiopsie (3,120).

Die Carrier-Diagnostik ist deswegen problematischer, da hier noch ein intaktes X-
Chromosom vorhanden ist. Die Untersuchung wird zusétzlich erschwert, wenn ein
Mutationsnachweis auf DNA-Ebene flir den Bezugspatienten nicht moglich ist. Fiir
diese Fille eignet sich v.a. die Kopplungsanalyse, als indirektes Nachweisverfahren
(3,21).

2003 gelang eine Prdimplantationsdiagnostik durch Amplifikation von 4 Exons des

DMD-Genes bei einer heterozygoten Frau (85).

Die Diagnose einer DMD oder BMD stiitzt sich nicht allein auf die DNA-Analyse,
sondern auch auf die Analyse der mRNA, des Proteins und klinischer Parameter.
Ebenso sollten molekulare Verdnderungen im Zusammenhang mit dem klinischen

Phéinotyp (Muskulatur, Herz, Intelligenz) betrachtet werden (21).



2.1.5 Genetik

Uberblick

Die DMD ist eine X-Chromosomale Erkrankung

Das DMD-Gen befindet sich auf dem kurzem Arm vom X-Chromosom (Xp21.2). Es ist
mit 2.4 Mbp eines der grofBten Gene, jedoch machen die 79 Exons davon nur 0,6% aus.
Zusétzlich ist die durchschnittliche GroB3e eines DMD-Exons mit 80 bp nur halb so grof3
wie die durchschnittliche Gréfle von Exons im allgemeinen (170bp). Daran lésst sich
erkennen, dass der Gehalt an Introns und deren Grofe relativ hoch ist. Xp21.2 kodiert
fiir das Protein Dystrophin, welches ein Molekulargewicht von ungefdahr 427 kd hat
(121). Neben dem Muskel-Dystrophin wurden noch andere Isoformen entdeckt, z.B. im
Gehirn, im Auge, in den Nieren (102,103,104).

Ungefdhr 2/3 der Fille liegen genetisch in Deletionen begriindet, der Rest sind
Duplikationen und Punktmutationen (71,105).

Nach dem Haldane-Gleichgewicht sind, unter der Annahme, da3 die Mutationsraten in
beiden Geschlechtern gleich sind, '/3 aller Neugeborenen mit DMD durch Neu-
mutationen bedingt. Abgesehen von Keimzellmosaiken bleiben noch 23% sporadischer
Félle (113). Diese Mutationshdufigkeit wird z.T. auf die Ungewdhnliche GroBle des
Gens zuriickgefiihrt (3).

Geschichtliche Entwicklung

Aufgrund der Analyse von Stammbdumen war schon friith erkannt worden, dass die
ursdchliche Mutation fiir DMD auf dem X-Chromosom liegen musste. Es begann die
Suche nach dem genauen Ort.

Bereits zu Beginn der 80er Jahre zeigten sich erste Erfolge. Man fand Hinweise, dass
sich das betreffende Gen zwischen Xp 223 und Xp 110 befinden muss (50).
Untersuchungen weiblicher DMD-Patienten, die alle durch eine X/Autosomen-Tans-
lokation bedingt waren, zeigten einen gemeinsamen Bruchpunkt bei Xp21 (51,101),
welcher die vorherigen Untersuchungen bestitigte und die Lokalisation noch mehr
eingrenzte. Gleichzeitig fanden Untersuchungen zum genetischen Ursprung von BMD

statt. Auch BMD konnte mittels Kopplungsanalyse in Xp21 ausgemacht werden
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(52,53,54) und es wurden erste Vermutungen angestellt, dass beide Erkrankungen
Allele seien (54).

Mit Hilfe der X/Autosomen-Translokationen und der DNA-Probe eines DMD-Patienten
mit einer sehr grolen Deletion (57,58,59) gelang es, dass betreffende Gen genauer zu
untersuchen. Es fanden sich zahlreiche Deletionen, wovon die meisten innerhalb von
nur 2 kb des Gen-Transkriptes lagen (56).

Damit zeigten sich erste Hot-spots fiir Deletionen, z.B. DXS 164 (55).

Es gelang die komplette Klonierung der cDNA, wobei mindestens 60 der heute
bekannten Exons gefunden wurden und die Dystrophin m-RNA identifiziert werden
konnte (56,57).

Hoffman et al fanden 1987 das dadurch codierte Protein iiber polyklonale Antikorper,
sie schitzten ein Molekulargewicht von 400 kd und einen Anteil von 0,002 % im
quergestreiften Muskel. Ebenso fanden sie das Protein im glatten Muskel. Bei Unter-
suchungen an DMD-Patienten und mdx-Mausen (welche als Tiermodel erkannt wurden)
fehlte dieses Protein, woraus Hoffman et al schlossen, dass diese beiden Stérungen
homolog wiéren und dem Protein den Namen Dystrophin gab (60). Koenig et al er-
mittelten 1988 den Aufbau von Dystrophin aus vier Doménen und zeigte Ahnlichkeiten
mit Spectrin und alpha-actinin (63).

Die Entdeckung weitere Deletionen und ihrer Hot-Spots schritt voran (61,62). 53% der
Deletionen befanden sich in einem 2,4 kb groen Abschnitt (62). Es fand sich jedoch
kein Zusammenhang zwischen Grofle und Lage der Deletion und der Klinik (68).
Monaco et al stellten 1988 die Hypothese vom offenen Leserahmen auf. Diese besagt,
dass alle Deletionen, die kein Vielfaches von 3 sind zwangsldufig zu Stoppkodons
fiihren, wodurch kein Dystrophin gebildet werden kann (out-of-frame). So entsteht die
DMD, wihrend bei der BMD der Leserahmen erhalten bleibt und nur ein Teil des
Proteins fehlt (in-frame) (69).

In weiteren Untersuchungen zeigten Hoffman et al 1988 das DMD-Patienten kein oder
weniger als 3% des normalen Anteils an Dystrophin hatten, wihrend BMD-Patienten
ein abnormales Molekulargewicht aufwiesen. Wenige DMD-Patienten zeigten etwas
hohere, gegeniiber dem Gesunden jedoch zu niedrige Werte, welche Hoffman et al als

intermedidren Phéanotyp (Outlier) einstuften (64).
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Jedoch gibt es auch hier Ausnahmen. Prior et al. 1997, fanden Patienten mit milder Ver-
laufsform ohne nachweisbares Dystrophin aber auch DMD-Patienten mit Dystrophin
(91, ebenso 95,96).

