Aus der Abteilung fur Medizinische Genetik
im Institut fir Humangenetik
der Universitat Wirzburg
Leiter: Professor Dr. med. T. Grimm

Schéatzungen der mannlichen und weiblichen M utationsr aten bel

Duchennescher Muskeldystrophie

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwtrde der
Medizinischen Fakultét
der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitét zu Warzburg
vorgelegt von
Miriam Kruger

aus Nordhorn

Wiirzburg, Januar 2005



Referent: Prof. Dr. med. T. Grimm

Koreferent: Prof. Dr. med. H. H6hn

Dekan: Prof. Dr.med. G. Ertl

Tag der mundlichen Prifung: 02.12.2005

Die Promovendin ist Arztin



Meinem Vater in Dankbarkeit gewidmet



I nhaltsver zeichnis

Saite
1. Einleitung, Zid der Arbeit 1

2. Duchennesche Muskeldystrophie
2.1 Klinik und Verlauf
2.2 Diagnostik

3. Genetik
3.1 Erbgang

3.2 Mutations-Selektionsgleichgewicht / Neumutationsrate

4. Verhaltnisder Mutationsrate im mannlichen und weiblichen Geschlecht 9

4.1 Bedeutung
4.2 Schétzung des Verhdtnisses mit Segregationsanalysen 9
4.3 Schétzung des Verhdtnisse mit DNA-Analysen 12
5. Material und M ethoden 14
5.1 Aufnahmekriterien 14
5.2 Vertellung der erfassten Daten 15
5.3 Erfassung der Familienverteilung 17
5.4 Beeinflussung durch autosomal-rezessive Falle 18
6. Schatzung desVerhéaltnissesv/ p 21
6.1 Erlauterung der Methodik 21
7. Ergebnisse 25
8. Diskussion 30

9. Literaturverzeichnis 34



1. Einleitung, Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Bestimmung des Verhdtnisses der
méannlichen und weiblichen Mutationsraten bei der Duchenneschen Muskeldystrophie
(DMD), wobei jeweils zwischen Deletionen und Punktmutationen unterschieden wird.

Bei der Duchenneschen Muskeldystrophie handelt es sich um eine X-chromosomal
rezessiv vererbte Krankheit. Es existiert derzeit keine kausale Therapie, die Patienten
versterben meist im 2. Lebens ahrzehnt.
Heterozygote Frauen, die in der Regel phanotypisch gesund sind, kommen als
Ubertragerinnen der Krankheit in Frage.

Bislang gibt es keine absolut verlasslichen direkte Heterozygotentests, es kbnnen nicht
alle Ubertragerinnen identifiziert werden.

Stattdessen wird bei einer genetischen Beratung das Risiko einer Frau, Ubertragerin zu
sein, berechnet. Hierbel werden zundchst mit Hilfe des Familienstammbaums sowie
weiteren Phéanotypinformationen wie dem Creatinkinase-Wert (CK), Informationen
erfasst.

Fur die Berechnung sind dann die Neumutationsrate fir DMD im Allgemeinen sowie

das Verhdltnis der méannlichen (v) und weiblichen (n) Mutationsraten Grundlage (k = v /
H).

Die moglichst genaue Kenntnis des genannten Quotienten k ist daher wesentlich fir die
Ermittlung des Heterozygotenrisikos, um eine kompetente genetische Beratung dieser

Frauen zu ermoglichen. Es galt urspringlich die Annahme v = p und somit k =1.

Fur die Neumutationsrate galt nach Haldanes Regel von 1935 (1) fiur letale X-
chromosomal vererbbare Krankheiten zunéchst der theoretischer Wert von 1/3 |, wobel
| = Inzidenz der Félle.

Mit der Einfuhrung biochemischer Methoden zur Heterozygotenbestimmung wurde bald
die Hypothese laut, dass die Neumutationsrate niedriger als der nach Haldanes Arbeit
erwartete Wert von 1/3 | liege (Roses et a.1977 (2), Pickard et a.1978 (3), Bucher et
al.1980 (4), Lane et a.1983 (5) ). Es folgten weitere Arbeiten mit zum Tell

widersprichlichen Ergebnissen.



1990 gelang Barbujani et al. der Nachweis einer signifikanten Abweichung von dem
erwarteten Wert von 0,333, der errechnete Wert lag bei 0,229. Neben dem Einfluss
vorhandener Keimzellmosaike gaben sie auch die Ungleichheit der mannlichen und
weiblichen Mutationsraten als eine mogliche Erklérung an. (6)

Es folgten somit Studien zur Berechnung von k, die auch nach den verschiedenen
Mutationstypen (Deletionen, Punktmutationen) unterschieden.

So erhielten Grimm et al. in ihrer 1994 durchgefiihrten Studie unter der
Beriicksichtigung des Vorhandenseins von autosomal-rezessiven Fallen Werte von k =
0,3 (95% Vertrauensbereich 0 - 2,9) fur Deletionen, k = 40,3 (95% Vertrauensbereich
2,0 - o0) fur Punktmutationen und k = 2,4 (95% Vertrauensbereich 0,5 — 18,9) fur die
Gesamtzahl der Félle. (7)

Es lief} sich also bereits absehen, dass Deletionen vorwiegend in der Oogenese und
Punktmutationen vorwiegend in der Spermatogenese entstehen. Diese Tendenz
bestétigten auch die Arbeiten von Sinha et alii 1996 (8), Alcantara et alii 1999 (9) sowie
Mukherjee et alii 2003 (10).

In der vorliegenden Arbeit erfolgt eine erneute Schdtzung des Verhdltnisses der
méannlichen und weiblichen Mutationsraten (k), ebenfalls unterschieden fur Deletionen
und Punktmutationen. Im Vordergrund steht hierbei die erneute Durchfihrung bereitsin
der Vergangenheit erfolgter Berechnungen anhand nun vorliegender grof3erer und somit

aussagekraftigerer Datenkollektive.

Vor der Erlauterung der durchgeflhrten Berechnungen wird zundchst auf das
Krankheitsbild der Duchenneschen Muskeldystrophie und auf ihre genetischen
Grundlagen eingegangen.



2. Duchennesche M uskeldystrophie

2.1. Klinik und Verlauf

Die Duchennesche Muskeldystrophie ist die haufigste vererbbare letale Krankheit beim
Menschen (11). Es liegen hierbei Mutationen im Dystrophin-Gen vor, die zu einer
fehlenden Dystrophinsynthese fuhren. Hierdurch kommt es zu einer progredient
verlaufenden Muskelschwéche.

Durch den X-chromosomalen rezessiven Erbgang erkranken fast ausschlief3lich Jungen.
Es kommt oft bereits im dritten Lebengjahr zu ersten Symptomen, wobei eine verzgerte
motorische Entwicklung sowie Paresen der Beckengurtelmuskeln im Vordergrund
stehen.

