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Vorwort

Der Grundstein fur die vorliegende Arbeit wurdeegg) als im Rahmen einer Studie in Berlin
zur Atiologie von Mikrozephalie auch zwei KindertrMuskeldystrophie Duchenne auffielen. In
der Literatur ist keine derartige Assoziation bestien. So entstand die Idee, diese Beobach-
tung an einem grol3eren Patientenkollektiv zu Ulbéepr und dazu neben dem Sozialpadiatri-
schen Zentrum der Charité Berlin auch eine Koopmrahit den Universitatskinderkliniken Es-
sen und Dresden anzustreben. Bei der Datengewinmurdg die Zielsetzung der Studie von der
Erhebung anthropometrischer Daten und der kérpeicEntwicklung der Kinder auch auf mo-
torische und kognitive Entwicklung erweitert. Dawviklfach vorhandener Daten zur Genotypi-
sierung konnte auch auf genetische Aspekte eingegawerden. Aus dem urspriinglichen An-
satz, die Assoziation zwischen Duchenne Muskeldgkie und Mikrozephalie zu untersuchen,
wurde somit eine viel umfassendere Studie zu Waaohsind Entwicklung der Kinder mit dieser
Krankheit.

Vi



1 Abstrakt

Einleitung Muskeldystrophie Duchenne (DMD, MIM#310200) isteeider haufigsten erblichen
neurodegenerativen Erkrankungen, die durch Mutatiomn Dystrophin-Gen verursacht wird.
Verschieden grof3e Isoformen des Dystrophin-Protemslen vor allem in Muskel und zentra-
lem Nervensystem exprimiert. Klinisch ist DMD dureme progressive symmetrische Muskel-
schwache gekennzeichnet. Bei etwa einem DrittelRdgientin sind auch kognitive Funktionen
beteiligt. Ziel der Studie war es, Wachstum undchsynotorische Entwicklung von Patienten

mit DMD zu beschreiben sowie eine mégliche Gendygnotyp-Korrelation zu erstellen.

Methodik Im Rahmen einer retrospektiven Datenanalyse wuwden263 Patienten (mittleres
Alter 7,1 Jahre) aus drei deutschen neuropadiagisZentren die Kérpermal3e (Korperlange,
Kdrpergewichtsindex BMI, Kopfumfang) sowie Daterr motorischen und kognitiven Entwick-
lung erhoben. Soweit vorhanden, wurde der genanetge erfasst. Die Daten wurden mit stan-
dardisierten Referenzpopulationen verglichen ungosb auf ihre Haufigkeitsverteilung inner-

halb der gesamten Patientengruppe als auch erigmeédem Genotyp aufgeteilt untersucht.

Ergebnisselnsgesamt entwickeln 30% der Patienten einen Kleahns (Korperlange < 3. Per-

zentile), der meist bereits frih in der Entwickluing Kleinkindalter zwischen 2 und 5 Jahren
einsetzt und durch eine Steroidtherapie verstankt (45% der Patienten unter Steroidtherapie).
Der BMI zeigt verglichen mit ReferenzpopulationeneeRechtsverschiebung (68% > 50. Per-
zentile), wobei auch Untergewicht besonderes Wereil Patienten ein Problem darstellt. Der
Kopfumfang zeigt eine Linksverschiebung (65% <Berzentile). Die grobmotorische Entwick-

lung ist verzogert in einem Drittel der Patientmitfleres Laufalter 18,3 Monate, 30% > 18 Mo-
nate, 8% > 24 Monate). Fast die Halfte der Patiremtggen kognitive Beeintrachtigungen (26%
Lernbehinderung, 17% geistige Behinderung). Diefigaten Mutationen sind grof3e Deletionen
meist im zentralen Teil des Gens, wahrend die el Duplikationen proximal gehauft sind
und Punktmutationen gleichmaRig verteilt auftret€@@bwohl es keine direkte Genotyp-

Phanotyp-Korrelation gibt, sind besonders Mutatioira distalen Teil des Gens, die alle Iso-
formen des Dystrophin betreffen, haufig mit Kleirolis, einer hohen Rate an Mikrozephalie

sowie Beeintrachtigung der kognitiven Funktionesoasgert.

SchlussfolgerungenDMD st in etwa einem Drittel der Patienten miteiiwuchs assoziiert.
Distale Mutationen mit Verlust aller Isoformen hieeh eine Aussagefahigkeit als prognosti-
scher Faktor fur den Phanotyp. Trotzdem solltergRosen sehr vorsichtig getroffen werden, da

es eine grol3e Variabilitat von Entwicklungsverlauggbt.



Abstract

Introduction Duchenne muscular dystrophy (DMD, MIM#310200) e @f the most common
hereditary neurodegenerative diseases. It is camgadmutation in the gene for the protein dys-
trophin whose isoforms of different length are egzed mainly in muscle and in the central
nervous system. Clinically DMD is characterized ébprogressive symmetric muscular weak-
ness and in about one third of the patients isciessal with involvement of cognitive function-
ing. Aim of the study was du characterize growtd peychomotor development if children with

DMD as well as find a possible correlation of gempet with phenotype.

Methods In a retrospective data analyses anthropometrasares (length, weight, body mass
index BMI, head circumference) and data concermiagor and cognitive development as well
as genotype were taken from 263 patients (mearY dggears) treated at centres for neuropedi-
atrics of three German university hospitals. Dates wthen compared to a reference population-

Frequency analyses were performed within the eotir®rt as well as divided by genotype.

Results30% of the patients developed short stature (ferg®® centile) that was aggravated by
steroid therapy (45% of patients with steroid tpgraad short stature) and starts early in devel-
opment between the ages of 2-5. The BMI shows lawigrd shift (68% > 50 centile). How-
ever, malnourishment presents a problem as welhlgna older patients. Head circumference
shows a leftward shift (65% < B@entile). One third of the patients exhibit a geéfagross mo-
tor development (mean age at walking is 18.3 morg@%o walking age > 18 months, 8% > 24
months). Cognitive impairment is present in almoslf of the patients (learning disability in
26%, intellectual disability on 17%). The most cooamforms of mutations are large deletions
located mostly in the central part of the gene,ne&e rarer duplications are located preferably in
the proximal regions. Point mutations are distldutandomly across the gene. There is no strict
genotype phenotype correlation. However, mutationthe distal part of the gene affecting all
isoforms of dystrophin seem to be associated withllsstature, a high rate of microcephaly as

well as cognitive impairment.

Conclusion DMD is in one third of the patients associatedhvgtnall stature. Distal mutations
can be used as a prognostic factor for phenotygieuegh prognoses need be made carefully as

there is great individual variability of developnt@ncourses.



2 Einleitung
2.1 Definition und Epidemiologie der Muskeldystrophie Duchenne

Duchenne Muskeldystrophie (DMD, M#810200) ist eine X-chromosomal vererbte neuro-
muskuléare Erkrankung mit einer Inzidenz von etw@5@0 méannlichen Neugeborenen (Emery,
1991). Ursache sind Mutationen im Dystrophin-Ger, zU einem funktionslosen Dystrophin-
Protein und damit zum progredienten Untergang varskdlzellen fuhren (Hoffmamt al. ,
1987). Die Krankheit ist daher charakterisiert thuetne progressive Muskelschwache und Ab-
bau der motorischen Féahigkeiten vom frihen Kindesan sowie spater zunehmend durch re-
spiratorische und kardiale Komplikationen (Broadteal., 1989, Passamarat al., 2012). Men-
tale Retardierung und andere assoziierte kogngymptome sind in der Literatur beschrieben
(Cottonet al., 2001, Hendriksen and Vles, 2008). Im Folgender wéher auf Genetik und

Pathomechanismus sowie auf Klinik, Diagnostik uhergipie der Erkrankung eingegangen.
2.2 Genetik der Muskeldystrophie Duchenne
2.2.1 Das Dystrophin-Gen

Mutationen im Dystrophin-Gen als Ursache der Muskstrophien Duchenne und Becker wur-
den erstmals 1986 beschrieben (Monatal., 1986). Ein Jahr spater wurde die Abwesenheit
von Dystrophin als Proteinprodukt dieses Genloousskelettmuskelgewebe von DMD Patien-
ten nachgewiesen (Hoffmaat al, 1987). Das Dystrophin-Gen ist auf Chromosom X|ukali-
siert (Monaccet al., 1987) und mit einer Lange von 2.4 Megabasen d#stg Gen im mensch-
lichen Genom (Den Dunnegt al., 1992). Die kodierende Sequenz umfasst etwa 0&8/d3k-
noms (14 Kilobasen im fertigen RNA Transkript) uisd in 79 Exons aufgeteilt (Ahn and
Kunkel, 1993, Robertst al., 1993). Verschiedene Promotoren kontrollierenEkpression von
mindestens sieben, zum Teil verkirzten Isoformenr(fdni et al., 2003) (siehe auch Kapitel
2.2.2). Weitere Variabilitat in den Proteinprodukentsteht durch gewebsspezifisches alternati-
ves Splicen (Biest al., 1992, Feenegt al., 1989).

2.2.2 Mutationen im Dystrophin-Gen

Ein defektes Dystrophin-Gen kann entweder durchrein der Regel asymptomatischen weibli-
chen Mutationstrager weitergegeben werden odehdigenovo Mutationen entstehen (etwa ein
Drittel der Félle, vgl. (Ahn and Kunkel, 1993, Grmet al., 2012)). Mutationen kénnen prinzi-



piell Uberall im Dystrophin-Gen auftreten, es sall@érdings zwei sogenannte Deletions-Hotspots
bekannt (den Dunneet al., 1989a, Koeniget al., 1987). Die am haufigsten von Mutationen
betroffene Region umfasst Exon 45-55 mit deetetion breakpoin{Bruchpunkt in der DNA,
von dem die Deletion ausgeht) meist in Intron 4fegen, wahrend ein kleinerer Hotspot bei
Exon 2-19 existiert mit haufigesteletion breakpointé Intron 2 und 7 (White and den Dunnen,
2006). Bei der Mehrzahl der Mutationen im Dystropf@ien handelt es sich um grof3e intragene-
tische Deletionen (Aartsma-Res al., 2006, Koeniget al., 1989, Whiteet al., 2002), gefolgt
von Punktmutationen und Duplikationen. Sehr vedlesrer kommen rein intronische Deletionen

oder Insertionen von Exons vor (Muntatial, 2003).
2.2.3 Pathomechanismus der Muskeldystrophie Duchenne

Es besteht keine einfache Korrelation zwischenkgirallen Charakteristika der Mutation wie
beispielsweise Grol3e einer Deletion und der Schwerephanotypischen Auspragung der Er-
krankung. Der Effekt einer Mutation im Dystrophireauf den Phénotyp ist vor allem davon
abhéangig, ob durch die Deletion oder Duplikation kimdierende Leserahmen verschoben wird.
Dieses Konzept wird auch als Frame-Shift-Hypotheseeichnet (Monacet al., 1988). Wah-
rend bei intaktem Leserahmen noch ein teilweis&tfansfahiges Dystrophin gebildet werden
kann und der mildere Phanotyp der Becker Muskeldgkie (BMD) resultiert, ist bei DMD der
Leserahmen verschoben und es entsteht ein Stopsmide ein verkirztes und funktionsloses
Dystrophin. Die Frame-Shift-Hypothese gilt fir U889 der Falle (Aartsma-Ru al, 2006).
Die meisten Ausnahmen zu dieser Regel bestehegliddiauf der DNA- oder Proteinebene,
nicht jedoch auf Ebene der RNA und sind hervorgerufurch Mechanismen wie Exon Skipping
oder alternatives Splicen (Gualaredial., 2003, Winnarcet al., 1995). Weiterhin kbnnen Aus-
nahmen entstehen, wenn funktionell wichtige Berides Proteins von gréReren Deletionen
betroffen sind. Bei Punktmutationen entsteht in Regel ein Stop-Codon, was zu vorzeitigem
Abbruch der Proteinsynthese (Translation) und damiteinem funktionslosen verkirzten

Dystrophin-Protein fihrt.
2.2.4 Proteinprodukte des Dystrophin-Gens

Das Dystrophin ist Teil des groRen transmembrand&gstrophin-Glykoprotein-Komplexes
(DGC). Verschiedene Formen von Muskeldystrophierder durch Defekte einzelner Bestand-
teile dieses Proteinkomplexes hervorgerufen (\BJaKe et al., 2002)). Es existieren insgesamt

sieben verschiedene Isoformen des Dystrophinsalkeeine aminoterminale (NfH Domane



besitzen, gefolgt von einer zentralen Spectriniéhah Doméne, einer cysteinreichen Region
sowie schliel3lich einer carboxyterminalen (COOH)niame (Muntoniet al, 2003). Die drei
Isoformen in der vollen Lange des mRNA-Transkri@p427 = Dystrophin-Protein mit einer
GroR3e von 427 Kilodalton) werden durch unterschcbel Promotoren gesteuert und mit jeweils
eigenstandigem ersten Exon in Gehirn, Muskel unkiRje-Zellen des Kleinhirns exprimiert
(Goreckiet al., 1992, Nudekt al., 1989). Die Synthese von vier weiteren kirzerefolsnen
(Dp260, Dpl140, Dp116, Dp71) wird ausgehend vonregeintronischen Promotoren initiiert,
die upstreamihres jeweiligen ersten Exon (Exon 30, 44, 56 66) gelegen sind (Baat al.,
1990, Byerset al., 1993, D'Souzat al., 1995, Lidovet al., 1995). InAbbildung 1list der Auf-
bau des Dystrophin-Gens mit 7 Promotoren, die daeaistehenden Proteinprodukte sowie der

Ort ihrer vorwiegenden Expression schematisch daefie

Fehlerhaftes Dystrophin fuhrt zu einem partielleterototalen Funktionsverlust des DGC und
damit zu progressiver Instabilitat im Sarkolemmayeduzierter mechanischer Belastbarkeit des
Muskels und schlie3lich zum Untergang von MuskelfagPetrofet al., 1993). Der DGC ist
aulBerdem an der Aufrechterhaltung der Calcium-Ha@ta$e sowie an zellularen Signalvorgan-
gen beteiligt (Review siehe (Batchelor and Win@&06)). Im ZNS wird Dystrophin vor allem
in postsynaptischen Regionen kortikaler Neuroneiesomw den Purkinje-Zellen des Kleinhirns

3> 3xDp427 Dp260 Dp140 Dpllé Dp71
Dystrophin- Gen =4 P — P — P - LD — P

(Xp21) |
Exonl Exon 30 Exon 45 Exon 56 Exon 63

Dp427  Gehim  N- -COOH
Dp427  Muskel N- -COOH
Dp427  Kleinhirn N- -COOH
Dp260  Retina N- -COOH
Dp140 Gehirn, Riickenmark N- -COOH
Dp116  Schwannzellen N- -COOH
Dp71 Verschiedene Gewebe N- -COOH

Abbildung 1: Aufbau des Dystrophin-Gens mit 7 Promotoren urtén daraus entstehendetsoformen de
Dystrophir sowie den Orten ihrer vorwiegenden Expressi@ystrophin- Proteine (Dp) mit Molekulgewicht ir

Kilodalton (Zahlen); Promotoren sind durch schwarze Pfeile ésentiert.



exprimiert (Lidovet al., 1993, Lidovet al., 1990). Die verkirzte Isoform Dp71 ist zusatzlich
perivaskularen Glia-Zellen zu finden und wird dameit der Blut-Hirn-Schranke assoziiert
(Haenggiet al., 2004). Der DGC ist im ZNS an synaptischen Stméusowie an komplexe
Vorgange wie Konsolidierung des Langzeitgedachésidseteiligt (Ubersichtsarbeit zur Rolle
des DGC im ZNS siehe (Pilgraet al., 2010)). Die verkurzte Isoform Dp71 wurde in diegR-
lierung der Organisation und Funktion glutamater@gnapsen im Gehirn impliziert (Daowed
al. , 2009). Die Isoform Dp140 wird starker im fetakds im adulten Gehirn exprimiert und so-
mit als wichtig fur die Gehirnentwicklung angeselibtorris et al., 1995). Das charakteristische
Expressionsmuster der verschiedenen Isoformen gsisdphin in Muskel, Gehirn und weiteren
Organen kann dazu herangezogen werden, den chéatgtben Phanotyp der DMD aus Mus-

kelbeteiligung sowie kognitiver Dysfunktion zu eikén.
2.3 Klinische Prasentation und Phanotyp der Muskeldystophie Duchenne
2.3.1 Muskelphénotyp

Die klinische Prasentation der Duchenne Muskeldpstie ist in erster Linie gekennzeichnet
durch eine progressive proximal und beinbetonte payloie mit Pseudohypertrophie der Wa-
denmuskulatur. Im Kleinkindalter fallen betroffedangen meist durch Schwierigkeiten beim
Treppensteigen und beim Rennen oder durch motarideiyeschicklichkeit auf (Ciafaloei al.