Forschungen ergaben, dass Dystrophin mit dem Sarkolemm verbunden war und dieses
durch Verankerung von Elementen des inneren Zytoskeletts verstirkt (65). Bei DMD-
Patienten fehlte das Dystrophin im Sarkolemm, was friihere Studien bestétigte und es
kam zu weiteren strukturellen und funktionellen Stérungen (66).

Nachdem Hoffman et al 1987 Dystrophin auch im glatten Muskel entdeckten, fanden
Nudel et al 1989 Dystrophin ebenfalls im Herzmuskel und Gehirn. Ursdchlich waren
verschiedene Promotoren, die fiir die verschiedenen Dystrophinarten verantwortlich
sind (67).

1989 bestitigten Koenig et al die Hypothese vom offenen Leserahmen in 92% ihrer
Fille (70). Ahnliche Ergebnisse lieferte auch Bushby 1992 (71).

Die Deletionen fanden sich héufig in Hot-spots auf dem Gen. Dabei stellten sich zwei
besonders hédufige Lokalisationen heraus, einmal ein Bereich um Exon 44 bis 52 (71-
76) sowie 3-19 (74,75,76).

Bei groflen in-frame-Deletionen fanden sich DMD-&hnliche klinische Symptome,
weswegen die Entscheidung zwischen Duchenne’scher und Becker’scher Dystrophie

nicht allein anhand der DNA-Ergebnisse geschehen sollte (77).

Aufbau von Dystrophin

Dystrophin macht ungefdhr 5% des gesamten subsarkolemmalen Zytoskeletts der
gestreiften Muskulatur aus (88).

Das zytoskeletale Protein ist liber seinen C-Term mit Glycoproteinen im inneren
Plasmalemm verbunden ist (78,89). Es verstirkt die mechanische Stabilitit gegeniiber
normalen Stress bzw. Muskelkontraktionen, so dass es zu keinen Muskelfaserrupturen
kommt (78,79,80). Bei Mangel an Dystrophin in den Muskelfasern beeinflusst die
GroBe des Stresses das Ausmall der Schiaden (79).

Dystrophin besteht aus vier Doménen, aminotermnaler, mittlerer (Stabdomaéne), cystein-
reicher und karboxyterminaler Bereich (C-Term) (3).

Nur der aminoterminale Bereich, N-Term, ist in der Lage Aktin zu binden (90).
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2.1.6 Pathogenese

Das submembrands lokalisierte Dystrophin, welches mit dem intrazellulirem
Zytoskelett und der extrazelluldren Matrix verbunden ist, bildet ein Netzwerk (114).
Dadurch ldsst sich die membranstabilisierende Wirkung (115) bzw. die erhohte
mechanische Sensibilitét erkldren (78,79,80).

Die Calcium-Hypothese besagt, dass Dystrophin-Mangel zu einer erhohten aber
insuffizienten Ca-ATPase fiihrt, wodurch dass Calcium intrazellulir ansteigt (86,116)
und Hyperkontraktionen, Rupturen und Nekrosen auftreten konnten (86). Diese Fehlre-
gulation wird durch iiberaktive mechanosensitive Calciumkanile verursacht (117,118).

Dies kann das Auftreten von Muskelnekrosen bei Dystrophinmangel erkliren (27).

2.1.7 Therapie

symptomatische Therapie

Hierunter fillt in erster Linie die rechtzeitige Versorgung mit Hilfsmitteln (Rollstuhl,
Kommunikationshilfen) (1). Um die Gehfdhigkeit und Atmung so lange wie moglich zu
erhalten wird Krankengymnastik eingesetzt (1,3).

Im Spétstadium, wenn auch die Atemmuskulatur geschwécht ist, kann Heimbeatmung
anfangs nur nachts, spiter auch zur ganztigigen Unterstiitzung eingesetzt werden (1,3).
Weiter sinnvoll sind eiweilireiche Erndhrung, psychologische Hilfe und psychosoziale
Betreuung, welche auch die Familie erhalten sollte (3).

Operative Maflnahmen (z.B. zur Achillissehnenverldngerung bilaterale Faszia lata

Resektion) helfen nur voriibergehend und wenn sie friih erfolgen (120).

Zur Entwicklung von Therapiestrategien haben sich das Maus-Model (mdx) und das

Hundemodel (xmd) als geeignet gezeigt.
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Steroidtherapie

Die Therapie mit Prednison erwies sich in vielen Fillen als giinstig, da dadurch das
Fortschreiten der Muskelschwidche und der Funktionsverlust signifikant verlangsamt,
sowie die Muskelfunktion verbessert werden konnte (23,24,25). 0,75 mg Prednison/kg
KG/d erwies sich als optimale Dosis (23,24) mit der die Gehfdhigkeit um mindestens 3
Jahre verldngert werden konnte (23).

Jedoch zeigte das Mausmodell, dass Prednison keinen schiitzenden Effekt bei
kontraktionsbedingten Verletzungen hat (26). Ein Teil des Erfolges lédsst sich durch die
Unterdriickung des Immunsystems erkldren (94).

2002 wurde gezeigt, dass Glucokortikoide die Produktion von Utrophin — einem

Dystrophin-Homologa — induzieren kénnen (46; s.S. 16: Gentransfer iiber Vektoren).

Steroide dndern aber nichts am eigentlichen Gendefekt. Deswegen wurden bereits Ende
der 80er Jahre erste Versuche auf dem Gebiet der Gentherapie gestartet. Hierbei
erwiesen sich die Tiermodelle, insbesondere mdx-Maus (mdx) und Golden Retriever
(xmd) als hilfreich.

Es entwickelten sich zwei verschiedene Methoden, zum einem der Myoblasten-Transfer
von gesunden Spenderzellen und der Transfer von Genen in geeigneten Vektoren, wie
Adenoviren. Beiden gemeinsam ist das Ziel, dass defekte Gen durch ein intaktes zu

ersetzen, welches dann die Produktion von Dystrophin startet.