Charakteristisch sind das so genannte ,, Gowers-Manover” (beim Aufstehen Aufstitzen
der Hande zunéchst an den Unter-, dann an den Oberschenkeln), der typische
. Watschelgang” sowie die ,Gnomenwaden“, bei denen es sich um eine
Pseudohypertrophie der Wadenmuskulatur handelt.

Weitere klinische Merkmale sind eine Hyperlordosierung der Wirbelsdule, Spitzfulie
und Minderwuchs.

Spéter kommt es auch zu einer Beteilung der Muskeln von Rumpf, Beinen, Schultern
und Armen, was zum Zeichen der Scapulae alatae fuhrt.

Die Patienten sind meist im Alter von 10 Jahren rollstuhlpflichtig. (11)

Im weiteren Verlauf kommt es zu Beugekontrakturen sowie zu einer progredienten
Skoliose. Die durch die ebenfalls betroffene Atemmuskulatur bereits herabgesetzte
Vitalkapazitét wird hierdurch weiter vermindert. Weitere mogliche Symptome sind eine

Kardiomyopathie sowie geringe geistige Retardierungen

Die Patienten sterben oftmals bereits vor Vollendung des 20. Lebensalters (11), meist an
pulmonalen Komplikationen.
Grundsétzlich besteht Fortpflanzungsfahigkeit, erkrankte Manner versterben jedoch fast

immer, bevor sie Nachkommen zeugen.



Eine kausale Therapie ist derzeit nicht moglich. Die Mal3nahmen beschrénken sich damit
auf symptomatische Behandlungen in Form von Krankengymnastik, kontrakturldsenden
Eingriffen, dem Einsatz von Kortikosteroiden im Frihstadium sowie der Therapie von
Komplikationen.

Bei heterozygoten Frauen kommt esim Allgemeinen nicht zu klinischen Auffélligkeiten,
sie kommen allerdings als Ubertragerinnen der Erkrankung in Frage. Eine wichtige
Rolle spielt hierbei die Pravention im Sinne einer Beratung von eventuellen
Konduktorinnen bei Schwangerschaftsfragen.

2.2. Diagnostik

Erster Schritt fur die Diagnostik liefert im Allgemeinen die Anamnese. Aul3erdem
hinweisend sind eine erhohte Creatinkinase, die erhbhte Echogenitét im Myosonogramm
und myogene EMG-Veranderungen. Der endguiltige Nachweis der Diagnose ist moglich
Uber eine Muskelbiopsie, das immunhistologisch nachweisbare Fehlen von Dystrophin

sowie Uber die Molekulargenetik.



3. Genetik

3.1. Erbgang

Die Duchennesche Muskeldystrophie hat eine Inzidenz von 1/3.500 mannlichen
Lebendgeborenen und ist damit eine der hdufigsten bekannten schweren Erbkrankheiten.
(12)

Erstmals wurde sie klinisch bereits im 19.Jahrhundert beschrieben (Duchenne, 1868 ;
Gowers, 1879). Schon hierbei fiel Gowers auf, dass lediglich Jungen erkranken und
klinisch gesunde Frauen die Krankheit an ihre Sohne vererben (12),was die Vermutung
einer geschlechtsgebundenen Vererbung nahe brachte.

Fur die benigne Variante der Muskeldystrophie, der Beckerschen Muskeldystrophie
(BMD), fanden Becker und Kiener 1955 heraus, dass es sich hierbei um einen X-
chromosomal-rezessiven Erbgang handelt.

1983/84 gelangen Kingston et a. der Nachweis, dass BMD und DMD durch Mutationen

an derselben Stelle des X-Chromosoms verursacht werden. (12)

Auch die Duchennesche M uskeldystrophie wird somit X-chromosomal-rezessiv vererbt.

Das bedeutet, dass Jungen, die das betroffene Gen von ihrer Mutter vererbt bekommen,
zu hundert Prozent manifest erkranken, da sie nur ein X-Chromosom besitzen.

Médchen, an die das Gen vererbt wird, die also heterozygot sind, erkranken in der Regel
selbst nicht, werden aber zu Ubertragerinnen. Diese Konduktorinnen (Ubertragen
wiederum das verursachende Gen an 50% ihrer Sohne, die manifest erkranken und an

50% ihrer Tochter, die somit heterozygot werden.

Das DMD-Gen umfasst etwa 2,3 Millionen Basenpaare und ist somit das grofdte
bekannte menschliche Gen. Es kodiert fir eine 14 kb grofe mRNA, aus der als
Genprodukt das Protein Dystrophin hervorgeht. (13,14)



3.2. Mutations-Selektionsgleichgewicht / Neumutationsrate

Mit dem Begriff Mutationsrate wird die Zahl der Neumutationen pro Genort und
Generation beschrieben.

Da bei der Duchenneschen Muskeldystrophie die Patienten fast ausnahmslos versterben,
bevor sie Nachkommen zeugen, ist die reproduktive Fitness, also der Beitrag der
Individuen ihre Anlagen in den Gen-Pool der néachsten Generation einzubringen,
praktisch Null. Die Héaufigkeit des DMD-Gens musste somit nach und nach immer
weiter abnehmen, dieses wird jedoch durch die Neumutationen ausgeglichen, wie
Haldane zeigte (1). Selektion und Mutation befinden sich also im Gleichgewicht.

Unter der Annahme, dass die Mutationsraten fur mannliche und weibliche Keimzellen
gleich hoch sind, gilt nach Haldanes Formel fur die indirekte Schéazung von
Mutationsraten in letalen X-chromosomalen Krankheiten:

U=13(1-f) I

wobei U = kombinierte Mutationsrate = 2 p + v flir weibliche und ménnliche Keimzellen
f = effektive Fertilitét der Erkrankten

| = Inzidenz (Anzahl Neuerkrankungen in einem Kollektiv oder einer Population
wéhrend einer bestimmten Zeit) (12)

Bei DMD betragt die effektive Fertilitat Null, so dass sich ergibt:

U=13I

Bei Annahme gleicher Mutationsraten fir mannliche und weibliche Keimzellen wirde
man also erwarten, dass ein Drittel aller DM D-Patienten Neumutationen sind.

Andieser Stelle sel jedoch zu erwahnen, dass Haldane bereits 1956 selbst darauf hinwies,
dass die Mutationsraten wahrscheinlich nicht gleich grof3 seien, sondern dass die

mannliche Mutationsrate v grof3er zu sein scheint als die weibliche Mutationsrate . (15)

Durch die Ausarbeitung verschiedener Studien hat sich fir die Duchennesche
Muskeldystrophie ein durchschnittlicher Wert von U=7,1x10" herausgestellt (11)
(Abweichungen von 4,0 x10® bis 10,9 x10”, siehe Tabelle 1).