, 2009). Der Kraftverlust scheint annahernd lineam Alter zu verlaufen (McDonaldt al.,
1995, Scottet al., 1982). Ab der zweiten Lebensdekade sind die Ratieauf einen Rollstuhl
angewiesen (Magret al., 2011). Zusatzlich treten mit der zunehmenden lbiltét zusam-
menhangende orthopadische Probleme wie Gelenkkbmtemm und Skoliose auf (McDonaét
al., 1995). Entscheidend fur die Lebenserwartung istrespiratorische und kardiale Funktion.
Die Mitbeteiligung der respiratorischen Muskulagafordert mit der Zeit oftmals eine nachtliche
mechanische Ventilation der Patienten, was das l&len deutlich verbessert (Eagi¢ al. ,
2002). Eine Beteiligung des Herzmuskels ist obtigath, verlauft aber vielfach initial asymp-
tomatisch (Giglicet al., 2003, Nigroet al., 1990). Dilatative Kardiomyopathie und Herzinsuffi
zienz treten als Todesursache bei DMD-Patienteardatigs zunehmend in den Vordergrund,
was vor allem durch das langere Uberleben der iRatieaufgrund der verbesserten Beatmungs-
techniken bedingt ist. Der Beginn einer optimalemdioprotektiven Therapie bereits vor dem

Auftreten der ersten Symptome wird empfohlen (2005)



2.3.2 Kognitiver Phanotyp und Hirnfunktion

Ein Zusammenhang zwischen nicht-progredienter nemRetardierung und DMD ist gut be-
kannt, obwohl der kognitive Phanotyp der Erkrankdegtlich variabler ist als die muskulare
Symptomatik. In einer Meta-Analyse fanden die Aatoiden Intelligenzquotienten (IQ) von
Patienten mit DMD etwa eine Standardabweichung (8@¢r dem der Normalbevélkerung, und
etwa ein Drittel der Patienten zeigte eine menRd¢ardierung (IQ <70) (Cottoat al, 2001,
Hinton et al., 2000). Es besteht allerdings eine Diskrepanz awis Sprach- und Handlungsin-
telligenz, mit starkeren Defiziten im Bereich derlvalen Fahigkeiten (Cottagt al, 2001). Ein
Zusammenhang zwischen der Schwere der klinischemp@ynatik und dem kognitiven Phano-
typ konnte nicht gefunden werden (Desguatel., 2009). Die Abwesenheit von Dystrophin
resultiert in messbaren Veranderungen der Hirnfank{Ubersichtsarbeit zur Hirnfunktion bei
DMD siehe (Andersoet al., 2002)). In zerebralen Magnetresonanztomografieekdnchungen
(cMRI) von Patienten mit DMD wurden zwar keine geabstrukturellen Anomalien des Gehirns
festgestellt (Raet al., 1998), mit Hilfe sensitiverer Analysetechnikemhkten subtile Verande-
rungen der grauen Substanz und ein abnormes néesdrerhalten detektiert werden (et al.,
2011, Traceyet al., 1995). Eine erhthte Inzidenz von Epilepsie beaiegen mit DMD weist
ebenfalls auf funktionelle oder strukturelle Anorealdes Gehirns hin, auch wenn kein Zusam-
menhang zwischen dem Auftreten von Epilepsie ungnitver Funktion gefunden werden
konnte (Panest al., 2013a). Insgesamt sind die Rolle des DystropmrZNS und die daraus

folgenden klinischen Implikationen noch nicht absdfend aufgeklart.
2.3.3 Anthropometrische Daten

Anomalien im Wachstum sind ein friihes Zeichen detCbund kdnnen in der Extremform so-
gar als Gedeihstorung im Sauglingsalter in Ersaimgrireten (Rapisardat al., 1995). Generell
scheint Kleinwuchs ein klinisches Merkmal der Erkang zu sein. Die Geburtslange ist im
normalen Rahmen, aber in den ersten Lebensjahneletfieine Verlangsamung des Langen-
wachstums statt. Die Durchschnittsgréf3e der Patemmh Kindes- und Jugendalter liegt etwa
eine SD unter der der Normalbevolkerung (Eihokteal., 1988, McDonalcet al, 1995, Nagel

et al., 1999, Rapapost al., 1991, Wesket al., 2013). Beim Gewicht, ebenfalls normal bei Ge-
burt, zeigen jingere Patienten eine Tendenz zungéhbecht, wahrend in DMD Patienten von
Uber 14 Jahren schweres Untergewicht mit Body Nfasdsx (BMI) unterhalb der 10. Perzentile
ein Problem darstellt (McDonalet al, 1995, Weset al, 2013, Williget al., 1993). Uber den

Kopfumfang bei DMD Patienten existieren wenige DatEs gibt Berichte Uber eine erhdéhte



Inzidenz von Makrozephalie (Appletat al., 1991, Schmidet al., 1985). Ein Zusammenhang
zwischen Kopfumfang und der kognitiven Funktion ktEnnicht festgestellt werden (Appleton
et al, 1991).

2.3.4 Psychomotorische Entwicklung

Auffalligkeiten in der motorischen, sprachlichendukognitiven Entwicklung gehdren zu den
frihsten Zeichen von DMD (Essex and Roper, 200@¢Bgal., 2013b). Es wird sogar tberlegt,
als Methode zur frihzeitigen Diagnosestellung Kileder mit Entwicklungsverzégerung auf die
Erkrankung zu testen (Dorling and Salt, 2001, Luathgl., 2007, Parsonet al., 2004). In der
motorischen Entwicklung zeigt sich im frahkindlichélter, dass DMD Patienten im Vergleich
zu gleichaltrigen gesunden Kindern verlangsamt ¢Bwoke et al, 1989, Mazzoneet al.
2011). Obgleich in diesem Alter auch bei DMD Pateninsgesamt Entwicklungsfortschritte zu
verzeichnen sind, werden die Meilensteine der neatben Entwicklung wie Sitzen, Stehen und
Laufen verspatet erreicht (Cyrulngt al., 2007). Kognitive Defizite zeigen sich unter demdB
einer globalen Entwicklungsverzégerung mit besomd&etroffenheit der sprachlichen Fahig-
keiten (Cyrulniket al., 2008, Cyrulniket al, 2007, Smittet al., 1989). Mit zunehmendem Alter
verandert sich das Profil der intellektuellen Fumké&n, vor allem im Bereich der verbalen Intel-
ligenz (Cottonet al., 2005). Im Laufe der kindlichen Entwicklung kaBisiert sich das Bild
eines spezifischen kognitiven Profils bei DMD hes;awelches unabhangig ist von der generel-
len Ebene der intellektuellen Funktion (Hinteinal, 2000). Es ist noch nicht bekannt, wie genau

dieses kognitive Profil zustande kommit.
2.4 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen

Im riesigen Dystrophin-Gen sind tausende von veesigmen Mutationen beschrieben, und Un-
tersuchungen zur Genotyp-Phanotyp-Korrelation nmidsmmplexe Zusammenhange bertck-
sichtigen. MaRRgeblich hangt der klinische Phanayes Patienten mit mutiertem Dystrophin-
Gen davon ab, ob trotz der Mutation das kodierdrederaster erhalten ist oder nicht (sogenann-
te Frame Shift Hypothese, vgl. 2.2.3). Selbst E=igen Deletionen von 46% des Dystrophin-
Gens ist bei intaktem Leseraster lediglich ein erilBecker-Phanotyp beschrieben (England
al. , 1990). In umfassenden Untersuchungen konnte Keare Korrelation zwischen Art, Ort
oder Gro3e der Mutation und Auspragung der Erkragkgefunden werden (Desgueetal,
2009, Magriet al, 2011). Studien, die anthropometrische Daten mm dsenotyp korrelieren,

existieren nicht. Eine Assoziation von mentaler aRdierung mit distalen Deletionen im



Dystrophin-Gen, die einen Verlust der ZNS-Isofornigwil40 oder Dp71 hervorrufen, ist viel-
fach beschrieben (Felisaat al., 2000, Moizardet al., 1998, Moizardet al., 2000). Fur Dp140
und Dp71 konnte eine signifikante Korrelationensokien Genotyp und kognitiver und sprach-
licher Entwicklung nachgewiesen werden, wahrenddféarmotorische Entwicklung kein Unter-
schied gefunden wurde (Conno#ly al., 2013, Panet al, 2013b). Distale Mutationen scheinen
zudem nicht nur die Schwere, sondern auch dasichaiite Muster der kognitiven Defizite zu
beeinflussen (D’Angelet al., 2011). Das spezifische kognitive Profil von DMR&tieénten (vgl.
2.3.4) wird dabei als Produkt des kumulativen V@guwon funktionalen Isoformen angesehen
(Tayloret al., 2010, Waiteet al., 2012).

2.5 Diagnostik und Therapie der Muskeldystrophie Duchene
2.5.1 Diagnostisches Vorgehen und Methoden

Nach grindlicher Anamnese sowie neurologischerklingscher Untersuchung des Patienten ist
der einfachste und preiswerteste Test bei VerdaehDMD die Untersuchung der Kreatinkina-
se (CK) im Blut, die sich meist bereits ab der Gemassiv erhoht zeigt (Okinala al., 1961).

In jedem Fall sollte aber zuséatzlich eine molelallBestatigung der Diagnose angestrebt wer-
den. Am einfachsten ist es, dabei als erstes dibafigsten von Deletionen betroffenen Exons
zu untersuchen (Mutations-Hotspots; siehe 2.2.8s [geschieht mit Hilfe von Nachweiskits,
die auf der Methode défultiplex polymerase chain reactiqMultiplex-PCR) basieren (Beggs
et al., 1990, Chamberlaist al., 1988). Das heutzutage am haufigsten angewendatsitative
Verfahren (Abbset al. , 2010) ist die Multiplex ligation-dependent probe amplification
(Schoutenet al., 2002, Schwartz and Duno, 2004), mit der auch tidglen aul3erhalb der
Hotspots sowie Duplikationen erkannt werden konrem. Identifikation von Punktmutationen
kann es nétig sein, das ganze Gen zu sequenzieasrzunehmend schneller und kostengiinsti-
ger maglich ist (Flanigaet al., 2003). Noch sind diese und weitere Methoden @eteghni-
schen Untersuchung allerdings nicht Uberall verdiigbondern kénnen lediglich in spezialisier-
ten Zentren durchgefuhrt werden (Review zur Diagkasd Therapie bei DMD siehe (Bushby
et al., 2010)). Ist die der Erkrankung zugrundeliegendgdidon bekannt, kann anhand dessen
der Phanotyp durch Applikation der Frame-Shift-Hyy@se meistens in Anndherung vorherge-

sagt werden.

Aufgrund der Fortschritte und der besseren Verfidghader molekularen Diagnostik wird die
Muskelbiopsie als invasive Methode heute seltengewandt. Sie ist dann indiziert, wenn die



genetische Testung bei typischer Klinik kein Redgudirbracht hat oder differentialdiagnostisch
andere Muskeldystrophien ausgeschlossen werdeeng@ushbyet al, 2010, Muntoni, 2001).
Das Biopsat wird mit immunzytochemischen Verfahoe Western Blot auf das Vorhanden-
sein von Dystrophin und anderen MuskelproteinenS@deroglykanen untersucht (Anderson and
Davison, 1999). Bei DMD ist Dystrophin entwederhtinachweisbar oder lediglich in einzelnen
Muskelfasern vorhanden, sogenanntemertant fibres die wahrscheinlich durch alternatives
Splicen entstehen (Let al., 2000, Nicholsoret al., 1990). Auch nach Erhalt eines klaren Mus-
kelbiopsie-Ergebnisses ist eine molekulare Diagkaair besseren genetischen Beratung der
Angehorigen sowie flr experimentelle mutationsdisehe Gentherapien empfohlen (Bushdiy
al., 2010).

2.5.2 Multidisziplinare symptomatische Therapieansatze

Es existiert bis heute keine kausale Therapie fiiDEPatienten. Im Rahmen eines multidis-
ziplindren Therapiekonzepts kann allerdings duradikamentose und supportive Therapie-
maRnahmen das Fortschreiten der Krankheit beesfiusi das Uberleben der Patienten signifi-
kant verlangert werden (Eagét al, 2002, Passamared al, 2012). Eine mittlerweile gut etab-
lierte pharmakologische MalRhahme ist die Therapielem Kortikosteroiden Prednisolon (meist
0,75 mg/kgKG/d) oder Deflazacort (meist 0,9 mg/kd)Gab dem 4.-8. Lebensjahr bei erhalte-
ner Gehfahigkeit (Cochrane Metaanalyse siehe (Magizal., 2008)). Durch einen ungeklarten
Mechanismus kénnen Kortikosteroide tber einen gaami<eitraum die Muskelfunktion verbes-
sern oder stabilisieren, die Gehfahigkeit von Pagie erhalten und bei Langzeitbehandlung so-
gar die Haufigkeit respiratorischer und kardialewniplikationen vermindern (Biggaet al. ,
2006, Moxleyet al., 2005). Die haufigsten Nebenwirkungen sind Kleiota Ubergewicht und
verminderte Knochendichte mit entsprechenden Kdampbtnen (Angelini and Peterle, 2012,
Manzuret al, 2008, Moxleyet al., 2010). Deflazacort soll etwas weniger Nebenwidem zei-
gen als Prednisolon (Bonifagt al., 2000).

Gelenkkontrakturen sowie Skoliose entwickeln sialct die zunehmende Muskelschwéche und
Unbeweglichkeit des Patienten und limitieren detgeschrankten Bewegungsradius der Patien-
ten noch mehr (McDonaldt al, 1995). Zur Pravention sind friihzeitige Physiogipée und der
Gebrauch von Orthesen wichtig (Skalsky and McDon20d 2). Es gibt keine einheitlichen evi-
denzbasierten Empfehlungen tber eine chirurgisargdhensweise bei Kontrakturen oder Sko-
liose; die Therapieentscheidung sollte individefblgen (Cochrane Reviews zu chirurgischer

Behandlung von Kontrakturen bei neuromuskularerrdgtkungen siehe (Cheuwdt al., 2013,
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Roseet al., 2010)). Der Effekt von Bewegung auf die Muskektion bei DMD wird kontro-
vers beurteilt (Eagle, 2002, Markest al., 2011). Moderates Training scheint allerdings eine

Besserung des muskularen Outcomes zu bewirkenefdanal., 2013).
2.5.3 Behandlung von Spatkomplikationen

Mit zunehmender Muskelschwéche entwickeln DMD RPedie eine hyperkapnische respiratori-
sche Insuffizienz (Inklewt al., 1974). Bei der assistierten Beatmung wird vidifdee Technik
der nicht-invasiven Heimbeatmung bevorzugt, die medchtlich oder kontinuierlich tGber 24
Stunden durchgefuhrt werden kann (Batfal., 1993, Soudoet al., 2008). In Verbindung mit
regelmafiigen MalRnahmen zur Atemwegs-Clearancedmsdheute als Standardbehandlung fiir
respiratorische Insuffizienz bei DMD Patienten eompén und eine Tracheotomie nur bei Kom-
plikationen oder Kontraindikationen fir die nichirasive Technik durchgefuhrt (Richtlinien
siehe (Findeet al., 2004)). Durch die effektive Behandlung der respirischen Insuffizienz ist
die Kardiomyopathie mittlerweile die h&aufigste Tedesache bei DMD (Passamaeb al,
2012). Als Therapie und Prophylaxe hat sich analoglilatativen Kardiomyopathien anderer
Genese eine Behandlung mit ACE-Hemmern und/odealBmtkern als wirksam erwiesen
(Dubocet al., 2007, Ogatat al., 2009, Rhodesgt al., 2008). Der Beginn der pharmakologi-
schen Therapie wird heute bereits vor Einsetzeridten Symptome empfohlen (2005).

2.5.4 Experimentelle Therapien

Mithilfe von multidisziplinaren symptomatischen Thpieansatzen konnte der natirliche
Krankheitsverlauf der DMD verlangsamt und ein Ubken der Patienten oft bis in die dritte
oder vierte Lebensdekade erreicht werden (Eaghd, 2002, Passamaret al, 2012). An kura-
tiven Behandlungsansatzen wird vor allem im Ber@leh Gentherapie und Stammzelltherapie
geforscht. Tierexperimentell gab es zum Teil viedpeechende Ergebnisse, und einige Substan-
zen werden aktuell in frihen Phasen von kliniscBardien getestet (Ubersichtsarbeiten zu ex-
perimentellen Therapieanséatzen bei DMD siehe (Kamget al., 2013, Rodino-Klapaet al.,
2013)). Obwohl gro3e Hoffnung auf diesen Methodemt,rist es bis zu ihrem routineméaRigen

klinischen Einsatz noch ein weiter Weg.
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3 Zielsetzung und Fragestellung der Studie

Ein Ziel der Studie war es, mittels retrospektidettersuchung an einer grof3en Patientenkohorte
Informationen zu Wachstum und psychomotorischewitktung von DMD Patienten zu erhal-
ten. Dies ist besonders zur friilheren ErkennungRiagnose betroffener Kinder wichtig. Hier-

bei sollten besonders folgende Fragestellungenestdverden:

Gibt es Wachstumsauffalligkeiten bei Kindern mitMMWie lasst sich deren Entstehung in
den zeitlichen Verlauf der Entwicklung einordnen?
Wie verlauft die motorische und kognitive Entwiokjuder Kinder mit DMD? Zu welchem

Prozentsatz tritt eine motorische oder kognitivévtcklungsretardierung auf?