Kausale Therapieansitze

A - Myoblasten-Transfer

Muskel-precursor-Zellen (Myoblasten) von gesunden Spendertieren wurden in
dystrophe Muskeln von mdx-Maiuse injiziert. Es folgte eine Fusion mit bereits
existierenden oder regenerierenden dystrophen Muskelfasern und Umwandlung in

dystrophinpositive Fasern (27).

Karpati et al 1989 wiesen in gleichen Versuchen eine Mosaikbildung mit dystrophin-

positiven und —negativen Muskelfasern nach, die ebenso die Nekrose verhindern (28).
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Einer der ersten Versuche den Myoblasten-Transfer am Menschen zu testen, unter-
nahmen Karpati et al 1993. Sie benutzten Spender-Myoblasten der jeweiligen Viter der
DMD-Patienten und verabreichten zusitzlich Cyclophosphamid zur Immunsuppression
fiir 6 oder 12 Monate. Es traten keine Komplikationen auf, jedoch auch kein Erfolg ein.
Spender DNA und mRNA konnten nicht nachgewiesen werden. Karpati et al
vermuteten, dass jlingere Zellen und die Injektion von zusétzlichen Faktoren die
Resultate verbessern konnten (30). Weitere Versuche von anderen Arbeitsgruppen
zeigten auch keinen oder nur geringe Erfolge (31,32,37), so dass es sich als schwierig

erwies, den Erfolg bei mdx-Maiusen auf den Menschen zu iibertragen.

Wenige Monate spiter stellten Kapati et al fest, dass erwachsene Méiuse weniger von
rekombinaten Adenovirus-Injektionen profitierten als sehr junge Méuse (31), was mog-
licherweise mit dem unausgereiften Immunsystem zusammenhéngt. Diese Ergebnisse
wurden bestitigt und Acsadi et al 1996 fanden, dass Méuse mit humoralen und zellula-
ren Immunmangel noch etwas besser auf die Injektionen reagieren (33). Diese
Entdeckung passt mit der Beobachtung von Antikdrperproduktion gegen Dystrophin
nach einer Herztrans-plantation bei einem BMD-Patienten zusammen (92).

Weitere Versuche zeigten, dass dystropher Muskel 3 mal besser auf einen Myoblasten-
Transfer anspricht als normaler Muskel und eine Unterdriickung des Immunsystems,
insbesondere der T-Zellen vor allem fiir den Langzeiterfolg niitzlich ist (38). So ist die
Erfolgsrate bei gleichzeitiger Gabe von LIF (leukemia inhibitory factor) besser; die
dystrophen Fasern produzieren mehr Dystrophin und die Regenerationrate ist erhoht
(39).

Insgesamt reichen die Ergebnisse aber noch nicht aus, um nach einer Therapie von einer
Verbesserung der Lebenssituation zu sprechen. Die dargestellten Erfolge, wie Schutz
vor Nekrose und funktionale Vorteile beschrianken sich auf eine kleine Region nahe der
Einstichstelle (40). Um bessere Ergebnisse zu erzielen, ist die Entwicklung von Muskel-

Stammzellen eine Mdglichkeit (87).
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B - Gentransfer uiber Vektoren

Ragot et al 1993 zeigten, dass es neben dem Myoblasten-Transfer auch die Mdglichkeit
des Einsatzes von Adenoviren mit rekombinierten Plasmiden mit einem 6,3 kb Minigen
(von Acsadi et al 1991 (100)), welche fiir Dystrophin codieren gibt. Bei ersten
Versuchen wiesen 50% der behandelten Muskelfasern das codierte Minidystrophin auf
(29).

Es wurde festgestellt, dass es giinstiger ist Minigene um 5kb in den Vektor
einzuschleusen, als die wesentlich groBBere Dystrophin cDNA mit 14 kb. Damit wurden
bessere Ergebnisse beziiglich Effizienz und Stabilitit der Expression sowie eine
Verbesserung der Pathologie in Richtung normaler Muskelfasermorphologie, -

histologie und Zell-membranstabilitét erreicht (41,42).

Utrophin ist ein dem Dystrophin homologes Protein, beide gehoren zur Spectrinfamilie,
weswegen Utrophin Dystrophin ersetzten kann (43).

Utrophin findet sich auch im DMD-Muskel und die Uberproduktion nach dem Transfer
zeigte bei jungen Miusen wiederholt Erfolge. Muskelnekrosen waren weniger haufiger
und der Muskel war resistenter gegeniiber Verletzungen durch mechanischen Stress.
Die Erfolge bei alten Mausen waren hier, wie auch bei Dystrophin-Transfer aufgrund
der Immunantwort geringer (34,35,36, 44).

Die Ergebnisse vom Mausmodell lassen sich jedoch nicht so gut auf dem Menschen
iibertragen, wie Untersuchungen beim Hund, da das Hundemodell fiir Muskeldystrophie
klinisch dem Menschen dhnlicher ist. Aber auch hier zeigten sich nach einem Utrophin-
Gentransfer mit Adenoviren und zusitzlicher Gabe von Cyclosporin erste kleine
Erfolge. Das injizierte Utrophin war fiir mindestens 60 Tage stabil und fiihrte zu einer
reduzierten Fibrose und zu einem Anstieg der Produktion von Dystrophin-assoziierten

Proteinen (47).

Utrophintransfere erzielen im Vergleich zu Dystrophintransferen bessere Ergebnisse, da
sich Utrophin auch im dystrophen Muskel befindet, wahrend Dystrophin vom Immun-

system als fremd erkannt und angegriffen wird. Abgesehen davon kann Utrophin einen
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Dystrophinmangel bei Uberexpression kompensieren und schiitzt damit genauso vor
Muskelnerkosen und —schwichen (44).

Die Uberproduktion kann erfolgen durch eine Aktivierung von Promotern, wodurch die
Transkriptionsrate erhoht wird (43) oder iiber Mechanismen nach der Transkription, die
fiir die Regulation von Utrophin wichtig sind (45).

Interessanterweise zeigte eine Studie, dass 5-7 Tage nach Glucokorticoidgabe die
Utrophinwerte bei 40% der Probanden stiegen. Es fand sich, dass Glucokortikoide das
Promotor A Fragment fiir Utrophin aktivieren, jedoch war die mRNA nicht im gleichem
Masse vermehrt, was wiederum auf einen post-transkriptionalen Mechanismus zur

vermehrten Expression von Utrophin schliefen lédsst (46).