Tabellel

Schatzung der Mutationsraten fur DMD pro Gen und Generation anhand Haldanes
Formel

U=23(1-H1 (12)

Mutationsrate (x 10 ) | Region/ Land Bezug
9,5 Utah, USA Stephens und Tyler (1951)
4,3 Northumberland, Durham, | Walton (1955)
GB
40 Stdbaden, BRD Becker und Lenz (1955, 1956)
6,0 Nordirland Stevenson (1958)
4,7 Leeds, GB Blith und Pugh (1959)
8,9 Wisconsin, USA Morton und Chung (1959)
7,3 Bern, Schweiz Moser et al. (1964)
6,5 Fukuoko, Japan Kuroiwa und Miyazaki (1967)
10,9 Northern Area, GB Gardner-Medwin (1970)
4,6 Polen Prot (1971)
8,8 Sud-Ost-Schottland Brooks und Emery (1977)
7,2 Japan Y asuda und Kondo (1980)
9,4 Italien Danieli et al. (1978)
6,2 Austrdien Cowan et al. (1980)
8,7 Alberta, Kanada Williams et al. (1983)

Damit hat DMD eine sehr hohe Mutationsrate, deutlich hdher als bel anderen
vererbbaren Krankheiten. Zum Vergleich betrégt beispielsweise die Mutationsrate der
Hamophilien 2,2-3,2 x10° und ist damit nur halb so groR. (16)

Eine direktere Methode zur Bestimmung der Mutationsrate wurde von Gardner-Medwin
(1970) angewandt. Hierbei wurde die Anzahl der durch Neumutation Erkrankten in
einem bestimmten Zeitraum auf die Anzahl aller Geburten in diesem Zeitraum bezogen.




Es galt folgende Formel:
U = (IXR)/T, mit:
U= Mutationsrate
J= Anzahl der ermittelten isolierten Falle, Patienten tber 5 Jahre alt
R = Anteil der isolierten Falle, bei denen die Mutter nicht Ubertragerin war
T = Anzahl der méannlichen Geborenen, die in derselben Zeitspanne wie J geboren
wurden
und:
R=1-i/d
wobei: i = Anteil der Miitter isolierter Félle mit einer CK-Erhéhung
d = Anteil von definitiven Gentragern mit einer CK-Erhéhung
Bei isolierten Féllen handelte es sich um digjenigen Patienten, in deren Familie kein

weiterer Fall von DMD existierte.

Bei dieser Methode ergab sich ein Wert von 10,5 x10°, im Vergleich dazu lag der von
Gardner-Medwin nach der Haldane-Formel errechnete Wert bei 10,9 x10°. (11)



4. Verhaltnisder Mutationsrate im mannlichen und weiblichen Geschlecht

4.1. Bedeutung

Um bel einer genetischen Beratung eine korrekte Risikoberechnung durchzufihren, ist
nicht nur die Kenntnis der Gesamtmutationsrate, sondern auch des Verhaltnisses der
Mutationsraten in weiblichen (i) und mannlichen Keimzellen (v) wesentlich.

Waére namlich die Mutationsrate in mannlichen Keimzellen deutlich hoher, ware die
tatsdchliche Zahl von Neumutationen bei den isolierten Féllen viel geringer als
angenommen.

Dieses wirde bedeuten, dass der Grofdteil der Mdutter von isolierten Féllen als
Ubertragerinnen mit einem dementsprechend hohen genetischen Risiko angesehen
werden missten. (11)

Die Schétzung dieses Verhaltnisses war bereits Bestandteil vieler Studien. Die meisten
dieser Studien griffen hierbei auf klassische Segregationsanalysen zuriick, verwendeten

also keine Informationen Uber mit der Krankheit verbundene DNA-Marker.

4.2. Schatzung des Verhaltnisses mit Segregationsanalysen

Der Anteil der Patienten an den isolierten Féllen, bei denen der Gendefekt durch eine
Mutation in der mitterlichen Keimzelle entstanden ist, wird im Folgenden mit X
bezeichnet.

Dieser umfasst also die tatsichlichen Neumutationen, in denen die Mutter des Patienten

keine Konduktorin ist.

Um diesen mit Hilfe von Segregationsanalysen zu bestimmen gibt es zwel Ansdtze, die

auch miteinander kombiniert werden konnen.

1. Segregationsanalysen ohne Heterozygotentests:

Der ersteist nach Haldane (1956) auf folgender Gleichung aufgebaut: X =p/ (2u +v),
wobei p und v die einzelnen Mutationsraten in weiblichen und mannlichen Keimzellen
sind.



Verschiedene Segregationsanalysen (Haldane 1956 ; Morton 1958 ; Cheeseman et al.
1958 ; Smith and Kilpatrick 1958) ergaben im allgemeinen Werte, die recht nah an dem
bei u ~v erwarteten Wert von 0,33 lagen.

Stérkere Abweichungen gab es lediglich in zwel Studien aus den USA (Lane et al.1983 ;
Bucher et a.1980) und in einer Arbeit aus Italien (Danieli et al.1980) (siehe Tabelle 2).
(11)

Tabelle 2
Schéatzung des Neumutationsanteils X bel  Patienten mit DMD anhand verschiedener
Segregationsanalysen (11)
Autoren Methode X = SE
Cheeseman et al. (1958) Haldane (A) 0,510 + 0,079 2
0,523 £ 0,097 °
Cheeseman (B) 0,394 + 0,1572
0,375 + 0,195°
Cheeseman (C) 0,343 +0,141°
0,399 + 0,186"°
Smith und Kilpatrick (1958) | Maximale Wahrscheinlichkeit 0,320 + 0,145%
0,394+ 0,173°
Morton und Chung (1959) Morton 0,35+ 0,05
Danieli et al. (1980) Haldane 0,293 + 0,067
Cheeseman (B) 0,224 + 0,085
Cheeseman (C) 0,195 £ 0,072
Davie und Emery (1978) Morton 0,355 + 0,050
Geschlechtsverhaltnis von 0,32+0,12
Geschwistern von isolierten Féllen
Laneet a. (1983) Cheeseman (B) 0,127 £ 0,111
Yasudaund Kondo (1980) | Maximale Wahrscheinlichkeit 0,291 + 0,046
Bucher et al. (1980) Geschlechtsverhéltnis von 0,23+0,2
Geschwistern von isolierten Féllen
Segregationsanalyse 0,17 £ 0,08
Williams et al. (1983) Segregationsanalyse 0,274 + 0,085°
0,336 + 0,090
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& Daten aus Nordirland (Stevenson 1958)
P Daten aus Utah (Stephens and Tyler 1951)
¢ angenommen, dass n = 0,95 (Erfassungswahrscheinlichkeit)

94 angenommen, dass = 0,7

2. Segregationsanalysen mit Heterozygotentests:

Der zweite Ansatz zur Bestimmung von X sitzt sich auf die Ergebnisse von
Heterozygotentests.