Das Wachstum sollte anhand der Parameter GroRReickteund Kopfumfang charakterisiert
werden. In diesem Zusammenhang wurde auch die idusvg einer Steroidtherapie auf das
Wachstum der Kinder untersucht. Die im Rahmen dedi& gewonnenen Daten sollten mit den

Angaben der Literatur verglichen werden.

Ein weiteres Ziel der Studie war die Analyse von der Erkrankung zugrundeliegenden Muta-

tionen im Dystrophin-Gen. Wichtige Gesichtspunkigsdr Analyse waren:

Welche Anteile haben Mutationsarten jeweils an@esamtzahl der Mutationen?

Gibt es bevorzugte Lokalisationen der Mutationeh gem Dystrophin-Gen? Unterscheiden
sich diese fur die einzelnen Mutationsarten?

Welche Exone sind bevorzugt von Deletionen beirofiied wo sind die Bruchpunkte der De-

letionen haufig lokalisiert?

Die genaue Charakterisierung der Mutationen im Dystin-Gen sind nicht nur fur das Ver-
standnis der Pathogenese und Pathophysiologie MiD Wichtig, sondern auch im Hinblick auf
die Entwicklung neuer Behandlungsmaéglichkeiten @ers Bereich der Gentherapie. Die Ergeb-
nisse der Patientenkohorte sollten mit anderenribatgken mit genetischen Befunden von Pati-
enten mit Mutation im Dystrophin-Gen verglichen dem (zum Beispieleiden Databasenter

www.dmd.nl.

Zur Untersuchung einer moéglichen Genotyp-Phéanotgpddation wurden die Daten fir Wachs-
tum und Entwicklung in Zusammenhang mit den genstyyen Informationen gesetzt. Hier soll-

te untersucht werden:
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Existiert eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation fur larttpometrische Daten oder psychomoto-
rische Entwicklung? Stimmen die gewonnenen Erkessgmit Literaturangaben tberein?

Welche Implikationen hat dies fur die Funktion taformen des Dystrophin?

In der Literatur wurden Genotyp-Phanotyp-Korrelaéo bisher vor allem fir kognitive Ent-

wicklung erforscht. Zu anthropometrischen Datengbgen existieren keine Studien, die den
Genotyp bertcksichtigen. Zu den genauen Funktia@eerisoformen des Dystrophin sind eben-
falls noch viele Fragen offen. Mdglicherweise kamrais Genotyp-Phanotyp-Analysen Rick-

schliisse auf die Funktion der Isoformen gezogenlever

13



4 Patienten und Methoden

4.1 Patienten
4.1.1 Rekrutierung der Patienten

Fur die vorliegende Studie wurden medizinische Aigiznungen der Neuropadiatrien der Uni-
versitatskinderkliniken Essen, Berlin und Dresdes der Zeit von 1975 bis 2011 von Patienten
mit Duchenne Muskeldystrophie (DMD) herangezogels. Rinschlusskriterien wurden ein Al-
ter von Uber 2 Jahren und hdchstens 17 JahrerobewFup, das Vorhandensein von Daten zum
Kopfumfang in der Akte, ein klinischer Dystrophiradpie-Phanotyp sowie eine molekulargene-
tische und/oder muskelbioptische Sicherung der miag DMD formuliert. Insgesamt konnten
so0 263 Jungen mit einem Altersdurchschnitt vonhelaund 1,5 Monaten in die Studie einge-
schlossen werden, davon 144 Patienten aus Essanis/Berlin und 48 aus Dresdekbbildung

2). Uber 90% der Patienten sind kaukasischen Urgstun

Suche: Muskeldystrophie

— | T~

FEssen 248 Patienten Berlin 113 Patienten Dresden 62 Patienten
48O KU «----| --—--» 44O Akte 9O KU «—--- |- 140 Akte 8O KU €--—-- | -—--» 1O Akte
Tzu - |-+ 50 DMD -+ 190 DMD 471 «----|--—-» 1@ DMD
jung/alt jung/alt
v A J A\ J
Essen 144 Patienten Berlin 71 Patienten Dresden 48 Patienten

T~ l —

gesamt 263 Patienten

Abbildung 2: Schema zur Patientenrekrutierung ausm Universitatskinderkliniken Essen, Berlin und Dselen;
Abkurzungen: @ KU, keine Kopfumfangsangabe; @ Dkéiine Bestéatigung der Diagnose einer DMD; @ Akte,
keine Akte auffindbar.

4.1.2 Universitatskinderklinik Essen

Eine Suche im Computersystem der Universitatskiiohk Essen unter dem Diagnosestichwort

~Muskeldystrophie* im August 2011 identifizierte 4atienten mit DMD, die im angegebenen
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Zeitraum in der Abteilung fur Neuropadiatrie behalhdvurden. Davon mussten 104 Patienten
aus den folgenden Grinden aus der Studie ausgesehlaverden: Es waren keine Akten auf-
findbar (44 Patienten; ein Zugriff auf das Altarclbestand nicht), es gab keine Daten zum
Kopfumfang in den ambulanten oder stationédren Akf&hPatienten), die Diagnose DMD war

nicht genetisch oder muskelbioptisch gesichert eordnsgesamt 5 Patienten: 1 Diagnose einer
Muskeldystrophie Typ Becker, 3 lediglich unbesti@iyerdachtsdiagnosen, 1 Diagnose einer
Dystrophie unklarer Genese) oder es bestand bkivicolp ein Alter von unter 2 Jahren (3 Pati-

enten) oder von uber 17 Jahren (4 Patienten). AserEkonnten 144 Patienten in die Studie

aufgenommen werden.
4.1.3 Sozialpadiatrisches Zentrum der Charité Berlin

Eine Suche im Computersystem des Sozialpadiatns@eatrum (SPZ) der Charité Berlin im
April 2011 unter dem Diagnosestichwort ,Muskeldgginie” identifizierte 113 Patienten, die
dort im angegebenen Zeitraum in Behandlung warers. dem Archiv des SPZ sowie aus Be-
standen des Altarchivs (Patienten, die seit mehR alahren nicht mehr zur Behandlung im SPZ
waren) konnten die Akten von insgesamt 99 Patieaiegesehen werden. Bei 14 Patienten wa-
ren die Akten im Zeitraum April-Mai 2011 nicht amifibar. 28 Patienten mussten aus den fol-
genden Grinden aus der Studie ausgeschlossen wesdemren keine Daten zum Kopfumfang
in der Akte vorhanden (9 Patienten) oder es gabekgesicherte DMD Diagnose (Dystrophie
Typ Becker, Gliedergurteldystrophie, Dystrophie landr Genese; 19 Patienten). Insgesamt

wurden 71 Patienten aus Berlin eingeschlossen.
4.1.4 Universitatskinderklinik Dresden

Fur die neuropédiatrische Abteilung der Universkatderklinik Dresden wurden im April 2011
unter dem Diagnosestichwort ,Muskeldystrophie” &&iénten identifiziert. 14 Patienten wur-
den aus den folgenden Griinden ausgeschlossen:rikewva Akte auffindbar (1 Patient), es gab
keine Daten zum Kopfumfang in der Akte (8 Patiehtess bestand die Diagnose einer Dystro-
phie vom Intermediartyp (1 Patient) oder die Paé@erhatten bei Follow-up ein Alter unter 2
Jahren (2 Patienten) oder tber 17 Jahren (2 PaetierAufgenommen in die Studie wurden 48

Patienten aus Dresden.
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4.2 Parameter der Datenaufnahme

4.2.1 Generelle Vorgehensweise

Die relevanten Daten wurden retrospektiv aus delpuganten und stationdren Akten der Patien-

ten entnommen und in eine Excel-Tabelle eingetraljeder weiteren Analyse wurden die Da-

ten anonymisiert unter einer Nummer verarbeitetjetlem Patienten wurden Basisdaten (Ge-

burtsdatum, Herkunft) und Informationen zur Diagegisllung der DMD aufgenommen. Sofern

bekannt wurde zusatzlich der genaue genetischekDeféasst. Aul3erdem wurden anthropo-

metrische Daten bei Geburt und zu einem Follow-appfinkt postnatal, weitere relevante Er-

krankungen, Medikamente (vor allem eine Steroidtpiey) sowie Daten zur motorischen und

kognitiven Entwicklung der Patienten festgehaltefiine Auflistung der einzelnen Parameter

sowie die Anzahl der verfigbaren PatientendatenPamameter finden sich ihabelle 1sowie

im Ergebnisteil dieser Arbeit.

Tabelle 1: Parameter der Datenaufnahme und Anzalelrd

Patienten pro Parameter

Parameter der Datenaufnahme Pat.
Gesamte Kohorte 263
Art der Diagnose- | Genetisch 219
stellung Muskelbiopsie 44
Schwangerschaft | 37.-41.SSW (reif) 188
und Geburt <37.SSW (frih) | 26
Keine Information | 49
Anthropometrische | Geburtslange 177
Daten bei Geburt Geburtsgewicht 186
Kopfumfang 87
Anthropometrische | Grol3e 261
Daten bei Follow-up Gewicht/BMI 260
Kopfumfang 263
Patienten unter Ste-| Gesamt 29
roidtherapie Prednisolon 3
Deflazacort 26
Daten zur motorischen Entwicklung 193
Daten zur kognitiven Entwicklung 195
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Das Durchschnittsalter der Patienten zum Zeitpdekt Follow-up lag bei 7 Jahren und 1,5 Mo-
naten. Die Altersspanne reichte von 2 bis 17 Jatiame grafische Darstellung der Altersstruk-
tur der Patientenkohorte findet sichAbbildung 3
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Anzahl von DMD Patienten
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Alter in Jahren

Abbildung 3: Altersstruktur der Patientenkohorte mu Zeitpunkt des Follow-up

4.2.2 Diagnosestellung der Muskeldystrophie Duchenne

Die Art der Diagnosestellung der DMD wurde vermdrkblekulargenetische und/oder muskel-
bioptische Sicherung der Diagnose) sowie das Zemtdas die Untersuchung durchgefiihrt hat-
te. Der Genotyp wurde nur aus dem Gutachten dehfilnrenden Instituts entnommen. Erwéh-
nungen des Genotyps in Arztbriefen wurden nichtaaisreichend erachtet. Als Kriterien fur
einen positiven Befund der Muskelbiopsie wurdewitiges Fehlen von Dystrophin im Muskel
angesehen. Sofern eine molekulargenetische SiapeteinDiagnose DMD erfolgt war, wurde

der genaue Genotyp der Patienten vermerkt.
4.2.3 Anthropometrische Daten

Soweit in den Akten eine Schwangerschaftsanamnaseanden war, wurden Daten Uber Kor-
pergrofRe, Gewicht und Kopfumfang bei der Geburbmusen mit der Dauer der Schwanger-
schaft in Schwangerschaftswochen (SSW) aufgenomAisri-ollow-up wurden unter Vermerk

des Patientenalters zu diesem Zeitpunkt ebenfallpétgrol3e, Gewicht und Kopfumfang der
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Jungen vermerkt. Zur besseren Beurteilung des HEingbzustandes der Patienten (Unter-,
Uber- oder Normalgewicht zum Zeitpunkt des Follog)-wurde der Body Mass Index (BMI)

herangezogen, der das Gewicht pro m2 Kérperobédlaagibt und nach der Formel
BMI = (Kérpergewicht in kg)/(Kérpergrofe in fn)

berechnet wird. Es kann damit selbstverstandlichekdussagen Uber die individuelle Zusam-

mensetzung der Kérpermasse gemacht werden.
4.2.4 Steroidtherapie

Es ist bekannt, dass die Gabe von Steroiden il@@hstumsphase die korperliche Entwicklung
beeinflusst. Daher wurde eine Steroidtherapie vamdastens 6 Monaten Dauer vor dem Zeit-
punkt des Follow-up in den Datensatz aufgenommeh haim Vergleich der anthropometri-

schen Daten bertcksichtigt. Die Therapie wurdeablen Patienten entweder mit Deflazacort 0,9
mg/kg Korpergewicht jeden Tag oder alternativ nmgdmisolon 0,75 mg/kg Kérpergewicht nach
einem Schema 10 Tage Einnahme — 10 Tage Pauseydtiibh.

4.2.5 Motorische und kognitive Entwicklung

Als Parameter fur die motorische Entwicklung dendé@r wurde das Alter des Laufenlernens
(erste freie Schritte) als wichtiger Meilensteinmr deobmotorischen Entwicklung herangezogen.
Zur Einschatzung der kognitiven Entwicklung wurdsaweit vorhanden, 1Q-Tests benutzt. Fur
die Untersuchung verwendete Test dtalifman Assessment Battery for Childrerd Wechsler
Intelligence Scale for Childrerzusatzlich wurde das kognitive Niveau der JungénHilfe der
besuchten Schulform (Regel-Grundschule/HauptsdRaldschule/Gymnasium bzw. Forder-
schule fur Kérperbehinderte auf demselben Niveaugd&rschule fur Lernbehinderte; Forder-
schule fur geistig Behinderte) eingeschéatzt. In A&ten der Patienten fanden sich eine Reihe
neuropsychologischer Nebendiagnosen aus den Bereddr Intelligenzstérungen (ICD10 F70-
F79) und Entwicklungsstorungen (ICD10 F80-89),abenfalls Aufschluss lber kognitive Leis-

tungen geben konnten.
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4.3 Analyse der Daten und statistische Auswertung
4.3.1 Interpretation der Daten zum Wachstum

Aufgrund des unterschiedlichen Alters der PatieftteinFollow-up war es nicht praktikabel, die
absoluten Datenwerte zur direkten Analyse heraehern. Um die kérperliche Entwicklung der
Patienten zu analysieren, wurden die anthroponslgis Daten stattdessen anhand einer alters-
und geschlechtsangeglichenen Referenzpopulatiortdilewnd als Perzentilen (P, z.B. P3 =
dritte Perzentile) ausgedriickt. Dies geschah mliteHion standardisierten Perzentilenkurven
und —tabellen. Es wurden Perzentilenkurven verwefitleanthropometrische Daten bei Geburt
(Voigt et al., 2006), fur postnatale Korpergréf3e und KopfumféBtplzenberget al., 2007)
sowie fUr postnatalen BMI (Kromeyer-Hauschétal., 2001).

4.3.2 Einteilung der Kategorien fur motorische und kogeitEntwicklung

Zur Evaluation der motorischen Entwicklung der Kan@vurde das Alter des Laufenlernens (ers-
te freie Schritte) als wichtiger grobmotorischerildiestein herangezogen. Die Entwicklung wur-
de dann weiterhin als unauffallig (Laufen bis ehlgfilich 18 Monate), verzoégert (Laufen zwi-

schen 19 und 24 Monaten) und stark verzdogert (lcasfgéter als 24 Monate) eingestuft. Die
kognitive Entwicklung wurde als innerhalb des Nolena(IQ tUber 85 und/oder Besuch einer
normalen Schule), Lernbehinderung (IQ zwischen &% %5 und/oder Besuche einer Schule fur
Lernbehinderte) oder geistige Behinderung (1Q ubfund/oder Besuch einer Forderschule fur

geistig Behinderte) charakterisiert.
4.3.3 Gruppierung der Patienten anhand des Genotyps

Ziel der vorliegenden Arbeit war unter anderemgeamdgliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation
bei DMD zu untersuchen. Dazu wurden bei allen ggmsierten Patienten (N=220) sowohl die
anthropometrischen Daten als auch die psychomot@i&ntwicklung in Relation zum Genoty-
pen betrachtet. Die genetische Vielfalt der Mutagio im Dystrophin-Gen ist allerdings enorm.
In derLeiden Databaseeiner Datenbank mit genetischen Befunden voreR&in mit Mutation

im Dystrophingen (Aartsma-Ruet al, 2006, White and den Dunnen, 2006) sind mehrare ta
send verschiedene Mutationen beschrieben. Im gemiden Patientenkollektiv lagen bei 220
genotypisierten Patienten 126 verschiedene Mutatioror. Es war daher nicht mdglich, die
einzelnen Mutationen auf ihren Phanotyp hin zu kegchen, sondern die Patienten mussten ent-

sprechend ihrer Mutationen in ein Klassifikatiorsteyn eingeordnet werden.
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Studien haben gezeigt, dass eine auf strukturlA-Elementen (z.B. der Grél3e der Deletion
oder Deletion spezifischer Exone) beruhende Eimegilder Mutationen nicht gut zur Aufde-
ckung von Genotyp-Phanotyp Korrelationen herangezogerden kann (Tayloet al, 2010).
Stattdessen wurde in der vorliegenden Studie easdfiikationssystem verwendet, das auf durch
die Mutation betroffenen Dystrophin-Isoformen beruls gibt 5 verschieden grof3e Protein-
Isoformen des Dystrophins. Je distaler die Gennmtatlesto mehr Isoformen sind betroffen
(vgl. Kapitel 2.2.2). Somit konnten die Patientethand der durch ihre Mutation betroffenen
Isoformen des Dystrophin in 5 Gruppen eingeteiltdea, die sich durch die Lokalisation ihrer

Mutation im Dystrophin-Gen ergebenabelle 2.