Trotz aller Fortschritte gibt es auch hier noch keine effektive Therapie (42).

Hoffnung fiir die Zukunft macht ein murine dystrophin Gentransfer mit einem
speziellen Adenovirus (fully deleted helper-dependent adeneovirus — HDCBDysM),
welcher bei Médusen einen guten Effekt - geringere Muskelhypertrophie, gesteigerte
Muskel- und Widerstandkraft - auch noch nach einem Jahr zeigte. Obwohl es auch hier
Probleme mit der Autoimmunreaktion gab, scheint dies ein vielversprechender Weg zu

sein (48,49).

2.2 Becker Muskeldystrophie (BMD)

Die BMD wurde erstmals 1955 von Becker und Kiener an Mitglieder von Kieners
Familie beschrieben (3) und 1962 bei weiteren Familien durch Becker (120).
Da sich die DMD und die BMD sehr dhneln, werde ich hier nur die Unterschiede

beschrieben.

2.2.1 Epidemiologie
Auch von der BMD werden fast nur Jungen betroffen, jedoch ist die Erkrankung 10 mal

seltener als die DMD (3). Die Inzidenz liegt bei 1 auf 20000 mannliche Geburten (1,6),
die Priavalenz bei 3 auf 100000 (6).
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Die epidemiologischen Zahlen schwanken, da die milde Verlaufsform je nach Studie zu

einer unterschiedlichen Anzahl undiagnostizierter BMD-Patienten fiihrt.

2.2.2 VVerlauf

Die Erkrankung beginnt im Durchschnitt im 11. (2 %2 bis 21) Lebensjahr (1,120). Sie
verlauft gutartiger als die DMD (2), schreitet aber dennoch voran, so dass die Lebenser-
wartung dieser Patienten verkiirzt ist (60 Jahre) (1). BMD-Patienten versterben hdufiger
herzbedingt, seltener pulmonal wie DMD-Patienten (8). Die Gehfdhigkeit kann

manchmal bis zum 50. Lebensjahr erhalten bleiben.

2.2.3 Klinik

Muskulatur

Bei BMD-Patienten ist eine vom Beckengiirtel aufsteigende Schwéche vom 5. bis 15.
Lebensjahr erkennbar, diese kann aber auch erst mit 30 oder 40 Jahren symptomatisch
werden.

Pseudohypertrophien treten regelméfig, Kontrakturen selten auf

Herz

Die kardiale Beteiligung bei BMD-Patienten ist seltener als bei DMD-Patienten. Es
wurden isolierte Kardiomyopathien gefunden (119).

Alle vier Herzkammern kdnnen betroffen sein. Die Ventrikel sind hiufig dilatiert und
insuffizient. Dies fiihrt zu einer Verdnderung im His-Biindel und der infranodalen
Uberleitung mit faszikulirem Block oder auch kompletten AV-Block (122,123).
Typische EKG-Veridnderungen fehlen jedoch, es finden sich dhnliche Pathologien wie
bei DMD-Patienten, diese sind insgesamt aber seltener (1).

In Untersuchungen fanden sich ein prominentes Q in II, III, aVF,V6; ein grofles R in
V1 wahrscheinlich bedingt durch eine Verletzung an der posteroinferior und lateralen

Wand (8).
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Mit dem Alter nimmt die Links-Herz-Dilatation immer mehr zu, wahrend sich die
Ejections-Fraktion im Vergleich mit DMD verringerte (8).

Manchmal fillt die Diagnose BMD erst nach langjdhrigen Herzproblemen oder sogar
Herztransplantationen. In diesem Féllen geht die Kardiomyopathie der neuromuskuliren
Erkrankung voraus (12). Im Zusammenhang mit Herztransplantationen fiel ein Patient
auf, welcher Antikorper gegen Dystrophin entwickelte. Dies ist eines der groflen Prob-

leme beim Myoblastentransfer als Therapieoption (92; s.S. 15: Myoblastentransfer).

Epilepsie
Bei den Muskeldystrophien fanden sich eine zunehmende Frequenz von Epilepsie (14%

gesamt)(3) sowohl bei DMD (1,99%) als auch bei BMD (7,54%). Jedoch war sie nur
bei der BMD mit p>0.007, signifikant erh6ht (10).

Intelligenz
Die mentale Retardierung ist mit 12% seltener als bei DMD-Patienten (3,13).

Symptome subklinischer Fille

Da die BMD aufgrund ihres milden Verlaufes auch unerkannt bleiben kann, sind sub-
klinische Formen mdglich. Diese konnen sich durch Myoglobinurie, Myalgie und

Hyperkreatinkinasdmie duflern (124).

2.2.4 Diagnostik

Die diagnostischen Methoden sind die selben wie bei der DMD, unterschiedlich sind

nur die Ergebnisse.
Blutwerte

Die CK ist mit >1000 U/dl gegeniiber Gesunden deutlich erhoht, jedoch nicht so hoch,
wie bei DMD-Patienten (1,2,112).
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EMG
Im EMG findet sich ebenfalls ein myopathisches Muster wie bei der DMD (1,2).

Muskelbiopsie
Histologisch zeigt sich eine partielle Anfarbung, da noch geringe Mengen Dystrophin

vorhanden sind (2,3). Teilweise finden sich Stellen mit atrophischen Fasern (120).
Im Western-Blot findet man meist ein Dystrophin mit verkleinertem Molekulargewicht,

bei Duplikationen ist es gelegentlich vergrofert (2).

2.2.5 Differentialdiagnose

Hierbei muss an die Gliedergiirteldystrophie gedacht werden, da beide mit einer CK-
Erhohung einher gehen, sowie klinisch dhnliche Symptome aufweisen. Mittels Dele-

tionsnachweis sind aber 70% differenzierbar (120).

2.2.6 Genetik

Die BMD ist eine X-chromosomale Erkrankung auf Xp 21.2. Sie basiert auf einer in-
frame-shift Mutation (s.S. 11). Die Klinik hingt mehr vom Deletionsort ab, als bei
DMD, dabei zeigt sich die beste Prognose bei Deletion im zentralen gefalteten Teil des

Dystrophins.