Viele Studien stimmen mit dem Wert von 0,33 Uberein (Gardner-Medwin, Caskey et al.,
Zatz et al., Moser). Vor alem bei Studien, die nicht die CK-Bestimmung oder eine
Kombination verschiedener Methoden benutzten, kam es zu abweichenden Werten
(Pickard, Bucher) (siehe Tabelle 3). (11)

Tabelle3 Schétzung von x bei Patienten mit DMD anhand von Heterozygotentests (11)

Autoren Heterozygotentest X+ SE
Caskey et a. (1980) CK ~ 0,328 + 0,062
Gardner-Medwin (1970) CK 0,320 + 0,053
Zatz et a. (1976) CK 0,313 + 0,039
Danieli et al. (1977) CK 0,250 + 0,043
Moser (1971, 1977) CK 0,323 + 0,059
Roses et al. (1977) CK 0,330 + 0,069
0,049+ 0,034°
Pickard et al. (1978) Lymphocyte capping 0,280 £ 0,090
0,133+ 0,067°
Bucher et al. (1980) Polyribosomale 0,166 + 0,050
Proteinsynthese

& CK, LDH-5 Isoenzym und Heterozygotentest bei weiteren weiblichen Verwandten
P Heterozygotentest bei weiteren weiblichen Verwandten

Sowohl Moser as auch Yasuda (11,17) schlossen aus den Ergebnissen dieser
Auswertungen, dass die Mutationsraten in weiblichen und méannlichen Keimzellen
gleich hoch seien, es also keinen Geschlechtsunterschied bei den Mutationsraten gebe.
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Moser wies jedoch auch darauf hin, dass dieses im Vergleich mit anderen
geschlechtsgebunden vererbbaren Krankheiten auf3ergewohnlich sei. So wurden fur die
Hamophilie A oder das Lesch-Nyhan-Syndrom bereits durch Untersuchungen
festgestellt, dass der Grofdteil der Mutationen bei der Spermatogenese auftritt.

Vor diesem Hintergrund gewinnen die Ansdtze zur Bestimmung des Verhaltnisses von

wv mit Hilfe von DNA-Analysen eine grof3e Rolle.

4.3. Schatzung des Verhaltnisses von weiblichen und mannlichen Mutationsraten
mit Hilfevon DNA-Analysen

M olekularbiologische Grundlagen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen ist es moglich, individuelle Unterschiede
innerhalb des Genoms nachzuweisen. Restriktionsendonukleasen setzen an spezifischen
Nukleotidsequenzen der DNA an und spalten sie dort (18). Sie schneiden also immer
nach der gleichen Basenfolge und kdnnen bei genetischer Verdnderung durch Deletion
oder Substitution einer oder mehrerer Basen nicht mehr an derselben Stelle schneiden.
So kommt es innerhalb einer Population zu Fragmenten unterschiedlicher Lénge, so
genannten Restriktionslangenpolymorphismen (RFLPs) (19). Diese RFLPs koénnen
labortechnisch mittels radioaktiv markierter DNA-Sonden nach dem Verfahren der
Southern-Hybridisierung dargestellt werden (20).

Bel diesen Mutationen handelt es sich um solche, die keine phanotypischen
Auswirkungen haben, so dass sie keinen Selektionsdruck ausiiben und die RFLPs sich
somit gleichmaf3ig in der Bevolkerung ausbreiten. Sie werden als Mendelsches Merkmal
mit kodominantem Erbgang weitergegeben, wobel die Allele den verschiedenen
Fragmentgrof3en entsprechen. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es moglich, RFLPs als

genetische Marker fur Kopplungsanalysen einzusetzen. (21)

Anwendung
Nach der Klérung der Lokalisation des DMD-Gens auf Xp21l konnten sowohl eng

benachbarte als auch innerhalb des Gens liegende RFLPs mit spezifischen DNA-Sonden
dargestellt werden. Somit wurde auch fiur DMD der Gebrauch von RFLPs wesentlich
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und eine indirekte Genotypdiagnostik per Kopplungsanalyse ermdglicht. Hierbei findet
eine Untersuchung der Familie des Patienten mittels aussagekraftiger RFLPs statt, die es
einem ermdglicht, das defekte X-Chromosom zu identifizieren. Somit kann der X-

chromosomale Haplotyp innerhalb einer Familie nachvollzogen werden.

Ein Nachteil bei der Verwendung von RFLPs ist alerdings, dass die meisten RFLPs nur
zwei Allele aufweisen und der Informationsgehalt somit doch eher gering ist.
Aus diesen Grinden wird die Anwendung von RFLPs heutzutage von Untersuchungen

mit so genannten Mikrosatelliten erganzt und teilweise ersetzt.

Bel entsprechender Untersuchung von drel Generationen innerhalb einer Familie kann
der Ursprung des X-Chromosoms eines jeden Patienten auf seine Grolietern
zuriickverfolgt werden.

Bel Auswertung eines groReren Patientenkollektivs kann so anhand des Anteils der
Patienten, die das X-Chromosom des mitterlichen GroRvaters geerbt haben, das

Verhéltnis von weiblichen und ménnlichen Mutationsraten errechnet werden. (22)

Diese Methode ist weniger anfallig fur Storungen als die oben genannten Bestimmungen
Uber Segregationsanal ysen oder Heterozygotentests.

Der Vortell liegt darin, dass nicht nur Familien isolierter Félle verwendet werden dirfen
und dass das Ergebnis nicht durch die Anzahl betroffener Brider beeinflusst wird.
AuRerdem werden hierbei keinerlei Informationen (ber den Ubertrager-Status der
Mutter des Patienten bendtigt.

Eine Bedingung, die allerdings erflllt werden muss, ist die Moglichkeit von DNA-
Analysen beim Patienten, bel seiner Mutter und bei den miitterlichen Grol3eltern (22).

Karel et a. (23) sowie Muller und Grimm (22) fuhrten erste Berechnungen des
Verhdltnisses mit Hilfe von DNA-Markern durch.

Sie wiesen jedoch darauf hin, dass fur eine endgultige Widerlegung der Nullhypothese
von gleichen Mutationsraten bei beiden Geschlechtern eine sehr grof3e Stichprobengrol3e
notwendig sei. In einem kommentierenden Artikel von Kriger 1987 wurde die Anzahl
der notwendigen Familien, um die Hypothese p = v mit einem 95%igen Signifikanzlevel

zu widerlegen, auf 268 festgelegt (24).
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5. Material und M ethoden

5.1. Aufnahmekriterien

Die vorliegende Studie stitzt sich auf die 1994 von Grimm et al. durchgefuhrten
Untersuchungen (7).

Die Daten wurden im Institut fur Humangenetik, Universitét Wirzburg gesammelt.

Um in die Studie aufgenommen zu werden, galten folgende Einschlusskriterien:

1. Beim Index-Patient musste eine definitive DM D-Diagnose gestellt worden sein.

Die Diagnose wurde anhand von klinischer Untersuchung, Muskelbiopsie und Serum-
Creatinkinase (CK) gestellt.