Tabelle 2: Gruppierung der Patienten anhand des G&rps.Gruppen (Gr.) eingeteilt anhand der intak-
ten/betroffenen Isoformen des Dystrophin-ProtBip)( Zahl reprasentiert Molekulargewicht in Kilodah (siehe

auch Abbildung 1 fur mehr Information zu den veisdbnen Proteinisoformen des Dystrophin)

Gr. | Bereich der | Von der Mutation betroffene Iso- Korrekt exprimierte Isofor-
Mutation formen men

1 Exon 1-29 Dp427 Dp260, Dp140, Dpl116, Dp71

2 Exon 30-44| Dp427, Dp260 Dp140, Dpl16, Dp71

3 Exon 45-55| Dp427, Dp260, Dp140 Dp116, Dp71

4 Exon 56-62| Dp427, Dp260, Dp140, Dp116 Dp71

5 Exon 63-79| Dp427, Dp260, Dp140, Dpl116, Dp71 -

4.3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe d&rogramme ,Microsoft Office Excel 2003*
sowie ,SPSS IBM Statistics 19“. Fur die deskriptstistik wurden Mittelwerte, maximale und
minimale Werte sowie Standardabweichungen bestiniatfigkeitsanalysen wurden fir die
Perzentilenverteilung der anthropometrischen Dé&Bx3e, Gewicht, OFC) bei Geburt und bei
Follow-up gemacht. Fur die reif geborenen Kinderdeuauch aus den absoluten Werten fur
Geburtslange, Gewicht und Kopfumfang eine Analysgedit. Alle Parameter wurden einerseits
auf ihre Haufigkeit innerhalb der gesamten Patmkiborte und andererseits aufgeteilt nach
Genotyp (siehe Kapitel 4.3.2) analysiert. Die Datanmotorischen und kognitiven Entwicklung
wurden ebenfalls sowohl auf ihre Verteilung inndishder gesamten Kohorte als auch nach Ge-

notypen getrennt auf ihre Haufigkeit untersucht.
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Es erfolgte ebenfalls eine genauere Untersuchungatéegenden genetischen Daten der Pati-
entenkohorte. Die Haufigkeit der verschiedenen ixten Mutationen im Dystrophin-Gen (De-
letion, Duplikation, Punktmutation) wurden ermittehul3erdem erfolgte eine Analyse der Ver-
teilung derdeletion breakpointg§intron, in dem das 3’ und das 5’ Ende der Detetiegt) sowie

der Gesamthaufigkeit der Deletion der einzelnennsxo
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5 Ergebnisse

5.1 Anthropometrische Daten
5.1.1 Werte bei Geburt

Die Perzentilen fur Lange, Gewicht und Kopfumfareg Geburt waren in der Patientenkohorte
anndhernd normal verteilAbbildung 4A Tabelle 3. Eine Analyse der Werte Reifgeborener
(37.-41. SSW) ergab eine durchschnittliche Lange ¥b,7 cm (SD 2,43 cm), ein Gewicht von
3492 g (SD 411 g) und einen OFC von 35,5 cm (SCci (Abbildung 4B. Die 50. Perzentile
einer Vergleichspopulation lag fur die 40. SSW ®2icm Lange, 3600 g Gewicht und 35,7 cm
OFC.

A <] |

5O &0 80—+

£ 5 g
£ . £ — £
- - - o -
£ Ar =] 40 — z A
a o o
[=] (=]
3 3 3
2 20 — = 307 2 307
o o o
- = o
3 B
5 207 5 207 s 20

10— h 10 10

4 1 | o . y o '

LI ) F FEF L F S S SSFEFEF LS
CEFEFEES A TS LS
Standardisierte Geburtslénge Standardislertes Geburtagewicht Standardisierter OFC bel Geburt

A0 == 40~ A0

5 =y 35T

e c 30T c 37

- - -

£ = 2

- = =

& = =i & &7 F o5

ﬂ —
= o g = g —:
2 2~ S a0 S st

o o o o

Ed - = =

= = =

b 157 g 18- 5 15+

& 5 i

10 10~ 107 TR

5= 57 [ 5

o= T T T o= TD i3 T - T T T u | T T T T T
45 50 55 &0 2000 2500 3000 I500 4000 4500 000 3 32 34 L] 38 40
Geburtslings in Zentimetern Geburtsgewicht in Gramm OFC bel Geburt in Zentimetern

Abbildung 4: Lange, Gewicht und OFC bei GebyA) Angabe als standardisierte Perzentilen (B) Areyals

Absolutwerte, nur reif geborene Kinder eingesctdod87.-41. Schwangerschaftswoche)

22



Tabelle 3: Patientenzahl pro Parameter fur anthropetrische

Daten bei Geburt

Parameter der Datenaufnahme Pat.
Anthropometrische GroRRe 177
Daten bei Geburt Gewicht 185

Kopfumfang 87
Anthropometrische GroRRe 156
Dgten bei Gebuinur Gewicht 162
reife Neugeborene)

Kopfumfang 77

5.1.2 Postnatale Entwicklung der Patientenkohorte

In der postnatalen Entwicklung der DMD Patienteigtee sich Abweichungen ihrer anthropo-
metrischen Daten von altersangeglichenen Normeh Althildung 5und Abbildung 6A. Die
KorpergroRe der Patienten blieb deutlich hinter demarteten Wachstum zurtick. Insgesamt
entwickelten fast 30% der Jungen einen KleinwuttigergroRe < P3), und mehr als 80% der
Patienten befanden sich mit ihrer Gro3e unterhatlb@. Perzentile. Die Verteilung des postna-
talen BMI zeigte eine Rechtsverschiebung mit 68%R#ienten oberhalb der 50. Gewichtsper-
zentile. Beim OFC hingegen fiel eine Linksverschiedp der Verteilung auf mit 65% der Patien-
ten unterhalb P50. Die Rate an Mikrozephalie (OFE3¥ lag bei 5% anstatt der statistisch zu

erwartenden 3%.
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Abbildung 5: Darstellung von Grof3e, BMI und OFC dgresamten Patientenkohorte als Scatterpjdtgien
P3 und P97 reprasentieren die 3. bzw. 97. PerzeitilVergleich mit einer alters- und geschlechtsaylighe-

nen Referenzpopulation
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5.1.3 Postnatale Werte nach Altersgruppen aufgeteilt

Um den zeitlichen Verlauf der korperlichen Entwigkd) besser einschatzen zu kénnen, wurden
gesondert die anthropometrischen Daten von jundeirgtern im Alter zwischen 2 und 5 Jahren
sowie die alterer Kinder im Alter von 8 bis 17 JahianalysiertAbbildung 6B, CTabelle 3.
Patienten, die eine Steroidtherapie erhielten (N=28rden von dieser Analyse ausgeschlossen,
um eine maogliche Verfalschung der Werte zu verhimndkn der Altersgruppe 2-5 Jahre war der
Anteil der kleinwiichsigen Kinder mit 27% bereitggleichbar mit dem Anteil in der gesamten
Patientenpopulation (29%). Bei lediglich 22% ubbkrdt die KorpergroRe die 50. Perzentile
(gesamtes Patientenkollektiv: 17%). Der Kleinwubles DMD scheint sich also bereits frih in
der Entwicklung zu manifestieren. Dementsprechesrdnderte sich der Anteil an Kleinwtchsi-
gen in der Altersgruppe der alteren Patienten nicaBgeblich. Der Kopfumfang lag bei den
jungen und alteren Kindern in 69% und 64% unterli®8D, was ebenfalls jeweils vergleichbar
ist mit dem des gesamten Patientenkollektiv (65%nalb P50). Die Rate der Mikrozephalien
betrug 4% bzw. 6% (gesamtes Patientenkollektiv 5irdzephalie). Beim BMI hingegen fand
mit zunehmendem Alter eine Veranderung statt. Diggren Kinder zeigten, wie in den Daten
fur die Gesamtpopulation widergespiegelt, eine Re@nschiebung der Normalverteilungskurve
des BMI und tendierten somit eher zu hoherem K@geicht (79% Uber P50). Die Anteile an
starkem Uber- oder Untergewicht (BMI >P97 und <R8pn, wie es statistisch zu erwarten ist,
unter 3%. Im Gegensatz dazu war die Verteilungskibei den alteren Kindern stark abgeflacht.
In dieser Patientengruppe stellten sowohl schwertergrnahrung als auch starkes Ubergewicht

ein Problem dar mit einem jeweiligen Anteil von 1&#iroffenen Patienten.

Tabelle 4: Patientenzahl pro Parameter fur postnktanthro-

pometrische Daten

Parameter der Datenaufnahme Pat.

Anthropometrische Dal-Grol3e 261

ten bei Follow-up Gewicht/BMI 260
Kopfumfang 263

Anthropometrische Dal-Grolde 77

ten Patienten 2-5 Jahre Gewicht/BMI 77
Kopfumfang 77

Anthropometrische Dal-Grol3e 50

ten Patienten 8-17 Jahy :

i , ht/BMI

(ohne Steroidpatienten) Gewich/ S0

Kopfumfang 52
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5.1.4 Auswirkungen der Steroidtherapie auf anthropomgtasDaten

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung hatten 29 von 2&8efen fur mindestens 6 Monate eine
Steroidtherapie erhalten. Trotz der kleinen Stiobpngrol3e lasst die Analyse der anthropo-
metrischen Daten dieser Untergruppe einige Rickssblauf den Einfluss der Steroide auf das
Wachstum zu. Der Anteil der kleinwtichsigen Patientar unter Steroidtherapie mit 45% der
Patienten <P3 deutlich héher als im gesamten Ratikallektiv Abbildung 3. Eine Steroidthe-
rapie verstarkt also die ohnehin bestehende Tenden®DMD Patienten zum Kleinwuchs (vgl.
Abbildung 5und Abbildung 6A. Bei 90% der Patienten unter Steroidtherapiediagkoérpergro-

Re unterhalb der 50. GroRRenperzentile, was in @mMiGrolienordnung auch bei steroidfreien
Patienten gleichen Alters beobachtet wurde (86%®Adtersgruppe 8-17 Jahren; véibbildung
6C). Bei der Analyse des BMI fiel eine abgeflachtertédungskurve auf, die ebenfalls an die
Verteilung bei den alteren steroidfreien Patierggnnert Abbildung 60. Der Anteil an unter-
gewichtigen Patienten war allerdings bei den Stigatienten im Vergleich mit dieser Patienten-
gruppe deutlich geringer (3% im Vergleich zu 14% &d.7 Jahrigen ohne Steroidtherapie). Auf
den Kopfumfang scheint eine Steroidtherapie nach @elLebensjahr keinen Einfluss zu haben,

da die Perzentilenverteilung des OFC der Verteilarden Ubrigen Analysegruppen ahneilt.
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5.2 Motorische und kognitive Entwicklung

Zur Einschatzung der grobmotorischen Entwicklung O&ID-Patienten wurde das Alter der
ersten freien Schritte als wichtiger grobmotoriscMeilenstein herangezogen. Das mittlere
Laufalter in der vorliegenden Patientenkohorte &8 Monate. 30% der Kinder liefen mit 18
Monaten noch nicht (verzogerte motorische Entwiclgh und 8% liefen sogar spéater als 24
Monate (stark verzdgerte motorische EntwickluAgbildung 8A. Fur die Beurteilung der kog-
nitiven Entwicklung wurden 1Q-Tests sowie die bdgacSchulform herangezogen. Beinahe die
Halfte der Kohorte zeigte eine Einschrankung demikiven Leistung Abbildung 8B. Es waren
lediglich 57% der Patienten kognitiv unauffalligterckelt, 26% wiesen eine Lernbehinderung
(IQ 85-70) und 17% eine geistige Behinderung (IQ)<&uf. Von den 13 mikrozephalen Patien-
ten dieser Studie lag bei 9 Informationen zur kbgan Funktion vor. Jeweils 3 Patienten waren

kognitiv unauffallig, 3 lernbehindert und 3 geiskighindert.

A B

geistige
Behinderung
16%

19-24 Monate
22%

unauffallig
57%

<=18 Monate
70%

Lernbehinderung
26%

Abbildung 8: Entwicklung der DMD-PatienterfA) Laufalter (N=193) (B) kognitive Entwicklung=£MN95)

5.3 Genetik
5.3.1 Haufigkeiten der Mutationstypen

Die im Dystrophin-Gen auftretenden genetischen Kefgind sehr vielfaltig. In der Patienten-
kohorte lagen bei gut zwei Drittel (68%) grol3e agenetische Deletionen von einem oder meh-
reren Exons vor, gefolgt von Punktmutationen in 15¥plikationen in 12% und Insertionen,
Mikrodeletionen und intronische Punktmutatione®% der Falle Abbildung 9 Tabelle 5.
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Insertion, Mikrodeletion, infronische Funktmutation
{*]

Punktmutation|
15%

Tabelle 5: Haufigkeit verschie-

dener Mutationsarten in der

Dupiation Ty forome iﬂ%%%?ﬁetmhe Patientenkohorte
Mutationsarten Pat.
Deletion 149
Duplikation 26
Punktmutation 33
weitere 11
Abbildung 9: Haufigkeiten der Mutationstypen Gesamt 219

5.3.2 Verteilung der Mutationen im Dystrophin-Gen

Bei der Analyse der Verteilung der Mutationen Uthier Lange der DNA féllt auf, dass die Ver-
teilung nicht gleichmalig ist, sondern die Mutaéiorsich auf bestimmte Regionen konzentrie-
ren. Mehr als die Halfte aller Mutationen warenzentralen Teil des Gens lokalisiert (Exon 45-
55; Abbildung 10A. Bei Mutationen an dieser Stelle des Gens istEigression der Isoformen
Dp427, Dp260 und Dp140 gestort, wahrend Dpl116 updlkorrekt exprimiert werden kénnen.
Lediglich 10% der Mutationen lagen im distalen Tagés Gens (Exon 63-79) und verhindern

somit die Expression aller Isoformen des Dystrophin

Um zu dberprifen, ob der Mutationstyp (Deletion plikation, Punktmutation) einen Einfluss
auf den Ort der Mutation hat, wurde die Verteilumach den Mutationstypen aufgeschlisselt
analysiert Abbildung 10B, C, o Obwohl die Fallzahlen fiir Duplikation und Punki@tionen
recht gering sind, lassen sich dennoch verschiedendenzen erkennen. Es fiel auf, dass sich
vor allem die Verteilung der Deletionen und Duplikaen deutlich unterscheidet. Bei Deletio-
nen, die den zahlenmaRig gré3ten Anteil ausmadideh49), war in 71% der Falle der zentrale
Teil des Gens betroffen. Bei Duplikationen hingegear bevorzugt der proximale Genabschnitt
betroffen (Exon 1-29; 50% der Falle, N=26), dertrada Bereich dagegen mit nur 15% eher
selten. Bei Punktmutationen (N=33) liel3 sich kdardr Trend ausmachen. Die proximalen und
distalen Abschnitte des Dystrophin-Gens waren mitejls 36% gleich haufig betroffen, die

mittleren Genabschnitte seltener.
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Abbildung 10: Verteilung der Mutationen innerhalbes Dystrophin-GensPfeile zeigen die Lokalisation der
Promotoren an, Protein-Isoformen sind bezeichnettg427, Dp260, Dp140, Dp116 und Dp71 (A) Alle€efyp
von Mutation (B) Alle Deletionen (C) Alle Duplikatien (D) Alle Punktmutationen

5.3.3 Verteilung der Deletions-Hotspots und Deletions-dBpunkte

Einen Uberblick Uber das Deletionsprofil in deriaienkohorte gibAbbildung 11AundB. Die
Betrachtung der Deletionshaufigkeit einzelner Exameist auf einen wichtigen Deletions-
Hotspot innerhalb der Exons 45-53 im zentralen @des$ Gens hinApbildung 11A Der 5’
Bruchpunkt {leletion breakpointAnfang der Deletion) dieser Deletionen lag meaisintron 44
oder 45, wéahrend die 3’ Bruchpunkte (Ende der Dmigtinnerhalb der Introns 49-50 konzent-
riert waren Abbildung 11B. Diese Befunde korrelieren gut mit Daten ausldgden Database
(White and den Dunnen, 2006).
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5.4 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen
5.4.1 Wachstum nach Genotyp

Aufgrund der gro3en Vielzahl an verschiedenen Matah im Dystrophin-Gen wurden die Pa-
tienten anhand ihrer Genotypen in 5 Gruppierungesammengefasst, je nachdem welche Iso-
formen des Dystrophin durch die Mutation in ihreqpEession betroffen sind (vgl. 4.3.2). Alle
Parameter wurden dann nach Gruppen aufgeschligssditsiert. Die Patientenzahlen pro Para-
meter und Gruppe sind ifabelle 6aufgefihrt. Bei Betrachtung der anthropometriscbaten

in Relation zu den betroffenen Isoformen des Dystioproteins fielen Unterschiede zwischen
Patienten mit proximalen und distalen Mutationeh @bbildung 12. Patienten mit distalen
Mutationen, die die Expression aller Proteinisofembetrifft, waren am h&aufigsten von Klein-
wuchs betroffen. 95% dieser Patienten lagen mériKibrpergréf3e unterhalb der 50. Perzentile
und 57% waren kleinwiichsig (<P3). Diese Anteile emabei proximalen Mutationen, die nur
Dp427 betreffen, deutlich geringer; 77% der Pagierwaren <P50 und lediglich 17% <P3. Bei
Mutationen im zentralen Genabschnitt (Gruppe 3)ewalie Anteile jeweils 81% <P50 und 30%
<P3. Es scheint also, dass je distaler die Mutasgndesto starker sind die Patienten von der
Wachstumsminderung betroffen. Beim Kopfumfang \attés sich ahnlich: Patienten mit dista-
len Mutationen waren ebenfalls starker in inrem Wgaem gemindert. Patienten mit Beteiligung
aller Isoformen hatten zu 76% einen OFC <P50 uingtere aul3erdem eine hohe Rate an Mikro-
zephalien von 9,5%. Auf den BMI scheint der Genotsgnig Einfluss zu nehmen, da die Per-

zentilen bei distalen und proximalen Mutationeretwa gleich verteilt blieben.