3. Mutationen

Durch zufallsgeméfBe Verteilung der homologen Chromosomen ergibt sich bei einem
haploiden Chromosomensatz von 23 Chromosomen 2> = 8 388 608 Kombinations-
mdglichkeiten, in der Zygote mit mannlichen und weiblichen Chromosomen erhéht sich
diese Zahl auf 2*°. Durch Mutationen kénnen die Mdglichkeiten der Merkmalsauspra-

gung wiederum erhoht, was fiir die Evolution von grundlegender Bedeutung ist.
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Dabei ergeben sich sowohl Mutationen mit Vorteilen als auch mit Nachteilen; sie sind
demnach ungerichtet.
Nach ihrer DNA-Auswirkung lassen sich Mutationen unterteilen in Punkt-, Chromoso-

men- und Genommutationen (126,127).

3.1 Punktmutationen

Hier kommt es zum Austausch einer Base. Die Auswirkung hdngt von der Lage dieser
Base innerhalb des Tripletts und der Lage des Tripletts innerhalb des Proteins ab.
Ebenso kann die betroffene Stelle innerhalb eines Introns (nicht-kodierender Bereich)
oder eines Exons (kodierender Bereich) liegen. Héufig kann noch ein &hnliches Protein
gebildet werden und die Auswirkungen sind dann weniger auffallig.

Fiir meine Untersuchungen spielen Punktmutationen dahingehend eine Rolle, dass es
diagnostisch schwerer ist diese zu entdecken, als beispielsweise Deletionen. Die Aus-

wirkungen konnen bei beiden jedoch gleich sein (126,127).

3.2 Chromosomenmutationen

Zu den Chromosomenmutationen zdhlen die Deletionen, Duplikationen, Inversionen
und Translokationen, welche sich durch Rekombinationsprozesse erkliren lassen.

Es gibt verschiedene Rekombinationsmodelle (Copy-choice-Modell, Breakage and
Reunion, Holliday-Modell, Doppelstrangbruch-Modell), die sich alle geringfiigig unter-
scheiden.

Der grundliegende molekulare Mechanismus besteht aus einem Schnitt oder Bruch und
anschlieBende Verkniipfung von DNA-Molekiile. Dabei unterscheidet man die homo-
loge und die nicht-homologe Rekombination, welche wiederum in sequenzspezifisch

und unspezifisch/illegitim unterteilt wird (126,127).

Die homologe Rekombination

Die Rekombination findet v.a. in der Meiose I statt. Nur ein geringer Bruchteil wurde in

der mitotischen Meiose 11 beobachtet.
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Im Zygotin richten sich die homologen Chromosomen paarweise in der Aquitorial-
ebene aus. Es bildet sich ein synaptonemaler Komplex, der Rekombinationen er-
moglicht. Im folgenden Pachytin werden homologe Nichtschwester-Chromatiden auf
gleicher Hohe durchtrennt und kreuzweise wieder zusammengefiigt. Als Folge dieses
cross-over kann man im Diplotén vorriibergehend Chiasmata sehen.

Fiir diese Vorginge sind verschiedene Enzyme bzw. Proteine ndtig, wovon heute schon

einige gefunden worden sind (126,127,137).

Die nicht-homologe Rekombination - sequenzspezifisch

Hierflir werden nur sehr kurze homologe DNA-Frequenzen bendtigt.

Bei der Inversion kommt es durch Bildung einer Haarnadelschleife zum Austausch sich
gegeniiberliegender, gegenldufiger Bereiche, wodurch diese ihre Lokalisation innerhalb
des DNA-Abschnittes tauschen.

Bei der Deletion liegen die DNA-Abschnitte in gleicher Richtung und es wird durch
Schlaufenbildung ein Teil herausgeschnitten. Es bildet sich ein zirkuldres separates
Molekiil, welches durch Integration wieder in die DNA aufgenommen werden kann,
ansonsten aber verloren geht. Beim Menschen findet die sequenzspezifische nicht-
homologe Rekombination z.B. beim Rearrangement von Immunglobulin-Genen statt
(126,127).

Deletionen machen den GroBteil (*/3) der chromosomalen Verdnderungen bei DMD-
Patienten aus (71,105). Dabei muss unterschieden werden zwischen Mutationen, die das
Leseraster verschieben (Frame-shift-Mutationen, die Anzahl der deletierten Basenpaare
ist kein Vielfaches von 3) und solchen, die es beibehalten. Die unterschiedliche Aus-
wirkung ist bei den Muskeldystrophien eindriicklich erkennbar (s.S.11).

Bei der Duplikation kommt es zur Verdopplung eines Chromosomenabschnittes, der
entweder in gleicher oder umgekehrter Richtung erfolgen kann (126). Sie treten bei

DMD Patienten zu 6% auf (82).

Die nicht-homologe Rekombination - sequenzunspezifisch

Die illegitime Rekombination wird als Transposition, die davon betroffenen Gene als

Transposons bezeichnet. Gegeniiber den anderen Rekombinationen ist hier die DNA fiir
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die Funktion wichtig. Transposons benétigen relativ kurze invertierte Wiederholungen

an ihrem Ende (126,127).

Fiir die folgenden Ergebnisse ist jedoch nur die homologe Rekombination ausschlag-

gebend.

3.3 Genommutationen

Aufgrund einer zahlenméBigen Verdnderung des Chromosomansatzes kann es zu

Haploidie, Polyploidie und Aneuploidie kommen (126,127).

3.4 Rekombinationsfrequenz

Thomas Hunt Morgan (1866-1945) erkannte, dass bestimmt Merkmale meist gekoppelt
vererbt wurden, gelegentlich jedoch auch eine Neuverteilung stattfand. Daraus schloss
er, dass die Gene in lineaer Anordnung vorlagen und die Neukombination durch Aus-
tausch von Allelen zustande kam. Diese Crossing-over setzte er gleich den von Janssen
beobachteten Chiasmata. In weiteren Experimenten zeigte sich die zunehmende Propor-
tionalitdt von Cross-over und Entfernung der Allele. Sturtevant erstellte auf dieser
Grundlage Chromosomenkarten. Die Abstinde der Merkmale wurden aus den Cross-
over-Ereignissen geschlossen, worauthin Haldane 1919 als Mal3 die Morgan-Einheit
einfiihrte (127).

1 Centi-Morgan entspricht dabei etwa 1% Rekombination bzw. etwa 1000 Kilobasen
(127,128). Diese Festlegung war rein willkiirlich.