2. Die Familien waren mit der Fragestellung von Ubertréger- oder Pranatal-Diagnosen

zur Untersuchung gekommen

3. Eine Blutprobe des Patienten musste fiir ein Del etionsscreening vorhanden sein.

4. Blutproben von der Mutter und von beiden miutterlichen Grof3eltern mussten
vorhanden sein, oder der fehlende Haplotyp musste eindeutig anhand der Daten von

Mutter und einem der Grof3eltern rekonstruierbar sein

Es wurden keine weiteren Familieninformationen verwendet, um eine Bias zu familiér

gehauften Fallen zu vermeiden.

Intragenische Rekombinationen in Familien wurden ausgeschlossen. Eine Korrektur
durch eine dadurch entstandene Neigung wurde wie in Kapitel 6.1 beschrieben nach der

von Mlller et al. erklérten V orgehenswel se durchgefihrt. (25)
Es war aul3erdem notwendig, dass die Mutter fur mindestens einen Genmarker

heterozygot war, da sonst keine eindeutige Feststellung moglich war, welches ihrer X-

Chromosomen von ihrem Vater ssammt.
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War durch ein Crossing-Over im DMD-Gen eine eindeutige Zuordnung nicht moglich,
wurden diese Familien ebenfalls von der Studie ausgeschlossen.

Der grof3elterliche Ursprung des mutierten Haplotyps konnte in 242 Fallen bestimmt
werden, so dass diese Félle als informativ fur die Studie galten.

5.2. Verteilung der erfassten Daten

Die Verteilung der grolBmutterlichen und groldvéterlichen Haplotypen bei den
verschiedenen Mutationstypen (Deletion, Duplikation, Punktmutation) ist in Tabelle 4
wiedergegeben, wobel noch eine Unterteilung in sporadische Félle (A), Félle, in denen
ein Geschwisterkind des Patienten ebenfalls mitbetroffen ist (Geschwisterféle) (B) und
Fdle, in denen weitere Félle in der Verwandtschaft auftraten (Familienféle) (C),

erfolgte.
Tabelle4  Vertalung der Familien

Gesamt | Deletion | Punktmutation | Duplikation
(A): Sporadische Félle | 166 80 82 4
GMH 102 56 44
GPH 64 24 38 2
(B): Geschwisterfdlle |23 12 9 2
GMH 13 10 2 1
GPH 10 2 7 1
(C): Familienfélle 53 26 27 0
GMH 52 26 26
GPH 1(KzM) |0 L(KZM)
Alle Familien 242 118 118
GMH 167 92 72 3
GPH 75 26 46 3
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GMH = grofimtterlicher Haplotyp
GPH = grol3véterlicher Haplotyp

KZM = Keimzellmosaik

In die Rubrik ,, Punktmutation” gingen neben den eigentlichen Punktmutationen auch die
Félle ein, in denen kleine Deletionen oder kleine Duplikationen vorlagen, die also nicht
beim Deletionsscreening erfasst werden konnten.

Das Deletionsscreening erfolgte nach Standardmethoden. (13)

Die Haplotypenanalyse wurde mit insgesamt 15 DNA-Markern durchgefuhrt, die
tellweise innerhalb oder nahe an den Enden des Gens lagen.
Rekombinante Haplotypen wurden ausgeschlossen und die dadurch entstandene

Neigung wie in Kapitel 6.1 beschrieben korrigiert. (MUller et al., 25)

Betrachtet man nun die Verteilung der grolvéterlichen und grof3mitterlichen
Haplotypen im Hinblick auf Unterschiede zwischen den Deletionen und
Punktmutationen, so ergibt sich folgende Vierfeldertafel:

Deletionen Punktmutationen | Summe
GMH 92,00 72,00 164,00
GPH 26,00 46,00 72,00
Summe 118,00 118,00 236,00

Der dazugehtrige Chiquadrat-Wert betragt 7,9946, p = 0,0047, somit ist p<0,02. Wir
erkennen also bereits an dieser Stelle einen signifikanten Unterschied in der Vertellung

zwischen Deletionen und Punktmutationen.

16



5.3. Erfassung der Familienverteilung

Wie bereits erwdhnt, war eine Ubertréger- oder eine Préanataldiagnose oder deren
Kombination eins der Aufnahmekriterien. Hierdurch wurde zwar einer Favorisierung
von durch Deletionsscreening erfassten Falen entgegengewirkt, unter Umsténden kann
hieraus jedoch eine Neigung zu einer bestimmten Familienkonfiguration entstehen.

In einer 1992 in den Niederlanden durchgefihrten Studie (26) ergab sich eine Verteilung
von 62% sporadischen Fallen, 16% Geschwisterfallen und 22% Familienfédllen. In der
vorliegenden Auswertung handelt es sich in 69% um sporadische Félle, in 9% um
Geschwisterfélle und in 22% um Familienfélle.

Ein statistischer Vergleich der Konfigurationsverteilung ergibt somit die in Tabelle 5

wiedergegebenen Werte.

Tabelle5

Vergleich der Familienverteilung

Sporadische Félle | Geschwister- | Familien-
falle falle
Erhaltene Werte 166 23 53
(vorliegende Arbeit)
Erwartete Werte 150,04 38,72 53,24
(Studie aus den
Niederlanden)
Chi-Quadrat 1,698 6,382 0,001 Summe:
8,081

Hierdurch ergibt sich ein p-Wert von 0,0176. Esist also p < 0,02, so dass sich die Werte
signifikant von denen der niederlandischen Studie unterscheiden. Wir missen
dementsprechend eine Korrektur der Daten durchfUhren. Die nach dieser Korrektur
erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.
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Wie Grimm et al. durch ihre Arbeiten 1990 (27) und 1994 (7) zeigen konnten, werden
die Ergebnisse durch das eventuelle Vorhandensein von Keimzellmosaiken nicht weiter
gestort.

5.4. Beeinflussung dur ch autosomal-rezessive Féalle

Ein weiteres Problem, das allerdings berticksichtigt werden muss, ist das Vorhandensein
von autosomal-rezessiven Phanokopien innerhalb unserer Daten. Als Beispiel hierfar gilt
die Duchenne-dhnliche autosomal rezessive Muskeldystrophie, MIM 253700, deren
Haufigkeit als ein Zwanzigstel der Haufigkeit von DMD geschétzt wird. (28,29)

Diese autosomal-rezessiven Félle werden in unserer Studie lediglich in den Féallen
erwartet, in denen keine Mutation im DMD-Gen nachgewiesen wurde und bei denen
keine typisch X-chromosomale Familiengeschichte vorliegt. Unter der Annahme, dass
bei 5% aller Falle mit der klinischen Diagnose DMD tatséchlich autosomal-rezessive
Phénokopien vorliegen, ergibt sich bei einer Gesamtzahl von 242 Féallen mit Deletionen,
Duplikationen und angenommenen Punktmutationen insgesamt:

0,05*242=121

Diese Félle kénnen sich nur in den Gruppen der sporadischen Félle mit angenommener
Punktmutation und der Geschwisterfalle mit angenommener Punktmutation befinden.
Dadiese laut Tabelle 4 gemeinsam 91 von 242 Fallen umfassen, erhalten wir:

12,1/91 =0,132967

Wir kénnen den Anteil dieser Phanokopien in den beiden Gruppen also auf ungeféhr
13 % schétzen.