Tabelle 6: Patientenzahl fur anthropometrische Datend psychomotorische Ent-

wicklung fir Patientengruppierungen anhand des Gempen

Parameter Anzahl Patienten pro Untergruppe (Genotyp)
Gr.l1 | Gr.2| Gr.3| Gr.4| Gr.5 Gesamt
Grole 49 18 112 18 21 218
BMI 49 18 112 18 21 218
OFC 49 18 113 18 21 219
Motorische 38 14 85 14 17 168
Entwicklung
Kognitive 36 14 87 11 18 166
Entwicklung
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5.4.2 Motorische Entwicklung nach Genotyp

Auch hinsichtlich der motorischen Entwicklung koarine Genotyp-Phénotyp-Korrelation be-
obachtet werden. Der Anteil der Patienten, die enorische Entwicklungsverzdgerung zei-
gen, steigt, je distaler die Mutation gelegen Adil{ildung 13A Bei Mutationen im proximalen
Teil des Gens, die ausschliel3lich die Isoform Dpdereffen, war die motorische Entwicklung
bei einem Groldteil der Patienten normal. Insgedaatten 83% der Patienten mit proximalen
Mutationen bis zu einem Alter von 18 Monaten Laufgghernt. Bei einem Fehlen der Isoform
Dp140 sank dieser Anteil auf 75%. Bei distalen Nateen mit Fehlen aller Isoformen liefen
lediglich noch 12% der Kinder mit 18 Monaten. 47%ser Kinder waren in ihrer motorischen
Entwicklung stark verzdgert, hatten also mit 24 lgli@m noch nicht Laufen gelernt.

5.4.3 Kognitive Entwicklung nach Genotyp

In der kognitiven Entwicklung lasst sich eine abiné Beobachtung macheAbpildung 13B.
Einen wichtigen Einfluss auf die kognitive Entwigkly scheint die Isoform Dp140 zu haben.
Bei Patienten, bei denen die Expression dieseoisofntakt ist, war eine kognitive Beeintrach-
tigung selten. Ein Verlust von Dp140 war hingege®0% der Patienten mit Einschrankungen
der kognitiven Fahigkeiten (Lernbehinderung odestgge Behinderung) assoziiert. Dieser An-
teil lag lediglich bei 17% in Patienten, denen B@427 fehlt und bei 7% in Patienten mit feh-
lenden Dp427 und Dp260. In der Untergruppe mit ¥&rhller Isoformen préasentierte sich die
Uberwiegende Mehrzahl der Patienten mit Beeintigehg der kognitiven Fahigkeiten. 15 von
18 Patienten wiesen eine geistige BehinderungZaBhtienten eine Lernbehinderung und ledig-

lich ein Patient war kognitiv unauffallig entwickel
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6 Diskussion

6.1 Studiendesign und Limitationen der retrospektiven \brgehensweise

Die vorliegende Studie nutzt Daten von drei versdanen Universitatskliniken mit Spezial-
sprechstunden fur neuromuskulare Erkrankungen iatddbland, was eine relativ grof3e und
heterogene Patientenkohorte ergibt. Die Daten wuadlerdings retrospektiv aus den Patienten-
akten entnommen und nicht anhand eines strengastdisiérten Versuchsprotokolls gewonnen,
was eine Limitation der Studie darstellt. Anthroprische Daten wurden von unterschiedlichen
Personen aufgenommen, die zwar alle zum Kreis dsizmischen Fachpersonals zahlen, je-
doch in ihrer individuellen Vorgehensweise eventigthte Unterschiede aufweisen. Informati-
on Uber Steroidtherapie wurde ebenfalls aus dererAkintnommen; die Vollstandigkeit und
Richtigkeit dieser Angaben konnten nicht Gberpvigtrden. Gleiches gilt fir die Daten zur mo-

torischen und kognitiven Entwicklung.

Die vorliegende Arbeit stellt eine der gréf3ten Wsitiehungen zu Wachstum und Entwicklung
von Patienten mit DMD dar und korreliert die erhioée Daten mit dem Genotyp. Im Wachstum
und in der psychomotorischen Entwicklung konnteuatldthe Unterschiede zwischen DMD Pa-
tienten und der alters- und geschlechtsangeglichéfmntrollpopulation festgestellt werden.
Innerhalb der Patientenkohorte existiert eine w8jganne an verschiedenen Phanotypen, die zu
einem gewissen Grad durch den Genotyp vorausgesaden kénnen. Im Folgenden wird auf

wichtige Ergebnisse néher eingegangen.
6.2 Anthropometrische Daten von Patienten mit Muskeldysophie Duchenne
6.2.1 Kleinwuchs

Eine Mutation im Dystrophin-Gen hat einen Einflag das Wachstum von DMD Patienten.
Ein Kleinwuchs von etwa einer SD unter dem Bevdalkgsdurchschnitt, der bereits friih in der
Entwicklung einsetzt, ist fir DMD Patienten vielfat der Literatur beschrieben (Eiholzetr
al., 1988, McDonalcet al, 1995, Nagekt al, 1999, Rapaporet al, 1991, Weskt al, 2013,
Willig et al, 1993). Dieser Kleinwuchs mit oben beschriebenkarékteristika findet sich auch
in der Patientenkohorte der vorliegenden StudiehM& die anthropometrischen Mal3e bei
Geburt noch im Rahmen der Norm waren, wiesen beie#th Drittel der Patienten bei Follow-
up einen Kleinwuchs auf. Dieser war bereits bei @énrjahrigen Kindern in dhnlichem Mal3e

ausgepragt wie bei den alteren Patienten.
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Die Atiologie des Kleinwuchses bei DMD ist unklamspezifische Mechanismen wie niedriger
Knochenumsatz aufgrund der progressiven Muskelscheyd/NVachstumshormonmangel sowie
chronisch entzindliche Prozesse im Rahmen der DMD als Griinde in Betracht gezogen
worden, wurden aber fur unwahrscheinlich befundéesgl et al., 1991, Nagekt al, 1999).
Auch eine genetische Ursache des Kleinwuchses kertm ausgeschlossen werden. Es ist be-
kannt, dass eine Beteiligung des Homoobox-G8HOX (short stature homeobox ggnauf
Chromosom Xp22 beim Menschen mit Minderwuchs agstst (z.B. im Rahmen einer Mono-
somie X beim Turner Syndrom) (Rab al., 1997). Da daSHOXdem Dystrophin-Lokus be-
nachbart ist, wurde eine Mitbeteiligung dieses Gasismolekularen Defekten im Bereich der
Xp21-Region im Rahmen der Dystrophie als Grunddigm Kleinwuchs postuliert (Naget al,
1999). In der Tat gibt es eine Fallstudie Uber mrikkeinwiichsigen BMD-Patienten, bei dem
neben einer Deletion im Dystrophin-Gen auch eindation im benachbarteBHOXGen nach-
gewiesen werden konnte (Messigtaal., 2008). Hierbei handelt es sich jedoch bisher urare
Einzelfall und eine mégliche kausale Beziehung ghesi SHOXMutationen und Kleinwuchs
bei DMD ist noch nicht an einer gro3eren Patientéokte Uberprift worden. Es ist allerdings
auch mdglich, dass ein dystrophin-spezifischer Ma@mus fur den Kleinwuchs verantwortlich
ist. Zu dieser These passt auch der Befund delegeriden Studie, dass es bei distalen Mutatio-
nen zu einer Zunahme des Anteils an kleinwiichsRgiienten kommt (vgl. 6.5.1). Uber welche

Mechanismen Dystrophin einen Einfluss auf das Wachsusubt, ist allerdings nicht geklart.
6.2.2 Ernahrungsstatus

DMD Patienten sind im Verlauf ihrer Erkrankung sdvdurch Uber- als auch durch Unterge-
wicht gefahrdet, da sich durch den progressivenkglsshwund und die zunehmende Inaktivitat
die Kérperzusammensetzung und der EnergiebedaPatnten verandern. Bei jingeren Pati-
enten wird eher eine Tendenz zum Ubergewicht bédbaavahrend schweres Untergewicht mit
BMI unterhalb der 10. Perzentile besonders beréiit®atienten ein Problem darstellt (Davidson
and Truby, 2009, McDonalet al, 1995, Williget al, 1993). Dies deckt sich mit den Befunden
der vorliegenden Studie, die ebenfalls eine Reelnsehiebung des BMI vor allem bei jiungeren
Patienten, dagegen ein hohe Inzidenz von schwenet@rgewicht bei alteren Patienten zeigten
(14% der Patienten BMI <P3). Bei alteren PatienterAlter von 8-17 Jahren war allerdings

auch ein hoher Anteil an schwerem Ubergewicht zmeiehnen (14% der Patienten BMI >P97).
Diese Tendenz besonders der alteren DMD-Patientdoemen Extremen der Gewichtsvertei-

lung wurde in einer kirzlich publizierten Studiet go3er Fallzahl bestatigt (Westt al, 2013).
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Da sich die Korperzusammensetzung durch die Erkmaglsehr verandert, stellt sich allerdings
die Frage, inwiefern Uberhaupt die BMI-Referenzeveler Normalbevolkerung bei Kindern mit

DMD aussagekratftig sind.

Der variable zeitliche Verlauf der Erkrankung stélésondere Anforderungen an die Planung
einer ausgewogenen Ernahrung. Bei jungen Patieoiéie die Entstehung von schwerem Uber-
gewicht verhindert werden, was die bereits redtzi&eweglichkeit der Jungen noch weiter
einschranken koénnte. Auch Untergewicht kann befeitsin der Entwicklung auftreten (West

al., 2013) und muss rechtzeitig behandelt werdensduaievielen Problemen wie Dekubitus und

reduzierter Immunfunktion verbunden ist. Ein leeshtUbergewicht in jungen Jahren soll sogar
als protektiver Faktor gegen die Entwicklung eiapéteren Untergewichts wirken (Martigee

al. , 2011). Eventuelle Nahrungserganzung von Vitamineth Spurenelementen wie beispiels-
weise Calcium und Vitamin D zur Osteoporoseproptg/iat besonders seit Einfihrung der Ste-

roidtherapie wichtig geworden (Davidson and Tru2g09).
6.2.3 Kopfumfang und Hirnfunktion

In der vorliegenden Studie konnten eine Linksveming des OFC sowie ein leicht erhdhter
Anteil an mikrozephalen Patienten festgestellt war(b% statt der zu statistisch zu erwartenden
3%). Die wenigen existierenden Studien zum Kopfurgfaei DMD-Patienten fanden dagegen
eher eine Tendenz zur Makrozephalie, ohne hiemefhesammenhang zwischen Kopfumfang
und intellektueller Funktion nachweisen zu kénn&pgletonet al, 1991, Schmidet al, 1985).

Die Stichprobengrol3e dieser Studien ist mit 36 b&dvPatienten allerdings eher klein, und in
einer Studie waren auch die Kopfumfange der Paresstter gré3er als normal (Schmedtal,
1985). In der Patientenkohorte der vorliegendemiStwar die Inzidenz von Makrozephalie im

Rahmen der Norm.

Bildgebende Daten von makro- oder mikrozephalen DREienten konnten im Rahmen der
Studie leider nicht retrospektiv gewonnen werdergass Uber eventuelle Hirnanomalien bei
diesen Kindern nichts bekannt ist. Ein Zusammenmamngntellektueller Funktion konnte eben-
falls aufgrund der geringen Zahl mikrozephaler Kindicht untersucht werden. Starkere struk-
turelle Hirnanomalien scheinen bei DMD nicht zutbasn ((Raeet al, 1998), Ubersichtsarbeit
zur Hirnstruktur bei DMD siehe (Andersen al, 2002)). Einige CT-Studien beschreiben jedoch
eine leichte kortikale Atrophie bei einem Teil deatienten, besonders bei den alteren Kindern
(Septienet al., 1991, Yoshiokaet al., 1980). Sensitivere MRI-Untersuchungen konntemebe
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falls eine Verminderung der grauen Substanz im @Gatachweisen (Let al, 2011). Es scheint
aber, dass funktionelle Untersuchungen sensitileestaukturelle die durch Dystrophinmangel
ausgelosten Veranderungen im Gehirn anzeigen korvierfiahren der funktionellen Bildge-
bung detektierten eine Verminderung der lokalencBgonen Neuronenaktivitat (Let al,
2011), Veranderungen im Glucosemetabolismus (gkeal. , 2002) sowie Anomalien in der
Konzentration anderer Hirnmetabolite (Reteal, 1998). Studien an Synapsen und Rezeptoren
wurden am Mausmodell fir DMDm(dxMaus) durchgefihrt. Es wurden Alterationen im inthib
torischen GABAergen sowie im exzitatorischen gluatengen System gefunden (Daceidal,
2009, Knuesett al., 1999). Im Hippocampus ist das Zusammenspiel diegsteme in Vorgan-
ge der synaptischen Plastizitdt wie Langzeitpotaang und Gedachtnis impliziert, die in der
dystrophin-defizientenrmdxMaus in der Tat abnorm sind (Perronnet and VailleA010,
Vaillend et al., 2004) und auf eine Beteiligung des DGC an konmgateidirnfunktionen hindeu-

ten.

In den beobachteten Veranderungen von Aufbau unétieun des ZNS bei DMD-Patienten liegt
wahrscheinlich der Schlussel zur Erklarung ihregrkiven Defizite und Verhaltensauffalligkei-
ten. Das Verstandnis der genauen Rolle des DGErigyhaptischen Organisation und Funktion
ist jedoch unvollstandig, und ein Zusammenhang dvas strukturellen und funktionellen Hirn-
anomalien und intellektueller Funktion muss nodrda etabliert werden.