Das Dystrophingen (2,4 Mbp) weist iiber 2 Mbp eine Rekombinationsfrequenz von
durchschnittlich 12 % auf (135).

Das entspricht 6 cM/Mbp, demgegeniiber das restliche X-Chromosom im Durchschnitt
nur eine Frequenz von 1,2 cM/Mbp und das menschliche Genom insgesamt 1,0

cM/Mbp hat (128, 136).
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Innerhalb des DMD-Genes gibt es DNA-Abschnitte mit erhohter Rekombination,
sogenannte Hotspots und solche mit weniger hdufigen Rekombinationen.

DXS164 ist mit 3% (139), 4% (69) bzw. 5% (129) Rekombinationshiufigkeit ein
solcher Hot Spot. Diese Ergebnisse lassen sich mit der mehr als doppelt so hohen Ge-
samtrekombinationsfrequenz vereinbaren.

Diese hohe Rate an Rekombinationen stellt ein diagnostisches Problem dar und ver-

ursacht die Fehlerrate von RFLP basierenden Risikokalkulationen (125, 135).

3.5 Neumutationen

Das Dystrophin-Gen weist neben der hohen Rekombinationsrate allgemein eine hohe
Mutationsrate von 10*(125, 134, 135) auf. Sie ist damit héher als bei allen anderen X-
chromosomalen Erkrankungen (134).

Falls die Mutationsrate fiir Manner und Frauen dhnlich ist (130,134), ldsst sich mit der

Haldane-Formel

x=u/2ut+v)

x : Anteil der Neumutationen
u : weibliche Mutationsrate

v : mannliche Mutationsrate

ein Anteil von 1/3 flir die Neumutationen berechnen. Dieser hohe Anteil erklirt die
anndhernd gleichbleibende Prévalenz bei DMD-Patienten, obwohl diese ihren Gen-
defekt niemals (ein beschriebener Fall) selbst weitergeben, und somit in jeder
Generation ein Anteil verschwindet.

Die Neumutationen stellen neben den Rekombinationen ein Problem bei der Beratung
dar. Ebenso verhélt es sich mit Keimzellmosaiken, aufgrund derer trotz nachgewiesener

Deletionsfreiheit ein Risiko von 10% besteht DMD geerbt zu haben (125).
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4. Vorgehensweise
4.1 Untersuchungsmaterial

Untersucht wurden iiber 200 Familienstammb&aume. Fiir die Familien wurden bereits im
Rahmen der genetischen Beratung am Institut fiir Humangenetik Wiirzburg eine Haplo-
typenanalyse vorgenommen, so dass fiir jede Person mehrere Allele durch flankierende
und intragene Marker bekannt waren. Des weiteren waren Daten beziiglich der Geburts-

jahre und Deletionen vorhanden.

4.2 Methoden

Die Grenzen des zu untersuchenden DNA-Bereiches wurden am 5’-Ende bei den
Markern DYS I, II, IIIl und am 3’-Ende bei STR 56 gesetzt. Alle Stammbaume deren
Grenzmarker auflerhalb des Dystrophingenes und damit der genannten Marker lagen,
wurden nicht in die Bewertung mit einbezogen, um einen moglichst gleich groBen Gen-

abschnitt zu untersuchen.

Als néchstes musste eine Phase fiir das Allel festgelegt werden, um eine Rekombination
zu erkennen. Dies war notig, da derzeit bei der Allelbestimmung molekulargentisch
kein Unterschied zwischen véterlichen und miitterlichen Anteil gemacht werden kann.
Deswegen konnten nur diejenigen Stammbédume ausgewertet werden, die entweder
mindestens aus drei Generationen bestanden oder bei denen die betreffende Frau min-
destens zwei Kinder hatte. Alle {ibrigen Stammbdume wurden nicht mit in die Wertung
einbezogen.

Des weiteren konnten auch jene Stammbdume nicht beriicksichtigt werden, die diese

Kriterien zwar erfiillten, fiir welche sich aber die Phase nicht eindeutig bestimmen lieB3.
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Wie die Phase festgelegt wurde, verdeutlicht am Beispiel Stammbaum1:

Stammbaum 1: Festlegung der Phase fiir B1

Al A2

2 1
1 a3
3

(n .
28 '

FEHOK
2 3

Fiir A2 wissen wir, dass sie fiir den ersten Marker die Allele 1 und 2 besitzt, ebenso fiir
den 2 Marker. Wir wissen jedoch nicht, ob sie von ihren Eltern 2-2 und 1-1 geerbt hat
oder 2-1 und 2-1, was auch moglich ist. Bei ihrer Tochter B1 sehen wir, dass sie vom
Vater 1-3 geerbt hat, deswegen muss 2-2 von der Mutter stammen. So kénnen wir
rickwirkend fiir A2 die Allele 2-2 und 1-1 bestimmen. Durch die Tochter B1 war diese
Zuordnung moglich, die nun wiederum fiir C1 genutzt werden kann, um ein Cross-over
festzustellen. C1 hat von B2 das Allel 2-3 geerbt und von der Mutter 2-2. Somit kann
ein Cross-over zwischen diesen Markern ausgeschlossen werden. Das selbe wire der

Fall, wenn C1 von ihrer Mutter das andere Chromosom mit 1-3 geerbt hitte.
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Keine genaue Aussage liber die Vererbung ist jedoch im folgenden Beispiel gegeben,

weshalb solche Stammbéaume nicht in die Untersuchung mit einbezogen worden sind.

Stammbaum 2: keine Festlegung der Phase moglich

Al

{iii
<>B1 B2
F 1 F

1 2 :I:z Cl1
1 3

Durch Bl kann zwar wie im obigen Beispiel die Phase von A2 auf 2-2 und 1-1
festgelegt werden, da B1 vom Vater aber 1-3 geerbt hat kann fiir die Tochter C1 kein
Cross-over nachgewiesen werden, da beide Marker von B1 an erster Stelle das Allel 1

anzeigen.

Um statistische Fehler zu vermindern, wurden die Familien nach der Kinderzahl in
Gruppen unterteilt. Damit nicht immer das erste Kind als Phase festgelegt wird und
somit nicht in die Bewertung eingeht, habe ich die Kinder je nach Gruppe immer
abwechselnd als Ausgangspunkt genutzt. Am Beispiel heifit das: In der Gruppe mit zwei
Kindern wurde beim ersten Stammbaum das erste Kind, beim zweiten das zweite und
beim dritten wieder das erste Kind festgelegt. Somit soll vermieden werden, dass sich
das Alter der Miitter fehlerbedingt erhoht, wenn immer die Erstgeborenen wegfallen.