Die Anwesenheit von autosomal-rezessiven Phéanokopien fuhrt dazu, dass k Uberschétzt
wird. Daher sollte diesem durch eine Korrektur in den Félen, in denen keine
Strukturanomalie im DM D-Gen nachweisbar ist, entgegengewirkt werden.

Um einen korrekten Wert fur k zu erhalten, miissen wir also entsprechend 13% abziehen.
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Die vor dieser Korrektur erhaltenen Daten sind in Tabelle 6A, die Daten nach der
Korrektur in 6B wiedergegeben.

Tabelle 6A
Vertellung der grofmtterlichen und grof3véterlichen Haplotypen bei Patienten mit
Deletionen und Punktmutationen vor der Korrektur wegen autosomal-rezessiver

Phanotypen
Alle Alle ohne Deletion | Punkt- Duplikation
Duplikation mutation

Sporadische GMH | 102 100 56 44 2
Féle

GPH 64 62 24 38

Alle 166 162 80 82 4
Geschwister- | GMH | 13 12 10 2
fale

GPH 10 9 2 7 1

Alle 23 21 12 9 2
Familien- GMH |52 52 26 26 0
fale

GPH |[1(KzM) |1 0 1 0

Alle 53 53 26 27 0
Alle GMH | 167 164 92 72 3

GPH 75 72 26 46 3

Alle 242 236 118 118 6
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Tabelle 6B

Vertellung der grofmtterlichen und grof3véterlichen Haplotypen bei Patienten mit
Deletionen und Punktmutationen nach der Korrektur wegen autosomal-rezessiver
Phanotypen

(-13,2967033% in den entsprechenden Gruppen)

Alle Alle ohne Deletion | Punkt- Duplikation
Duplikation mutation

Sporadische GMH | 96,14 94,14 56 38,14 2
Féle

GPH 58,95 56,95 24 32,95

Alle 155,09 | 151,09 80 71,09 4
Geschwister- | GMH | 12,73 11,73 10 1,73
fale

GPH 9,07 8,07 2 6,07 1

Alle 21,80 19,80 12 7,80 2
Familien- GMH |52 52 26 26 0
fale

GPH 1 1 0 1 0

Alle 53 53 26 27 0
Alle GMH | 160,88 | 156,88 92 65,88 3

GPH 69,02 66,02 26 40,02 3

Alle 229,9 2239 118 105,9 6
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6. Schatzung desVerhaltnissesv/ p

Als néchster Schritt erfolgte die Schatzung des Verhdltnisses der weiblichen und
méannlichen Mutationsraten, im folgenden k genannt, sowohl fir Deletionen als auch fur
Punktmutationen.

Die Schatzung wurde nach der indirekten Methode von Mdller und Grimm (22) mit der
von Mller et a. eingefiihrten und beschriebenen Korrektur (25) durchgefiihrt.

6.1. Erlauterung der Methodik
Die Berechnungen sttitzen sich auf folgende Grundlagen (7):

Die Mutation, die bel einem DMD-Patienten vorliegt, kann durch folgende
Moglichkeiten entstanden sein:

A. Neumutation beim Patienten selber:

A Mit einer Wahrscheinlichkeit der  weiblichen
patient new mutation Mutationsrate p auf dem grof3véterlichen X-Chromosom
O und mit derselben Wahrscheinlichkeit auf dem

grol3mutterlichen X-Chromosom:

<> A=pu/(2ut+v)

3 GPH = 1/2; GMH = 1/2
i wobei:

GPH = Wahrscheinlichkeit, dass der grof3véterliche
Haplotyp vorliegt,
GPH =1/2 GMH = Wahrscheinlichkeit, dass der gromiitterliche
GMH =1/2

Haplotyp vorliegt,
A = Haufigkeit des Typsin der Bevolkerung

A=p/(2u+v)
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B. Neumutation bei der Mutter des Patienten, die somit Ubertragerin ist:

B

mother carrier
and new mutation

B =1/2 (u+v) / (2p + v)

GPH =v/ (utv)
GMH = p / (p+v)

" Mit der Wahrscheinlichkeit der mannlichen Mutationsrate v

auf dem grofRvéterlichen X-Chromosom oder mit der
Wahrscheinlichkeit p auf dem grofmitterlichen X-

Chromosom:

B=12(utv)/(2utv)
GPH=v/(utv); GMH =pn/ (u+v)

C. Die GroBmutter ist bereits Ubertragerin:

C

mother and grandmother

carrier
@

O,
&

C=1/2 (p+v)/ (2p + v)

GPH=0
GMH =1

C= V2 (u+v) / (2u+v)
GPH=0;GMH =1
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Die 3 Mdglichkeiten lassen sich zusammenfassen zu:
GPH / (GPH+GMH) =1/2A+v/(utv)B+0C

Einsetzen ergibt:

GPH / (GPH+GMH) = 1/2 [/ (2u+ V)] + [v / (u# V)] [1/2 (u+ v) / (2u+ V)]
=/ (4t 2v) +v /[ (4pt 2v)
= (u+v) / (4ut 2v)

Fur k, das Verhdltnis der weiblichen und ménnlichen Mutationsraten, gilt:

k=v/p, somitv=kp

Einsetzen ergibt:
GPH/(GPH+GMH) =pu+kp/4u+2kp
= (1+k) / (4+2K)

GPH / (GPH+GMH) + GMH / (GPH+GMH) = 1,

somit gilt entsprechend:

GMH / (GPH+GMH) = 1— GPH (GPH+GMH)
=1—(1+k) / (4+2Kk)
= (4+2K) / (4+2K) — (1+K) / (4+2K)
= (3+k) / (4+2K)

Dividieren der beiden Gleichungen ergibt:
[GPH (GPH+GMH)] / [GMH (GPH+GMH)] = [(1+K) / (4+2K)] / [(3+K) / (4+2K)]

Somit: GPH/ GMH = (1+k) / (3+k)

Durch Umformung erhalten wir:

(3+k) GPH = (1+k) GMH

3 GPH + k GPH = GMH + k GMH

3 GPH — GMH =k (GMH — GPH)
k=(3GPH-GMH)/(GMH-GPH)
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Wie bereits erwdhnt, muss die durch Ausschluss der Falle mit intragenischer
Rekombination aufgetretene Neigung, korrigiert werden. Hierfir wurde ein Faktor r

eingeftihrt:

k=([3-r] GPH-[1-r]GMH )/ ( GMH —GPH ),

wobei es sich bei GPH und GMH um die absolute Zahl von grof3véterlichen bzw.
grolBmutterlichen Haplotypen in unserer Probe handelt und r die Wahrscheinlichkeit
intragenischer Rekombination ist, die wir auf 0,05 setzen (25).