6.2.4 Einfluss der Steroide auf das Wachstum

Eine Verstarkung der Tendenz zum Ubergewicht umd Kieinwuchs durch eine Steroidthera-
pie ist bekannt (Moxleyet al, 2010) und konnte in der vorliegenden Studie ltgstéverden.
Kinder mit Steroidtherapie zeigten, verglichen &lteren steroidfreien Patienten, einen hoheren
Anteil an Kleinwuchs (45% im Vergleich zu 24%). D&nteil an Ubergewicht war in beiden
Gruppen ahnlich hoch; schweres Untergewicht trgedan bei Steroidpatienten deutlich selte-
ner auf. Da zum Zeitpunkt des Follow-up nur 29 263 Patienten eine Steroidtherapie erhiel-
ten, ist die Aussagekraft der Ergebnisse aberiatgschrankt zu werten. Die geringe Zahl an
Patienten unter Steroidtherapie ist zum einen eleospektiven Natur der Studie zuzuschreiben,
in der Patientendaten fir den Zeitraum 1975 bisl28hoben wurden. Auch wenn erste Studien
Uber eine positive Wirkung der Steroidtherapie @eri Krankheitsverlauf der DMD bereits in
den siebziger Jahren erschienen (Drachetaal., 1974), wurden erst Ende der achtziger und
Anfang der neunziger Jahre die Effizienz dieserrdpie zur symptomatischen Behandlung der
DMD in systematischen gro3en Studien bewiesen (uamelerem (Fenicheét al., 1991,
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Mendellet al., 1989); fiir systematische Ubersicht tiber dieseanttbére Studien siehe (Manzur
et al, 2008)). Heutzutage gehdrt eine Steroidtherapid @m den drei an dieser Studie teilneh-
menden Universitatskinderkliniken Berlin, Dresderd tlEssen zur Standardbehandlung von am-
bulatorischen DMD-Patienten. Zum anderen hat slichedie Altersstruktur des Patientenkol-
lektivs mit einem eher niedrigen Altersdurchschwith 7 Jahren und 1,5 Monaten und immerhin
104 von 263 Patienten, die junger als 6 Jahrennyaizu beigetragen, dass ein vergleichsweise

geringer Anteil an Patienten Steroidtherapie ethiel
6.3 Psychomotorische Entwicklung von Patienten mit Muskldystrophie Duchenne
6.3.1 Motorische Entwicklung

In der vorliegenden Studie wurde die grobmotorisEnéwicklung der Patienten anhand eines
wichtigen Meilensteins, den ersten freien Schrjttertersucht. Die Weltgesundheitsorganisation
(World Health OrganisatioWWHO) ermittelte in einer gesunden reprasentativepuRation ein
mittleres Laufalter von 12,0 Monaten (2006). Dag#tlare Laufalter in der Patientenkohorte liegt
bei 18,3 Monaten und ist damit deutlich verzogé#. (Perzentile in der WHO-Studie bei 17,6
Monaten). Dieser Befund steht in Einklang mit Ustehungsergebnissen anderer Studien, die
eine Verzogerung der grobmotorischen FahigkeitenOdD in dhnlichem Malstab zeigen
(Bushbyet al., 1999, Parsonet al, 2004). Teilweise wurden Meilensteine der grobmsthen
Entwicklung, wie zum Beispiel schnelles Rennen oden Boden Aufstehen, tberhaupt nicht
erreicht (Panet al, 2013b). Feinmotorische Meilensteine wurden imrRah der vorliegenden
Studie nicht untersucht, sollen aber insgesamtgegrstark beeintrachtigt sein als die grobmoto-
rische Fahigkeiten (Connollgt al, 2013). Die lokomotorische Entwicklung zeigt eixer-
schlechterung der Leistung mit zunehmendem Altan@et al, 2013b, Parsonet al, 2004).
Dies ist aber angesichts der muskularen Symptondatikerkrankung wenig tberraschend. Die
Abnahme der motorischen Fahigkeiten mit zunehmendliéen betrifft die Grobmotorik in star-
kerem Mal3e als die Feinmotorik, was allerdings amdhder unterschiedlichen Sensitivitat der
verwendeten Tests bei verschiedenen Altersgruppsanzmenhangen konnte (Connadiyal,
2013).
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6.3.2 Kognitive Entwicklung

Eine Verzbgerung der frihkindlichen Entwicklung Rahmen der DMD, die bei betroffenen
Kindern oftmals noch vor der muskularen Symptomatikallt, ist vielfach in der Literatur be-
schrieben (Essex and Roper, 2001, Srattll, 1989). Systematische Untersuchungen mit gro-
Ren Fallzahlen der frihen Entwicklungsphasen beDERAtienten sind allerdings selten, weil
sie mit erhdhten methodischen Schwierigkeiten vedlea sind und auRerdem eine frihe Diag-
nose der Erkrankung voraussetzen (Conngtllgl, 2013, Panet al, 2013b). DieGriffiths Scale

of Mental Developmenind derBayley Il Scales of Infant Developmédratben sich als Testver-
fahren speziell fur jungere Kinder zur Untersuchueg frihen Entwicklungsphasen etabliert.
Mittels dieser Verfahren wurde ein Entwicklungsaemot fir DMD Patienten ermittelt, der im
Durchschnitt etwa eine Standardabweichung unter demgesunden Vergleichspopulationen
liegt (Connollyet al, 2013, Panet al, 2013b, Parsonet al, 2004, Smithet al, 1989). Dies
steht im Einklang mit den Daten fir altere Kindeej denen ebenfalls eine Abweichung des
durchschnittlichen 1Q um eine Standardabweichurdhnaten festgestellt wurde und etwa ein
Drittel der Patienten eine mentale Retardierungvaist (Cottonet al, 2001, Hintonet al,
2000). Die kognitive Funktion zeigt keine Korretatimit dem Alter, ist also in ihrem Verlauf
nicht progredient (Connollet al, 2013, Panet al, 2013b). Auch in den Unterkategorien der
oben genannten Tests, die soziale Fahigkeiten ievahy wurden Defizite der DMD-Patienten
gegenuber gesunden Altersgenossen deutlich (Conebtl, 2013, Panet al, 2013b). Diese
Ergebnisse wurden insgesamt in der vorliegendedi&tuestatigt, bei der Gber ein Drittel der
Patienten eine Einschrankung der kognitiven Faligkeaufwiesen (26% Lernbehinderung,
16% geistige Behinderung). In der Studie wurdeardihgs nicht die oben genannten Testver-
fahren benutzt, sondetdaufman Assessment Battery for Childnemd Wechsler Intelligence
Scale for ChildrenEine getrennte Betrachtung der Unterkategorierde/micht vorgenommen,

sondern lediglich das Gesamtergebnis beurteilt.

Einschrankungen der kognitiven und sozialen Faliigiketreten frih in der Entwicklung der
Patienten auf und sind mithilfe spezieller Testlerén bereits bei sehr jungen Patienten mess-
bar. Eine rechtzeitige Diagnose eventueller Defit wichtig, da dies therapeutische Implikati-
onen hat und betroffene Patienten in ihrer weitétatwicklung von einer frihen Intervention
profitieren konnten. Individuell bestehen allerdingrof3e Unterschiede in der kognitiven Ent-

wicklung, und es existiert ein weites phanotypisc8pektrum.

40



6.3.3 Spezifisches kognitives Profil

Mitbeteiligung kognitiver Fahigkeiten ist ein Merlamvieler neuromuskularer Erkrankungen
(Ubersichtsarbeit zur kognitiven Funktion bei nenuskularen Erkrankungen siehe (D'Angelo
and Bresolin, 2006)). Die nicht progressive menRd¢ardierung, die etwa ein Drittel der Pati-
entenkohorte der vorliegenden Studie zeigt, idfacé in der Literatur beschrieben (unter ande-
rem (Cottonet al, 2001)). Ein Zusammenhang zwischen dem Grad dgmitteen Beeintrachti-
gung und der Schwere der muskularen Symptomatilebiesicht (Hintonet al, 2000). In Intel-
ligenztests zeigen alle DMD Patienten ein speziésckognitives Profil, was unabhangig von
ihrer Gesamtintelligenz erkennbar ist. Defizitetbhen vor allem in den Bereichen des verbalen
Arbeitsgedachtnisses und des Horverstandnis, wédhdienHandlungsintelligenz weniger betrof-
fen ist (Cottonet al, 2001, Hintonet al, 2000). Dieses kognitive Profil kann bei anderen-n
romuskularen Erkrankungen wie beispielsweise dieaggn Muskelatrophie nicht nachgewiesen
werden und scheint somit spezifisch fur einen \&rhles Dystrophins zu sein (Billasd al.,
1992). Da im Rahmen dieser retrospektiven Untensughkeine Daten aus den Unterkategorien
der standardisierten Intelligenztestungen fur gn&@iere Zahl von Patienten erhoben wurde,
kann anhand der vorliegenden Daten keine Aussagekngnitiven Profil der Patientenkohorte

gemacht werden.

Die von DMD-Patienten gezeigten kognitiven Schwéckid von einigen Autoren (Hintost

al. , 2001) Defiziten im phonologischen Prozessieren irdormationen ghonological loop
zugeordnet worden, was nach einem Modell von Baydahd Hitch (Baddeley and Hitch,
1974) wichtig fir das verbale Arbeitsgedéchtnis dad Sprachenerwerb ist (Ubersichtsarbeit zu
Arbeitsgedachtnis siehe (Repovs and Baddeley, 20@8¢ Sprachentwicklung verlauft bei
DMD-Patienten in der Tat verzogert (Cyrulrek al, 2007). Generell weist die regional unter-
schiedliche Verteilung der Dystrophin-lsoformen @ehirn (Lidovet al, 1993, Lidovet al,
1990) auf eine Beteiligung des Dystrophins an digehien zerebralen Funktionen hin. Bei Ab-
wesenheit des Dystrophin kdnnen somit auch speb#i®efizite entstehen, die unabhangig sind
vom 1Q der Patienten und das charakteristischeikagrProfil aller DMD-Patienten bedingen.

6.3.4 Neuropsychiatrische Komorbiditaten

Eine Haufung neuropsychiatrischer Komorbiditaten Patienten mit DMD wie ADHS (Auf-
merksamkeitsdefizitsyndrom), Krankheiten des astiben Spektrums sowie Zwangsstérungen
ist beschrieben (Hendriksen and Vles, 2008), komrmtier vorliegenden Studie aber leider nicht
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retrospektiv untersucht werden. Bei Kindern mitachschen Erkrankungen, besonders neurolo-
gischen und motorischen Erkrankungen, ist einehgehtinzidenz von Verhaltensauffalligkeiten
bekannt (Hysinget al., 2009, Lavigne and Faier-Routman, 1992). DMD-Pd¢ie zeigen ver-
mehrt Probleme des Sozialverhaltens (Hirgbml., 2006). Defizite der DMD-Patienten im Be-
reich der sozialen Fahigkeiten sind bereits beturegen der frihkindlichen Entwicklung auffal-
lig (Connolly et al, 2013, Panest al, 2013b). Da bei Kindern mit DMD spezifische Verhal
tensauffalligkeiten vorliegen, wird vermutet, dassnindest ein Teil der mit DMD assoziierten
psychiatrischen Probleme klinische Zeichen der Bé&iligung sind und nicht nur als reakti-
ves Verhalten bei chronischer Erkrankung gesehedemekdnnen (Hintoret al, 2006). Dies

muss besonders bei der Planung von Interventioagicksichtigt werden.
6.3.5 Verzogerungen in der Diagnostik und klinische Faiblzen

Die Mdglichkeiten der Diagnostik der DMD haben siohden letzten Jahrzehnten enorm ver-
bessert. Eine mdoglichst frihe Diagnose der Erkragkist wichtig, um rechtzeitige adaquate
Therapie und Foérderung der Kinder einzuleiten sdvéeden Eltern eine genetische Beratung
hinsichtlich der weiteren Familienplanung durchzwé&n (O'Brienet al., 1983). Trotz der ver-
besserten diagnostischen Mdglichkeiten hat sicln déeZeitpunkt der Diagnose in den letzten
Jahrzehnten kaum verandert und liegt weiterhin @wis 4 und 5 Jahren (Bushbtyal, 1999,
Ciafaloniet al, 2009, Crispet al., 1982, Mohameet al., 2000). Durchschnittlich vergehen 2,5
Jahre zwischen dem Auftreten der ersten Kranklyeitgtome und der definitiven Diagnose der
Erkrankung (Ciafalonet al, 2009). Die Verdachtsdiagnose DMD wird vor alleei en cha-
rakteristischen muskularen Symptomen in Erwagungpgen. Globale Entwicklungsverzége-
rung als weiteres haufig auftretendes Frihsymptand &wuch von medizinisch geschultem
Fachpersonal haufig nicht mit DMD in Verbindung gatht. Die muskuléren Symptome kénnen
zudem dadurch maskiert werden und so die Diagnosié erschwert sein (Mohamesd al,
2000). Es wird daher schon lange Uberlegt, Kindieiemtwicklungsverzégerung mit einem ein-
fachen CK-Test deutschlandweit flachendeckend imnfa eines Screenings auf DMD zu un-
tersuchen (Crisget al, 1982). Mithilfe der Préavalenzen in der Bevolkegunurde errechnet,
dass bei motorischer Entwicklungsverzogerung et Kinder fur ein positives Ergebnis un-
tersucht werden mussten (Lundial, 2007), bei Sprachverzogerung 228 Kinder (Doramgl
Salt, 2001). Zur besseren Identifizierung der ziersuchenden Kinder wurde ein klinischer Kri-
terienkatalog fur Kinder im Alter von 18 Monateis B Jahren erarbeitet, der unter anderem das
Laufalter und die Entwicklung (auch Sprachentwiciu einbezieht (Mohamedt al, 2000).
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Wendet man diesen Kriterienkatalog auf die Patiéwdhorte der vorliegenden Studie an, wer-
den allerdings einige Schwéchen offenbar. 70% déefen dieser Studie laufen mit 18 Mona-
ten, waren also durch dieses Kriterium nicht aliffdeworden. 57% der Patienten zeigen eine
normale kognitive Funktion, und 45% sind sowohtler motorischen als auch in der kognitiven
Entwicklung unauffallig. Weitere Kriterien des klchen Katalogs wie auffélliges Gangbild,
Bein- und Huftschmerzen oder Unfahigkeit zu Renmed Springen sind unspezifisch und teil-
weise keine Frihsymptome der DMD. Ein substantielleil der Patientenkohorte ware also
durch die vorgeschlagenen klinischen Kriterien nighffallig geworden und damit nicht frih
diagnostiziert worden. Aufgrund des Fehlens vonradtaristischen gut zu erfassenden Frih-
symptomen bei DMD ist die Detektionsrate rein n&tthischen Kriterien bei jungen Kindern
zwangsweise niedrig. Die Einfuhrung eines allgemeifNeugeborenen-Screenings wird daher
teilweise als der einzige Weg zur frihen Diagnasgeaehen (Parsoret al, 2004); hier fehlt
allerdings noch ein therapeutischer Ansatz.

6.4 Genetik
6.4.1 Verteilung der Mutationstypen

Es ist eine Vielzahl an Mutationen im DystrophinnfGQeekannt, die in die drei grol3en Katego-
rien Deletion, Duplikation und Punktmutation falldn der Patientenkohorte der vorliegenden
Studie weisen 68% der Patienten grofl3e intragehetiBeletionen auf, gefolgt von Punktmutati-
onen in 15% der Falle und Duplikationen in 12% kEéalle. Die restlichen 5% machen Insertio-
nen, Mikrodeletionen und intronische Punktmutatioaes. Diese Verteilung stimmt relativ gut
mit den Daten aus der grofdten Datenbank Uber Mutti im Dystrophin-Gen, déeiden Du-
chenne Muscular Dystrophy Databasiberein. Hier entfallt mit 72% der grof3te Antdenfalls
auf intragenetische Deletionen. Punktmutationenkieishe Insertionen oder Deletionen machen
zusammen 20% und Duplikationen 7% der Mutatione®ystrophin-Gen aus (Aartsma-Res
al., 2006).

Mithilfe moderner Methoden der molekularen Diagirogtie Gensequenzierung lasst sich heute
bei fast allen DMD Patienten die zugrundeliegendar@utation finden. Friher waren diese Me-
thoden teuer und schlecht verfigbar, sodass nmfaien Multiplex-PCR Nachweiskits vor al-
lem grofR3e intragenetische Deletionen innerhallbHidspots erkannt wurden und andere Mutati-
onsarten wie Punktmutationen und Duplikationeruoftntdeckt blieben (vgl. 2.5.1). Da die vor-
liegende Studie Daten aus den Jahren 1975 bis @sthliel3t, kann es sein, dass leicht zu de-
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tektierende Mutationen etwas Uberreprasentiert aimil der Anteil an Deletionen falsch hoch
liegt. Mit besserer Verfugbarkeit der molekulareiladghostik wird dieser Bias jedoch kleiner und

es wird eine akkurate Abbildung der Mutationsvaititith im Dystrophin-Gen mdglich.
6.4.2 Lokalisation der Mutationen auf dem Dystrophin-Gen

Trotz der oben beschriebenen Heterogenitat beii@dRe und Lokalisation der Mutationen

im Dystrophin-Gen zeigt sich, dass die Verteilureg Mutationen Uber das Gen nicht zufallig

ist. Die Mehrzahl der Mutationen in der Patientdnkte (52%) ist im zentralen Genabschnitt
lokalisiert. Dies betrifft besonders die Deletiondie zu 71% im zentralen Genabschnitt liegen.
Die selteneren Duplikationen liegen hingegen eheten proximalen Genabschnitten (50% der
Falle). Punktmutationen scheinen relativ gleichrgaf@rteilt zu sein. Die Fallzahlen der vorlie-

genden Studie fur Duplikationen und Punktmutatiosieid gering, was die Aussagekraft dieser
Ergebnisse limitiert. Die Tendenz, dass Deletiomentral, Duplikationen proximal und Punkt-

mutationen gleichmé&Rig verteilt sind, findet sidleralings auch in Studien mit grél3eren Fallzah-
len wieder (Aartsma-Rust al, 2006).