Wenn eine Drei-Generationenfamilie mehr als 1 Kind hatte, wurde die Phase iiber die
Generation bestimmt, so dass alle Kinder in die Bewertung aufgenommen werden

konnten.
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Durch die Phasenauswertung der Stammbaume blieben 110 Familien {ibrig, die in die
Untersuchung einbezogen wurden. Bei jeder Familie wurde das Kind, welches die
Phase bestimmte, ausgeschlossen. Daraus ergibt sich, dass 110 Kinder nicht mit in die

Bewertung einbezogen werden konnten.

Die Frauen wurden anschlieBend nach dem Alter bei der Geburt des Kindes in drei
Gruppen eingeteilt.

Gruppe 1: <30 Jahre (16-30 Jahre)

Gruppe 2: 30-35 Jahre

Gruppe 3: > 35 Jahre (35 —43 Jahre)

Die Festlegung der einzelnen Gruppen in diese Altersklassen wurde von der
Vergleichsarbeit von Sherman et al (1994) iibernommen (131). Somit lassen sich die
Ergebnisse leichter gegeniiberstellen.

Die Gruppenstirke belief sich auf

Gruppe 1: 129 Frauen

Gruppe 2: 40 Frauen

Gruppe 3: 20 Frauen

4.3 Statistische Berechnung

Grundlage der Auswertung der Mehrfeldertafel (Tabelle 1) stellt der k*2-Felder- x? -
Test nach Brandt und Snedecor dar (140).

k
n’ LSS
2 — D
X~ x (nx) nj n
=1

n = Umfang der gesamten Stichproben

n; = Umfang der einzelnen Stichprobe |
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x = Gesamtzahl der Stichprobenelemente mit dem Merkmal ,,+*

x; = Héaufigkeit des Merkmals ,,+* in der Stichprobe j

Dieser Test wird vor allem bei der Auswertung von qualitativen Merkmalen verwendet.
Hiermit ldsst sich ermitteln, ob zwei qualitative Merkmale voneinander abhingig sind
(Gibt es einen Zusammenhang zwischen Alter und Cross-over-Rate?).

Als Nullhypothese wurde festgelegt, dass es keinen Unterschied beziiglich der
Rekombinationsrate in den verschiedenen Alternsgruppen gibt. Die Alternativhypothese
lautet, dass es einen Unterschied in der Cross-over-Rate gibt.

Des weiteren ergeben sich bei 3 Altersgruppen 2 Freiheitsgrade (FG=k-1), so dass die

Nullhypothese ab x? > 5,99 verworfen werden kann.

5. Ergebnisse

5.1 Ergebnistbersicht

Cross-over fanden sich in der ersten Gruppe bei 17, in der zweiten Gruppe bei 9 und in
der dritten Gruppe bei 2 Frauen. Damit gab es insgesamt 28 Rekombinationen bei 189
Frauen.

Bei 161 Frauen aus allen drei Gruppen fanden sich keine Cross-over (Tabelle 1,

Diagramm 1).

Alter <30 Jahre | 30— 35 Jahre > 35 Jahre Summe
Rekombinationen 17 9 2 28
keine Rekombinationen 112 31 18 161
Gesamtanzahl 129 40 20 189
Prozentanteil der 0,1318 0,2250 0,1000 0,1481
Rekombinationen

Tabelle 1
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140

120+

100 B Rekombination
801 B keine Rekombination
60- O Gesamtanzahl

40
207

<30Jahre 30-35Jahre > 35 Jahre

Diagramm 1

5.2 Berechnung

Zur Berechnung dient der in 4.3. genannte Test von Brandt und Snedecor.

n2
2 —
X~ x (nx)

k
E X% x?
nj n
1

189* 1122 312 182 1612

161(189-161) ~\ 120 T 20 T 20 ~ 189

x:=

X =2,513 <5.99
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x? ist mit 2,513 kleiner als 5,99. Deswegen kann die Nullhypo-these nicht abgelehnt

werden; das Ergebnis ist nicht signifikant.

6. Diskussion

Mit dieser Arbeit soll festgestellt werden, ob es eine altersabhéngige Verdnderung der
Rekombinationshaufigkeit innerhalb des DMD-Genes bei Frauen gibt.

Bei der Auswertung konnten die Daten von 110 Familien verwertet werden. Cross-over
fanden sich bei 17 von 129 Frauen unter 30 Jahren, 9 von 40 im Alter von 30 bis 35
Jahren und 2 von 20 bei den tiber 35-jdhrigen (Tabelle 1, 5.1)

Die Ergebnisse zeigen, dass die Rekombinationsrate des DMD-Genes altersunabhédngig
ist. Damit haben junge Schwangere kein hoheres Risiko aufgrund einer Rekombination
die Mutation zu vererben als Altere. Dieser Punkt ist vor allem interessant fiir die
Risikoberatung von Betroffenen, da man beziiglich des Alters keinen Unterschied in der
Genauigkeit der Vorhersage machen muss bzw. kann.

Demgegeniiber steht die Untersuchung von Sherman et al (1994), welche bei der
Untersuchung der Rekombinationsrate von Chromosom 21 bei Trisomie eine reduzierte
Haufigkeit im hoheren Alter fanden (131).

Ein Unterschied dieser Untersuchungen besteht in der Anzahl der Frauen in der
jeweiligen Altersgruppe. Bei Sherman et al sind in Gruppe 1 (<30 Jahre) 56, Gruppe 2
(30-35 Jahre) 44 und Gruppe 3 (> 35 Jahre) 41 Frauen vertreten. Die Gruppenstirken
sind damit anndhernd gleich, wohingegen die Gruppenstirke bei den DMD-Frauen sehr
stark variiert. Von Gruppe 1 mit 129, Gruppe 2 mit 40 zu Gruppe 3 mit 20 Frauen. Dies
konnte eine mogliche Fehlerquelle darstellen, da gerade in der interessanten Gruppe 3
die wenigsten Frauen vertreten sind. Doch auch bei einer Gruppenaufteilung mit
anndhernd gleicher Stérke, zeigt sich bei den untersuchten Frauen keine Signifikanz ( p

= 1,64 <5,99) im Zusammenhang zwischen Alter und Rekombinationsrate (Tabelle 2).
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Tabelle 2

Alter <24 Jahre | 24 — 30 Jahre > 30 Jahre Summe
Rekombinationen 6 11 11 28
keine Rekombinationen 53 59 49 161
Gesamtanzahl 59 70 60 189

Auch die Untersuchungen der Chromosomen 18 und 16 auf Rekombination bei Tri-
somie fanden eine reduzierte Rate im hoheren Alter (132,133).