Fur die Berechnung von k gilt also folgende Formel:
k=(295GPH-095GMH)/(GMH -GPH)

In einem weiteren Schritt berechnen wir sowohl fir Deletionen als auch fir
Punktmutationen die jeweiligen Anteile, die aus der Oogenese beziehungsweise aus der

Spermatogenese stammen.

Generell ist der Anteil von Mutationen, die in der Spermatogenese entstehen, gegeben
durch: (7)

S=2k/ (4+2K),

was sich vereinfachen lasst zu: S=k/ (2+k)

Entsprechend ist fur die Mutationen, die in der Oogenese entstehen, folgendes gegeben:
0 =2/(2+k)

Verwenden wir nun das Verhdltnis k, das wir jeweils fur Deletionen und

Punktmutationen errechnet haben, mit den oben genannten Formeln, so kénnen wir die

jeweiligen Anteile von Deletionen und Punktmutationen bestimmen.

24



7. Ergebnisse

Unter Berticksichtigung sowohl der Anpassung an die niederléndische Studie als auch
der Korrektur wegen des Vorkommens autosomal-rezessiver Falle, erhaten wir die in
Tabelle 7 dargestellte Verteilung

Tabelle7
Verteillung von grofdmitterlichen (GMH) und grofRvéterlichen (GPH) Haplotypen nach
den Korrekturen

Alle Deletionen Duplikationen Punktmutationen
GMH 166,30 93,07 3,00 70,22
GPH 74,70 24,93 3,00 46,78

Betrachtet man nun erneut die Verteilung der grof3véterlichen und grof3mitterlichen
Haplotypen im Hinblick auf Unterschiede zwischen den Deletionen und
Punktmutationen, so ergibt sich folgende Vierfeldertafel:

Deletionen Punktmutationen | Summe
GMH 93,07 70,22 163,30
GPH 24,93 46,78 71,70
Summe 118,00 118,00 235,00

Der dazugehdrige Chiquadrat-Wert betragt 9,851, p = 0,0017, also p<0,02.
Auch nach Durchfiihrung der Korrekturen ergibt sich somit ein signifikanter Unterschied

in der Verteilung zwischen Deletionen und Punktmutationen.
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Fur die Berechnungen gilt:
k=([3r] GPH—-[1-r]GMH)/( GMH —-GPH ), mitr =0,05;
also: k=(295GPH-095GMH )/ (GMH —-GPH )

Somit erhalten wir folgende Daten:

|. Fir alle Félle:
k= (295*74,7-0,95* 166,3) / (166,3— 74,7 ) = 0,68
Vertrauensbereich (95%) = 0,08 ; 1,76

[1. FOr Deletionen:
k=(295* 24,93-0,95* 93,07) / (93,07 —24,93) = -0,22
Vertrauensbereich (95%) = -0,55; 0,32

[11. FUr Punktmutationen:
k=(295*46,78—-0,95* 70,22) / (70,22 - 46,78) = 3,04
Vertrauensbereich (95%) = 0,77 ; 37,05

Fur die 6 Félle, in denen eine Duplikation vorlag, konnte aufgrund der geringen Fallzahl

keine getrennte Auswertung erfolgen.
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Die errechneten Werte und die dazugehdrigen V ertrauensbereiche werden noch einmal
in Tabelle 8 zusammengefasst:

Tabelle 8

Verhdltnis der weiblichen und mannlichen Mutationsraten (k) und dazugehorige
V ertrauensbereiche (95%) nach durchgefiihrten Korrekturen

Rekombinationsfraktion (r) = 0,05

k Vertrauensbereich
(95%)
dle Falle 0,68 0,08; 1,76
Deletionen -0,22 | -0,55;0,32
Punktmutationen 3,04 0,77 : 37,05

Mit den so berechneten Werten fir k bzw. den entsprechenden Vertrauensbereichen

erhalten wir die folgenden Anteile an Spermatogenese und Oogenese:

|. Punktmutationen:

Fur den Anteil von Mutationen, die in der Spermatogenese entstehen, gilt:
S=k/ (2+k)

Damit erhalten wir fir Punktmutationen:

Spm=kpm/(2+k pm), kpm=3,04

Spm=3,04/ (2 + 3,04) = 0,6032

Spm=60,32 %

Fur den Anteil von Mutationen, die in der Oogenese entstehen, gilt:
0=2/(2+K)

Damit erhalten wir fir Punktmutationen:

Opm=2/(2+kpm), k pm= 3,04

Opm=2/(2+3,04) = 0,3968

O pm = 39,68 %

Es entstehen also 60,32% der Punktmutationen in der Spermatogenese und 39,68 % in

der Oogenese.
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|I. Deletionen:
Fur Deletionen hat sich gezeigt, dass k gegen O geht. (k =-0,22)

Dafur den Anteil der Mutationen, die in der Spermatogenese entstehen, gilt: S=k / (2+k)
geht S del gegen O.

Das bedeutet, dass so gut wie keine Deletionen in der Spermatogenese entstehen.

Fur den Anteil der Mutationen, die in der Oogenese entstehen, gilt: O =2/ (2 + k)

O del geht damit gegen 1.

Das bedeutet, dass fast alle Deletionen in der Oogenese entstehen.

[11. alle M utationen:

Fur ale Mutationen (mit Duplikationen) erhalten wir:
k=0,68

S=k/ (2+k)

Sges=0,68/ (2 +0,68) = 0,2537

Sges=25,37%

0=2/(2+K)
Oges=2/(2+0,68) = 0,7463

O ges=74,63%

Von allen Mutationen entstehen also 25,37 % in der Spermatogenese und 74,63 % in der

Oogenese.
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Die erhaltenen Ergebnisse werden noch einmal in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle9
Zusammenfassung der Verteilung des Ursprungs der Mutationen auf Spermatogenese
und Oogenese
Spermatogenese Oogenese
Punktmutationen 60,32% 39,68%
Deletionen — 0% — 100%
Alle Mutationen 25,37% 74,63%

Wie bereits erwéhnt erfolgte fir die Duplikationen keine getrennte Auswertung.
An dieser Stelle sei jedoch auf die Arbeit von Kawamura et alii (30) verwiesen, der

zufolge Duplikationen vorwiegend in der Spermatogenese entstehen.
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8. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Mutationsraten in weiblichen
Keimzellen (1) und in ménnlichen Keimzellen (v) nicht, wie anfanglich angenommen,

gleich grol3sind. Esist also p # v, und somit k # 1.