Um dem mdglichen Vorliegen von Mutations-HotspaotsDystrophin-Gen nachzugehen, wurde
eine Analyse der Deletionshéaufigkeit einzelner Exdarchgefuhrt. Dabei fiel auf, dass der Be-
reich von Exon 45-53 im zentralen Teil des Gen®besrs haufig von Deletionen betroffen ist.
Dieser Bereich ist in der Literatur auch algjor hotspobezeichnet und einer von zwei bekann-
ten Mutations-Hotspots im Dystrophin-Gen. Der zeesbgenannteninor hotspotumfasst die
Exons 2-20 und ist deutlich weniger haufig von Miotaen betroffen als die Region desjor
hotspot(Den Dunneret al., 1989b, Koeniget al, 1987). Die bevorzugt zentral auftretenden
Deletionen lassen sich also eher demjor hotspat die proximal auftretenden Duplikationen
dem minor hotspotzuordnen. In der vorliegenden Studie konnte nurndajor hotspotdurch
Analyse der Deletionshaufigkeit der Exons klar mgstiesen werden. Um die Duplikationshau-
figkeit der Exons zu untersuchen und damit hochsteahneinlich auch deminor hotsposicher
nachweisen zu kénnen, war in der vorliegenden Stledder die Fallzahl an Duplikationen zu

gering.
6.4.3 Deletionsbruchpunkte im Dystrophin-Gen

Analysen der Deletionsbruchpunktdeletion breakpointsiler Patientenkohorte zeigen einen
gerichteten Effekt bei der Verteilung der Bruchpienikdie meisten Deletionen haben ihren 5’
Bruchpunkt (Anfang der Deletion) in Intron 44 urtan 3’ Bruchpunkt (Ende der Deletion) in
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den Introns 49-52. Dieser Befund stimmt mit Dates der Literatur Gberein (White and den
Dunnen, 2006). Der Grund dafur, dass gerade dieg@Ren fir Deletionen pradisponiert sind,
ist noch unklar. Die Deletionsbruchpunkte der gesi Introns 44 und 7, dem wichtigsten
Bruchpunkt desninor hotspotssind relativ gleichmaRig verteilt, was zunachegen eine domi-
nante Rolle einzelner Sequenzelemente in der DNAl&eEntstehung der Bruchpunkte spricht
(Blondenet al., 1991, McNaughtoret al., 1998). Intron 7 und Intron 44 repréasentieren zwei
Hauptorte meiotischer Rekombination im DystrophierGOudetet al., 1992). Daher haben
einige Autoren in der Annahme eines gemeinsamerundgliegenden Mechanismus von Re-
kombinationsereignissen und Genmutationen eine@dosenhang zwischen fur die Vorgange
der DNA-Rekombination wichtigen Strukturelementard iDeletionsbruchpunkten vorgeschla-
gen (McNaughtoret al, 1998, Nobileet al., 2002). Bei der Sequenzierung und anschlieRenden
Stabilitatsanalyse von einer Vielzahl deletion breakpointslesmajor hotspotskonnte jedoch
keine direkte Assoziation der Bruchpunkte mit bei Bekombination beteiligten Sequenz- und
Strukturelementen der DNA gefunden werden (Siednal., 2003). In derselben Studie wurde
allerdings ein Clustering von Deletionsbruchpunktemtrons 47 und 48 beobachtet, was weite-
re Studien bestatigen (Siroet al., 2006, Toffolattiet al., 2002). Dies wurde von den Autoren
auf in diesen Regionen bevorzugt entstehende DANNpRIstrangbriiche und nachfolgende
nicht-hnomologe Rekombination der Bruchstellen zkgécihrt, ein wichtiger Mechanistmus bei
der Rekombination von DNA und damit verbunden detstehung von Deletionen, Duplikatio-
nen und Insertionen (Ubersichsarbeit zur nicht-nogen Rekombination als Mechanismus bei
der Entstehung von Genmutationen siehe (Liebed., 2003)). Insgesamt scheinen in verschie-
denen Introns des Dystrophin-Gens unterschiedli¢behanismen zur Entstehung der Genmuta-
tionen beizutragen. Wahrscheinlich wird sich léthtldie Ursache der Mutationshotspots nur
durch eine genomweite Betrachtungsweise klareremasdie den héheren strukturellen Aufbau

des Dystrophin-Gens mit einbezieht (Sirehal, 2003).
6.5 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen
6.5.1 Anthropometrische Daten

Bei der Analyse des Wachstums von DMD PatienteRdlation zu ihrem Genotyp zeigt sich in
der vorliegenden Studie bei zentralen und distMerationen fir GréRe und Kopfumfang eine
verstarkte Tendenz zum Kleinwuchs bzw. zu vermiteterKopfumfang. Besonders der Verlust
der Isoform Dp71 ist im Patientenkollektiv mit Kievuchs und Mikrozephalie assoziiert. Fir

den BMI konnte keine Korrelation zum Genotyp nactigeen werden. Es finden sich in der
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Literatur bislang keine Untersuchungen, die das Wtaen bei verschiedenen Genotypen cha-
rakterisieren. Kleinwuchs als klinisches Merkmah\@MD ist vielfach beschrieben (Eiholzet
al., 1988, McDonaldet al, 1995, Nagekt al, 1999, Rapaporet al, 1991, Weset al, 2013,
Willig et al, 1993). Keine der oben genannten Studien zielcjeden Genotypen in Betracht.

Die Atiologie des Kleinwuchses bei DMD konnte bisjanicht geklart werden; es existieren
verschiedene Hypothesen zu seiner Entstehung @@ll). Die Beobachtung der vorliegenden
Arbeit, dass eine Korrelation zum Genotyp bestdeytet auf einen dystrophin-spezifischen
Mechanismus als Ursache des verminderten Wachstim®a der Anteil an kleinwiichsigen
Patienten steigt, je distaler die Mutation lok&isiist, scheint nicht der Verlust einer spezifi-
schen Isoform den Kleinwuchs auszuldsen. Vielmeind wie Tendenz zum Kleinwuchs durch
den kumulativen Verlust von Isoformen verstarkt. digtale, vorwiegend im Gehirn exprimierte
Isoformen einen grol3en Einfluss ausiben, konnter amderem ein zentraler Mechanismus eine
Rolle spielen. Insgesamt ist allerdings noch unkigie die Isoformen des Dystrophin das
Wachstum beeinflussen.

6.5.2 Psychomotorische Entwicklung

Fur die frihe psychomotorische Entwicklung im Klemdalter existieren vor allem aufgrund
von methodischen Schwierigkeiten nur sehr wenigee&vgl.6.3.2). In einer Studie mit Kin-
dern unter 4 Jahren konnte gezeigt werden, dasskarrelation zwischen genetischem Befund
und der lokomotorischen und kognitiven Entwicklubgreits in diesem Alter nachgewiesen
werden kann (Panet al, 2013b). Kinder mit Mutationenpstreamvon Exon 44, welche die
Expression der Isoformen Dp140 und Dp71 intaktdas$atten in der erwahnten Studie den
hochsten mittleren Entwicklungsquotienten und dtdmiauch in den vier der funf Untergruppen
des Tests (Personlich-Sozial, Héren und SprechegeAind Hand sowie Leistungen) jeweils
am besten ab. Davon ausgenommen war die Untergagpmotorischen Fahigkeiten, bei der
kein signifikanter Unterschied gesehen wurde. Déglmgsten Testergebnisse hatten Kinder mit
Mutationendownstreamvon Exon 63, bei denen alle Isoformen in ihrer fegpion gestort sind
(Gruppe 5 unseres Patientenkollektivs). Eine weitstudie der frihkindlichen Entwicklung
konnte ein Fehlen von Dp140 mit niedrigeren kogeiti und sprachlichen Testergebnissen kor-
relieren, sahen aber ebenfalls keinen Einflussdaiimotorische Entwicklung (Connolkst al,
2013).
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Diese Befunde stehen im Gegensatz zur vorliegehbiiéersuchung, bei der auch in der motori-
schen Entwicklung der Anteil an entwicklungsveratge Patienten stieg, je distaler die Mutati-
on gelegen war. Bei proximalen Mutationen sind 8886 Kinder normal entwickelt, das heif3t
sie haben bis zum Alter von 18 Monaten laufen geldst Dp140 mitbetroffen, so sinkt dieser
Anteil auf 75%, und bei Fehlen aller Isoformen slediglich noch 12% der Kinder motorisch
normal entwickelt. Aus dieser Untergruppe kdnnefio4sbgar mit 24 Monaten noch nicht lau-
fen. Wodurch diese deutliche Diskrepanz zu den lirigeen vorheriger Studien zustande
kommt, ist nicht klar. In der vorliegenden Studierde nur ein Meilenstein der grobmotorischen
Entwicklung untersucht, was lediglich eine eingeankte Beurteilung der Entwicklung erlaubt
und so eventuell zu einer Verfalschung der Ergalengefuhrt hat. In den oben genannten Stu-
dien wurden auch feinmotorische Untersuchungerem ldkomotorischen DQ einbezogen. Die
Feinmotorik soll insgesamt geringer betroffen samdie Grobmotorik (Connollgt al, 2013).

Es kdnnte daher sein, dass lediglich fir grobmstbe Fahigkeiten eine Korrelation besteht,
sodass bei Berticksichtigung der grob- und feinntben Fahigkeiten Unterschiede der Geno-
typ-Gruppen keine Signifikanz mehr erreichen. In Tat schnitten in beiden Studien Patienten
mit Dp140-Beteiligung im Bereich der Lokomotoriknets schlechter ab als Patienten mit pro-
ximalen Mutationen, ohne dass dieser Unterschiatisgsche Signifikanz erreichte. Patienten
mit Beteiligung aller Isoformen wurden lediglich @ner der Studien untersucht (Pagteal,
2013b); hier wurde ebenfalls ein deutlich schleageTlestergebnis fir diese Untergruppe be-
schrieben (DQ von 71 gegeniber 81 bei proximaletahtn in der Untergruppe der lokomoto-
rischen Fahigkeiten). Zur Klarung dieses Zusammeghavéare es hilfreich, Grob- und Feinmo-
torik getrennt auf Korrelation mit dem Genotyp zuarsuchen.

6.5.3 Kognitiver Phanotyp

Wahrend der muskuldre Phanotyp und Verlauf derdalung nicht vom Genotyp abhangt,
(Desguerreet al, 2009), wurde eine Einschrankung der intellekareFunktion bei DMD Pati-

enten mit dem Verlust der Isoformen Dpl40 und bdso Dp71 in Verbindung gebracht
(Felisari et al, 2000, Moizardet al, 1998, Moizardet al, 2000). In der vorliegenden Studie
wurde dieser Zusammenhang zwischen distalen Muattiaund psychomotorischer Entwick-
lungsverzégerung bestétigt. Ein Verlust von Dpl4@tgn 40% der Patienten mit Einschran-
kungen der kognitiven Fahigkeiten einher. Bei Paéie mit proximalen Mutationen, bei denen
die Expression von Dp140 erhalten bleibt, ist detell weniger als halb so grof3 (17% bzw. 7%

der Patienten kognitiv eingeschrankt). Zusatzlicherust von Dp71 bedingt fast immer kogni-
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tive Einschrankungen; nur ein Patient von 18 mitli& aller Isoformen ist kognitiv unauffallig

entwickelt.

Mentale Retardierung kommt, wie auch an der Pardmhorte dieser Studie gezeigt wird, auch
bei Patienten mit proximalen Mutationen vor. Eirstgirkeren Einfluss auf den 1Q scheinen aber
die Isoformen Dp140 und Dp71 auszuuben. DaherigsEdpression und Funktion dieser Iso-
formen Gegenstand intensiver Forschung. Sowohl Dpdl4 auch Dp71 werden im fetalen
Hirngewebe exprimiert (Ceccariet al., 1997, Morriset al, 1995), spielen also eine Rolle bei
der Entwicklung und Reifung des Gehirns. Im erwacdkes Gehirn ist Dp140 nur in geringen
Mengen nachweisbar (Morregt al, 1995). Dp71 konnte jedoch in verschiedenen Zatityund
Strukturen des erwachsenen Gehirns nachgewieselemwé€gariget al., 1999, Tadayonet al.,
2012). Dem Protein wird eine wichtige Rolle in d&egulation der Organisation und Funktion
glutamaterger Synapsen zugesprochen, was auf eitedi§ung des Dystrophins bei Vorgéngen
wie neuronaler und synaptischer Plastizitat hinete{Raoudet al, 2009). Es ist daher nachvoll-
ziehbar, dass die Entwicklung von komplexen Fahigkewie Sprache, Koordination und héhe-
ren Denkleistungen bei Abwesenheit dieser Isoforgesiort ist. Allerdings missen die Mecha-
nismen, durch die ein Verlust von Dp140 und Dp74& Hirnentwicklung veréndert und die

Schwere der kognitiven Behinderung von DMD-Patierteeinflusst, noch aufgeklart werden.

In der vorliegenden Studie konnten leider auf Grded retrospektiven Vorgehensweise keine
bildgebenden Untersuchungen des Gehirns der Ratiehtrchgefuhrt werden. Insgesamt exis-
tieren einige solcher Studien fir DMD-PatientenMRT-Studien wurden keine groben struktu-
rellen Anomalien im Gehirn gefunden (Rat al, 1998). Mit sensitiveren Analysetechniken
konnten allerdings subtile Veranderungen der gre&idrstanz sowie ein verandertes neuronales
Verhalten detektiert werden (Lat al, 2011). Metabolische Veranderungen des Glukosdroeta
lismus und anderer Hirnmetabolite wurden ebenfaischtet (Leeet al, 2002, Raeet al, 1998,
Traceyet al, 1995). Alle oben genannten Studien berichten adiler kognitive Einschrankun-
gen der DMD-Patienten gegentuber normalen Kontrpkennten allerdings keine klare Korrela-
tion zu den funktionellen Hirnveranderungen etabhe Keine der bildgebenden Studien hat den
Genotyp betrachtet. Da bei Verlust von Dp140 usthé@sondere Dp71 die kognitive Beeintrach-
tigung schwerer ist, ware es durchaus maoglich kKaaselat der kognitiven Beeintrachtigung als
Anomalien in der Bildgebung wiederzufinden. Ein Zmsnenhang zwischen der Schwere klini-
scher Symptomatik einschlie3lich der Kognition, Gigp und zentraler Bildgebung muss noch

gefunden werden.
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6.5.4 Spezifisches Kognitives Profil und Genotyp

Unterschiede zwischen Patienten mit distalen updipralen Mutationen betreffen nicht nur die
Schwere der kognitiven Beeintrachtigung, sonderchalas spezifische kognitive Profil (vgl.
Kapitel 2.3.4), wie kirzlich beschrieben wurde (Dgeloet al, 2011). In dieser Studie waren
Patienten mit Beteiligung von Dp140 in ihren visgw@umlichen Fahigkeiten und bei komplexer
Sprachverarbeitung starker eingeschréankt als Ratignit proximalen Mutationen. Wie auch in
der vorliegenden Patientenkohorte wurde aber aigheime grof3e individuelle Variabilitat be-
schrieben, und der Genotyp als keineswegs detestisicth identifiziert. Insgesamt unterliegt die
Expression von Dystrophin im Gehirn einem komplekarster, und die Funktion der Isoformen
ist nicht geklart. Bei einem Verlust der Expresskémnen daher auch keiner einzelnen Isoform
spezifische Defizite zugeordnet werden. Es wirdedangenommen, dass das kognitive Profil
von DMD Patienten ein Produkt des kumulativen V&du funktionaler Isoformen des
Dystrophin ist (Tayloet al, 2010, Waiteet al, 2012).

6.6 Ausblick

In den letzten Jahrzehnten ist es zu einem enolviesenszuwachs tber DMD gekommen.
Dennoch ist vieles lUber den Pathomechanismus deartkung unklar. Ziel der zukinftigen
Forschung muss sein, die Funktion des Dystrophatelfrs in Muskel und ZNS besser zu ver-
stehen. Nur so wird geklart werden kdnnen, warumCDiMit Kleinwuchs sowie strukturellen
und funktionellen Gehirnanomalien assoziiert sind wie das spezifische kognitive Profil der
Patienten entsteht. Ein besseres Verstandnis dée 8es Dystrophin kbnnte auRerdem dabei
helfen, eine kausale Therapie fur die Erkrankundirmden und somit bei friher Diagnose eine
unbeeintrachtigte Entwicklung der betroffenen Kinge ermdglichen.

49



7 Literaturverzeichnis

Cardiovascular health supervision for individuafte@ed by Duchenne or Becker muscular
dystrophy. Pediatrics. 2005;116:1569-73.

WHO Motor Development Study: windows of achievem#ot six gross motor development
milestones. Acta Paediatr Suppl. 2006;450:86-95.