Ein weiterer Unterschied dieser Studien, liegt in der Tatsache, dass die Chromosomen
16, 18 und 21 Autosomen sind, wohingegen Chromosom X ein Gonosom ist. Dieses hat
vielleicht andere Mechanismen der Anlagerung in der Meiose I, da beim Mann das
homologe Chromosom fehlt. Dies konnte eine Erkldrung flir die unterschiedlichen Er-
gebnisse sein.

Auch das nicht beachten der Phasenkinder stellt eine mogliche Fehlerquelle dar. 110
Kinder konnten deswegen nicht mit in die Betrachtungen eingeschlossen werden. Des
weiteren ist denkbar, dass die Phase bei einem Kind mit Rekombination festgelegt
wurde und deswegen alle iibrigen Kinder falsch positiv mit einer Rekombination
diagnostiziert wurden. Wenn die Phasenfestlegung in Zukunft molekular erfolgen kann,
wiirde diese Fehlerquelle wegfallen. Spatestens zu diesem Zeitpunkt wire eine erneute
Untersuchung des Sachverhaltes sinnvoll, um die Risikoberatung verbessern zu konnen.
Einige Familien sind aufgrund der Vererbung gleicher Allele bei Vater und Mutter
nicht beurteilbar. Diese Familien konnten in Zukunft bei verbesserter Molekularanalyse
ebenso in die Untersuchung mit einbezogen werden und den Stichprobenumfang

nochmals erh6hen.
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7. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen Alter und Rekombi-
nationsrate fiir den Duchenne-Muskeldystrophie-Genabschnitt auf dem X-Chromosom
(Xp21.2) zu ermitteln.

Mutationen in diesem Bereich fithren je nach Art der Verdnderung zur Muskel-
dystrophie vom Typ Duchenne oder Becker. Die Duchennesche Muskeldystrophie
(DMD) endet meist vor dem 20. Lebensjahr mit dem Tod, wéhrend die Patienten mit
einer Muskeldystrophie vom Typ Becker (BMD) nur eine gering eingeschriankte Le-
benserwartung haben.

Aufgrund der infausten Prognose der DMD und der derzeit noch ungeniigenden
Therapiemoglichkeiten, hat die genetische Beratung einen hohen Stellenwert bei der
Betreuung von betroffenen Familien.

In der vorliegenden Arbeit wurden von iiber 200 am Humangenetischen Institut der
Universitdt Wiirzburg untersuchten Familien 110 informative Stammbdume ausge-
wertet. Bei diesen Familien waren bereits im Rahmen der genetischen Beratung mittels
Haplotypenanalyse mehrere flankierende und intragene Marker des DMD-Genes be-
kannt. Um eine Vergleichbarkeit der einzelnen Personen zu erreichen, wurden die
Grenzen des zu untersuchenden DNA-Bereiches bei den Markern DYS LILIII sowie
STR 56 gesetzt.

AnschlieBend wurde iiber eine Eltern-Kind-Generation willkiirlich festgelegt, welche
Allele vom Vater und welche von der Mutter stammen. Diese Phasenbestimmung war
notig, da die molekulargenetischen Ergebnisse der Alleluntersuchung keine Zuordnung
zum viterlichen oder miitterlichen Chromosom zulassen. Kinder, iiber welche die Phase
bestimmt wurde, konnten nicht mit in die Betrachtung einbezogen werden, da bei diesen
willkiirlich bestimmt wurde, dass es hier kein Cross-over gibt.

Die Frauen wurden anschlieBend nach dem Entbindungsalter in drei Gruppen eingeteilt.
Gruppe 1 beinhaltet die unter 30-jdhrigen, Gruppe 2 die 30- bis 35-jdhrigen und Gruppe
3 die tliber 35-jdhrigen Frauen. Rekombinationen fanden sich in Gruppe 1 bei 17 von
129, in Gruppe 2 bei 9 von 40 und in Gruppe 3 bei 2 von 20 Frauen.

Um die Signifikanz der Ergebnisse zu bestimmen, wurde der k*2-Felder- x> -Test nach

Brandt und Snedecor verwendet. Als Nullhypothese wurde festgelegt, dass es keinen
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Unterschied beziiglich der Rekombinationsrate in den verschiedenen Alternsgruppen
gibt.
Aus diesen Ergebnissen 14Bt sich x*> mit 2,513 bestimmen. Bei drei Gruppen ent-

sprechend 2 Freiheitsgraden ist x? erst ab 5,99 signifikant. Damit kann man die Null-

hypothese nicht ablehnen, es gibt keinen Zusammenhang zwischen dem Alter der
Frauen bei der Entbindung und der Rekombinationsrate. Aufgrund anderer Arbeiten
zum Thema Rekombinationsrate bei Autosomen in Abhédngigkeit vom Alter wurde eine
Abnahme der Rate im hoheren Alter erwartet. Dies konnte jedoch bei der vorliegenden
Arbeit nicht nachgewiesen werden. Mogliche Fehlerquellen liegen hierbei in der stark
variierenden Gruppengrofle, dem Stichprobenumfang und falsch positiver Zuordnung
bei der Phasenfestlegung. AuBlerdem besteht die Moglichkeit eines unterschiedlichen
Rekombi-natinsverhaltens bei Gonosomen im Vergleich zu Autosomen.

Das Ergebnis dieser Arbeit ist trotz fehlender Signifikanz im Hinblick auf die
genetische Beratung so zu beurteilen, da3 jiingere Frauen (< 30 Jahre) kein erhohtes
Risiko fiir eine Rekombination tragen als Altere (> 35 Jahre) und es damit in der

Risikoberechnung beziiglich des Alters keine Unterschiede gibt.
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