Insbesondere muss hierbei zwischen Deletionen und Punktmutationen unterschieden
werden. Es lasst sich sagen, dass fur Deletionen p > v gilt, wahrend fur Punktmutationen
u<vgilt(k=304ds0v~3p).

Die Ergebnisse zeigen, dass ca. 60% der Punktmutationen in der Spermatogenese
enstehen, wahrend fast die Gesamtheit der Deletionen in der Oogenese entsteht.

Diese Erkenntnis hat fir die humangenetische Beratung einer moglichen Konduktorin

fur die Duchennesche Muskel dystrophie eine grof3e Bedeutung.

Nach Haldanes Formel gilt:

U=13I

U = durchschnittliche Mutationsrate

| = Inzidenz

Waére nun p = v, lagen in einem Drittel der Félle Neumutationen vor, wahrend es sich in

zwel Drittel der Falle bei den Muttern um Konduktorinnen handeln wirde.

Die Neumutationsrate lasst sich beschreiben durch: X[Z p/ (2 u+v)
Fur die Deletionen gilt u > v, wobei v gegen O geht.

Der oben genannte Quotient fir die Neumutationsrate (X) geht damit gegen 2. Fir
Deletionen konnen wir also davon ausgehen, dass ndherungsweise 50% der Félle
tatsachliche Neumutationen sind, wahrend es sich in 50% der Félle bei den Muttern um

Konduktorinnen handelt.

Damit ist die die Zahl der tatsachlichen Neumutationen deutlich héher, wahrend die Zahl

der Konduktorinnen deutlich niedriger ist als angenommen.
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Fur eine Mutter, die ein Kind mit Duchennescher Muskeldystrophie geboren hat, bei
dem eine Deletion vorliegt, gilt nun, dass das Risiko, erneut ein krankes Kind zu gebéren,
gignifikant niedriger ist als das geschédtzte Risko unter der Annahme gleicher

Mutationsraten in Oogenese und Spermatogenese.

Betrachten wir die Punktmutationen, erhalten wir folgende Ergebnisse
Esqilt p<v; v=3.

Neumutationsrate: X[ZF pn/ (2p +v)

Somit erhalten wir x[= 1/5.

Fur Punktmutationen konnen wir also davon ausgehen, dass etwa 20% der Félle
tatsachliche Neumutationen sind, wahrend es sich in 80% der Félle bei den Muttern um

Konduktorinnen handelt.

Damit ist die die Zahl der tatsdchlichen Neumutationen deutlich niedriger, wahrend die
Zahl der Konduktorinnen deutlich héher ist als angenommen.

Fur eine Mutter, die ein Kind mit Duchennescher Muskeldystrophie geboren hat, bei
dem eine Punktmutation vorliegt, gilt nun, dass das Risiko, erneut ein krankes Kind zu

gebaren, deutlich hdher ist als zunéchst angenommen.

31



Ein welterer interessanter Punkt ist der Vergleich mit anderen X-chromosomal rezessiv

vererbbaren Krankheiten.

Durchgeftihrte Studien haben die Ergebnisse aus Tabelle 10 hervorgebracht.

Tabelle 10

Verhdltnis der ménnlichen und weiblichen Mutationsraten bei anderen X-chromosomal

rezessiv vererbbaren Krankheiten

k=v/p
L esch-Nyhan-Syndrom k ~8,75 Francke et al., 1976 (31)
Ornithine Transcarbamylase k~>1 Bonaiti-Pellie et al., 1990 (32)
Defizienz Tuchmann et a., 1995 (33)
k~43
Hamophilie B k~11 Montandon et al. 1992 (34)
k~35 Ketterling et a., 1993 (35)
k ~8,64 Green et a.,1999 (36)
Hamophilie A k~6 Ljung et al.,1999 (37)
X-chrom.myotubul.Myopathie | k ~5,7 Grimm et al., 2003 (38)

Es zeigt sich also, dass DMD nicht die einzige X-chromosomal rezessiv vererbare
Krankheit ist, for die nicht k=1 gilt, sondern dass generell von unterschiedlichen
Mutationsraten fur weibliche und mannliche Keimzellen auszugehen ist.

Betrachtet man die Gesamtzahl der Mutationen ist jedoch festzustellen, dass fur die
anderen genannten Krankheiten k>1 zu gelten scheint, wahrend sich in unserer Arbeit
flir DMD k<1 herausgestellt hat.

An dieser Stelle ist es wichtig, die verschiedenen Mutationsarten zu unterscheiden, hier
lohnt insbesondere ein V ergleich mit der Hamophilie A.

Nach Becker et a. (1996) (39) gilt fur die Hamophilie A:

k ~ 14,7 fur Inversionen

k ~ 4,3 fur Punktmutationen

k ~< 0,1 fur Deletionen

Diese Ergebnisse zeigen somit eine &hnliche Tendenz wie die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit (k<1 fir Deletionen, k>1 fir Punktmutationen).
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Zur Uberpriifung unserer Ergebnisse bietet sich an dieser Stelle ein Vergleich mit bereits
vorher durchgefuihrten Studien zur Schétzung der mannlichen und weiblichen
Mutationsrate bei DMD an.

Grimm et al. erhielten in ihrer 1994 durchgefiihrten Studie unter der Berlicksichtigung
des Vorhandenseins von autosomal-rezessiven Fallen Werte von k = 0,3 (95%
Vertrauensbereich 0 - 2,9) fur Deletionen, k = 40,3 (95% V ertrauensbereich 2,0 - «) fir
Punktmutationen und k = 2,4 (95% V ertrauensbereich 0,5 — 18,9) fir die Gesamtzahl der
Féle. (7)

Die Kernaussage hieraus lautet, dass der Grofdteil der Deletionen in der Oogenese, der

Grofteil der Punktmutationen dagegen in der Spermatogenese entsteht.

Die in Nordindien von Sinha et a. 1996 durchgefiihrte Arbeit (7) zeigte als Ergebnis,
dass nur 4 von 23 Mdttern von Patienten, die sich als sporadische Falle von DMD mit
einer vorliegenden Deletion erwiesen hatten, Konduktorinnen waren. Dieses weist

ebenfalls darauf hin, dass Deletionen vor allem in der Oogenese entstehen.

Auch in der 1999 von Alcantara et a. in Mexiko erfolgten Studie (9) wurden nur 20,7%
der Mitter von sporadischen Deletionsfdllen als Konduktorinnen bestimmt, was

ebenfalls fur den mehrheitlichen Ursprung von Deletionen in der Oogenese spricht.
Diese Tendenz konnte auch in der 2003 von Mukherjee et al. in Indien abgeschlossenen

Arbeit gezeigt werden, in 20 von 29 sporadischen Fallen von Deletionen handelte es sich

um Neumutationen. (10)

Der Vergleich mit anderen Arbeiten bestétigt somit die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit.
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