Aartsma-Rus A, Van Deutekom JC, Fokkema IF, Van @mi@J, Den Dunnen JT. Entries in
the Leiden Duchenne muscular dystrophy mutatioalsegte: an overview of mutation types and
paradoxical cases that confirm the reading-frante Muscle & nerve. 2006;34:135-44.

Abbs S, Tuffery-Giraud S, Bakker E, Ferlini A, Ssn T, Mueller CR. Best practice guidelines
on molecular diagnostics in Duchenne/Becker musaljatrophies. Neuromuscular disorders :
NMD. 2010;20:422-7.

Ahn AH, Kunkel LM. The structural and functionalversity of dystrophin. Nature genetics.
1993;3:283-91.

Anderson JL, Head SlI, Rae C, Morley JW. Brain fiorctin Duchenne muscular dystrophy.
Brain : a journal of neurology. 2002;125:4-13.

Anderson LV, Davison K. Multiplex Western blottirgystem for the analysis of muscular
dystrophy proteins. The American journal of patlgglo1999;154:1017-22.

Angelini C, Peterle E. Old and new therapeutic ttgu@ents in steroid treatment in Duchenne
muscular dystrophy. Acta myologica : myopathies ealiomyopathies : official journal of the
Mediterranean Society of Myology / edited by thee@@ao Conte Academy for the study of
striated muscle diseases. 2012;31:9-15.

Appleton RE, Bushby K, Gardner-Medwin D, Welch Xl PJ. Head circumference and
intellectual performance of patients with Duchenmmscular dystrophy. Developmental
medicine and child neurology. 1991;33:884-90.

Bach JR, Alba AS, Saporito LR. Intermittent postipressure ventilation via the mouth as an
alternative to tracheostomy for 257 ventilator asé@hest. 1993;103:174-82.

Baddeley AD, Hitch GJ. Working Memory. In: Bower Géditor. The Psychology of Learning
and Motivation. New York: Academic Press; 1974.

Bar S, Barnea E, Levy Z, Neuman S, Yaffe D, NudelAJnovel product of the Duchenne
muscular dystrophy gene which greatly differs frtime known isoforms in its structure and
tissue distribution. The Biochemical journal. 19892:557-60.

Batchelor CL, Winder SJ. Sparks, signals and shedzdorbers: how dystrophin loss causes
muscular dystrophy. Trends in cell biology. 20061P58-205.

Beggs AH, Koenig M, Boyce FM, Kunkel LM. Detectioh 98% of DMD/BMD gene deletions
by polymerase chain reaction. Human genetics. B&345-8.

Bies RD, Phelps SF, Cortez MD, Roberts R, Caskey @lamberlain JS. Human and murine
dystrophin mRNA transcripts are differentially eepsed during skeletal muscle, heart, and brain
development. Nucleic acids research. 1992;20:17125-3

50



Biggar WD, Harris VA, Eliasoph L, Alman B. Long-tarbenefits of deflazacort treatment for
boys with Duchenne muscular dystrophy in their sdcdecade. Neuromuscular disorders :
NMD. 2006;16:249-55.

Billard C, Gillet P, Signoret JL, Uicaut E, BertchP, Fardeau M, et al. Cognitive functions in
Duchenne muscular dystrophy: a reappraisal and aosgm with spinal muscular atrophy.
Neuromuscular disorders : NMD. 1992;2:371-8.

Blake DJ, Weir A, Newey SE, Davies KE. Function gjahetics of dystrophin and dystrophin-
related proteins in muscle. Physiological revieN#)2;82:291-329.

Blonden LA, Grootscholten PM, den Dunnen JT, BakkerAbbs S, Bobrow M, et al. 242
breakpoints in the 200-kb deletion-prone P20 regibrthe DMD gene are widely spread.
Genomics. 1991:10:631-9.

Bonifati MD, Ruzza G, Bonometto P, Berardinelli @prni K, Orcesi S, et al. A multicenter,
double-blind, randomized trial of deflazacort vesrsprednisone in Duchenne muscular
dystrophy. Muscle & nerve. 2000;23:1344-7.

Brooke MH, Fenichel GM, Griggs RC, Mendell JR, MexIR, Florence J, et al. Duchenne
muscular dystrophy: patterns of clinical progressiand effects of supportive therapy.
Neurology. 1989;39:475-81.

Bushby K, Finkel R, Birnkrant DJ, Case LE, Clemd?PR, Cripe L, et al. Diagnosis and
management of Duchenne muscular dystrophy, padidgnosis, and pharmacological and
psychosocial management. Lancet neurology. 2010:937

Bushby KM, Hill A, Steele JG. Failure of early dragsis in symptomatic Duchenne muscular
dystrophy. Lancet. 1999;353:557-8.

Byers TJ, Lidov HG, Kunkel LM. An alternative dysgphin transcript specific to peripheral
nerve. Nature genetics. 1993;4.77-81.

Ceccarini M, Rizzo G, Rosa G, Chelucci C, Maciog¢dBtrucci TC. A splice variant of Dp71
lacking the syntrophin binding site is expresseceanly stages of human neural development.
Brain research Developmental brain research. 193777-82.

Chamberlain JS, Gibbs RA, Ranier JE, Nguyen PNk&a<LT. Deletion screening of the
Duchenne muscular dystrophy locus via multiplex Dai#plification. Nucleic acids research.
1988;16:11141-56.

Cheuk DK, Wong V, Wraige E, Baxter P, Cole A. Suyglr scoliosis in Duchenne muscular
dystrophy. The Cochrane database of systematiewsvi2013;2:CD005375.

Ciafaloni E, Fox DJ, Pandya S, Westfield CP, Pukbem S, Romitti PA, et al. Delayed
diagnosis in duchenne muscular dystrophy: data ftben Muscular Dystrophy Surveillance,
Tracking, and Research Network (MD STARnet). Therdal of pediatrics. 2009;155:380-5.

Connolly AM, Florence JM, Cradock MM, Malkus EC,iarbecker JR, Siener CA, et al. Motor
and cognitive assessment of infants and young WithsDuchenne Muscular Dystrophy: results
from the Muscular Dystrophy Association DMD Clinidaesearch Network. Neuromuscular
disorders : NMD. 2013;23:529-39.

51



Cotton S, Voudouris NJ, Greenwood KM. Intelligerszel Duchenne muscular dystrophy: full-
scale, verbal, and performance intelligence qutgie®evelopmental medicine and child
neurology. 2001;43:497-501.

Cotton SM, Voudouris NJ, Greenwood KM. Associatlmetween intellectual functioning and
age in children and young adults with Duchenne milascdystrophy: further results from a
meta-analysis. Developmental medicine and childalegy. 2005;47:257-65.

Crisp DE, Ziter FA, Bray PF. Diagnostic delay indhenne's muscular dystrophy. JAMA : the
journal of the American Medical Association. 198%2178-80.

Cyrulnik SE, Fee RJ, Batchelder A, Kiefel J, GodiistE, Hinton VJ. Cognitive and adaptive
deficits in young children with Duchenne musculaystdophy (DMD). Journal of the
International Neuropsychological Society : JINSO2(14:853-61.

Cyrulnik SE, Fee RJ, De Vivo DC, Goldstein E, HmtdJ. Delayed developmental language
milestones in children with Duchenne's muscular trdphly. The Journal of pediatrics.
2007;150:474-8.

D'Angelo MG, Bresolin N. Cognitive impairment inuremuscular disorders. Muscle & nerve.
2006;34:16-33.

D'Souza VN, Nguyen TM, Morris GE, Karges W, Pillddg\, Ray PN. A novel dystrophin
isoform is required for normal retinal electroplfsgy. Human molecular genetics. 1995;4:837-
42.

D’Angelo MG, Lorusso ML, Civati F, Comi GP, Magri, Pel Bo R, et al. Neurocognitive
Profiles in Duchenne Muscular Dystrophy and Genetatlion Site. Pediatric Neurology.
2011;45:292-9.

Daoud F, Candelario-Martinez A, Billard JM, Avital Khelfaoui M, Rozenvald Y, et al. Role
of mental retardation-associated dystrophin-genedymt Dp71 in excitatory synapse
organization, synaptic plasticity and behavioraldiions. PloS one. 2009;4:e6574.

Davidson ZE, Truby H. A review of nutrition in Duehne muscular dystrophy. Journal of
human nutrition and dietetics : the official journaf the British Dietetic Association.
2009;22:383-93.

den Dunnen JT, Bakker E, van Ommen GJ, PearsonTke.DMD gene analysed by field
inversion gel electrophoresis. British medical etil. 1989a;45:644-58.

Den Dunnen JT, Grootscholten PM, Bakker E, BlondanGinjaar HB, Wapenaar MC, et al.
Topography of the Duchenne muscular dystrophy (Dig@&)e: FIGE and cDNA analysis of 194
cases reveals 115 deletions and 13 duplicationserigéan journal of human genetics.
1989h;45:835-47.

Den Dunnen JT, Grootscholten PM, Dauwerse JG, WalNie Monaco AP, Butler R, et al.
Reconstruction of the 2.4 Mb human DMD-gene by hioigaus YAC recombination. Human
molecular genetics. 1992;1:19-28.

Desguerre |, Christov C, Mayer M, Zeller R, Becat®l, Bastuji-Garin S, et al. Clinical
heterogeneity of duchenne muscular dystrophy (DMgfinition of sub-phenotypes and
predictive criteria by long-term follow-up. PloSer2009;4:e4347.

52



Dorling J, Salt A. Evidence based case report: #s8g developmental delay. BMJ.
2001;323:148-9.

Drachman DB, Toyka KV, Myer E. Prednisone in Duamemmuscular dystrophy. Lancet.
1974;2:1409-12.

Duboc D, Meune C, Pierre B, Wahbi K, Eymard B, BEautA, et al. Perindopril preventive
treatment on mortality in Duchenne muscular dystyodO years' follow-up. American heart
journal. 2007;154:596-602.

Eagle M. Report on the muscular dystrophy campavgnkshop: exercise in neuromuscular
diseases Newcastle, January 2002. Neuromuscutaddis : NMD. 2002;12:975-83.

Eagle M, Baudouin SV, Chandler C, Giddings DR, Bcitl R, Bushby K. Survival in Duchenne
muscular dystrophy: improvements in life expectarsoyce 1967 and the impact of home
nocturnal ventilation. Neuromuscular disorders : DIN2002;12:926-9.

Eiholzer U, Boltshauser E, Frey D, Molinari L, Zatann M. Short stature: a common feature in
Duchenne muscular dystrophy. European journal dighecs. 1988;147:602-5.

Emery AE. Population frequencies of inherited newsecular diseases--a world survey.
Neuromuscular disorders : NMD. 1991;1:19-29.

England SB, Nicholson LV, Johnson MA, Forrest SMyé& DR, Zubrzycka-Gaarn EE, et al.
Very mild muscular dystrophy associated with théetien of 46% of dystrophin. Nature.
1990;343:180-2.

Essex C, Roper H. Lesson of the week: late diagnosiDuchenne's muscular dystrophy
presenting as global developmental delay. BMJ. ZXR:37-8.

Feener CA, Koenig M, Kunkel LM. Alternative spligrof human dystrophin mRNA generates
isoforms at the carboxy terminus. Nature. 1989;338:11.

Felisari G, Martinelli Boneschi F, Bardoni A, Siiokl, Comi GP, Robotti M, et al. Loss of
Dp140 dystrophin isoform and intellectual impairmmen Duchenne dystrophy. Neurology.
2000;55:559-64.

Fenichel GM, Florence JM, Pestronk A, Mendell JRyxMy RT, 3rd, Griggs RC, et al. Long-
term benefit from prednisone therapy in Duchennesaular dystrophy. Neurology.
1991;41:1874-7.

Finder JD, Birnkrant D, Carl J, Farber HJ, Gozaldhnaccone ST, et al. Respiratory care of the
patient with Duchenne muscular dystrophy: ATS coees statement. American journal of
respiratory and critical care medicine. 2004;176:85.

Flanigan KM, von Niederhausern A, Dunn DM, AlderMiendell JR, Weiss RB. Rapid direct
sequence analysis of the dystrophin gene. Amejaamnal of human genetics. 2003;72:931-9.

Giglio V, Pasceri V, Messano L, Mangiola F, PasguirDello Russo A, et al. Ultrasound tissue
characterization detects preclinical myocardialudtiral changes in children affected by
Duchenne muscular dystrophy. Journal of the Amarallege of Cardiology. 2003;42:309-16.

53



Gorecki DC, Monaco AP, Derry JM, Walker AP, Barn&#é, Barnard PJ. Expression of four
alternative dystrophin transcripts in brain regiaegulated by different promoters. Human
molecular genetics. 1992;1:505-10.

Grimm T, Kress W, Meng G, Muller CR. Risk assessnamd genetic counseling in families
with Duchenne muscular dystrophy. Acta myologicanyopathies and cardiomyopathies :
official journal of the Mediterranean Society of BMggy / edited by the Gaetano Conte
Academy for the study of striated muscle disea@%2;31:179-83.

Gualandi F, Trabanelli C, Rimessi P, Calzolari Bffdlatti L, Patarnello T, et al. Multiple exon
skipping and RNA circularisation contribute to teevere phenotypic expression of exon 5
dystrophin deletion. Journal of medical geneti€340:e100.

Haenggi T, Soontornmalai A, Schaub MC, Fritschy JWe role of utrophin and Dp71 for
assembly of different dystrophin-associated protemplexes (DPCSs) in the choroid plexus and
microvasculature of the brain. Neuroscience. 2022t403-13.

Hendriksen JG, Vles JS. Neuropsychiatric disordemsales with duchenne muscular dystrophy:
frequency rate of attention-deficit hyperactiviigarder (ADHD), autism spectrum disorder, and
obsessive--compulsive disorder. Journal of childralegy. 2008;23:477-81.

Hinton VJ, De Vivo DC, Nereo NE, Goldstein E, St&ftnPoor verbal working memory across
intellectual level in boys with Duchenne dystropNgurology. 2000;54:2127-32.

Hinton VJ, De Vivo DC, Nereo NE, Goldstein E, St&fnSelective deficits in verbal working
memory associated with a known genetic etiologg: ileuropsychological profile of duchenne
muscular dystrophy. Journal of the Internationalifd@sychological Society : JINS. 2001;7:45-
54,

Hinton VJ, Nereo NE, Fee RJ, Cyrulnik SE. Socidideor problems in boys with Duchenne
muscular dystrophy. Journal of developmental arcibieral pediatrics : JIDBP. 2006;27:470-6.

Hoffman EP, Brown RH, Jr., Kunkel LM. Dystrophirhet protein product of the Duchenne
muscular dystrophy locus. Cell. 1987;51:919-28.

Hysing M, Elgen |, Gillberg C, Lundervold AJ. Emmtial and behavioural problems in
subgroups of children with chronic illness: resuttsm a large-scale population study. Child:
care, health and development. 2009;35:527-33.

Inkley SR, Oldenburg FC, Vignos PJ, Jr. Pulmonancfion in Duchenne muscular dystrophy
related to stage of disease. The American jourhadeaicine. 1974;56:297-306.

Jansen M, van Alfen N, Geurts AC, de Groot 1J. stesl Bicycle Training Delays Functional
Deterioration in Boys With Duchenne Muscular Dyptrg: The Randomized Controlled Trial
"No Use Is Disuse". Neurorehabilitation and neueglir. 2013.

Kissel JT, Burrow KL, Rammohan KW, Mendell JR. Moualear cell analysis of muscle
biopsies in prednisone-treated and untreated Dunghsruscular dystrophy. CIDD Study Group.
Neurology. 1991;41:667-72.

Knuesel |, Mastrocola M, Zuellig RA, Bornhauser Bgchaub MC, Fritschy JM. Short
communication: altered synaptic clustering of GABAéceptors in mice lacking dystrophin
(mdx mice). The European journal of neuroscien889111:4457-62.

54



Koenig M, Beggs AH, Moyer M, Scherpf S, Heindrich Bettecken T, et al. The molecular
basis for Duchenne versus Becker muscular dystropbsgrelation of severity with type of
deletion. American journal of human genetics. 1989t98-506.

Koenig M, Hoffman EP, Bertelson CJ, Monaco AP, feedd, Kunkel LM. Complete cloning of
the Duchenne muscular dystrophy (DMD) cDNA and iprglary genomic organization of the
DMD gene in normal and affected individuals. C&887;50:509-17.

Konieczny P, Swiderski K, Chamberlain JS. Gene eelltmediated therapies for muscular
dystrophy. Muscle & nerve. 2013;47:649-63.

Kromeyer-Hauschild K, Wabitsch M, Kunze D, GellerGei? HC, Hesse V, et al. Perzentile fur
den Body-mass-Index fur das Kindes- und Jugendalteer Heranziehung verschiedener
deutscher Stichproben. Monatsschr Kinderheilk. 2009:807-18.

Lavigne JV, Faier-Routman J. Psychological adjustnie pediatric physical disorders: a meta-
analytic review. Journal of pediatric psycholog992;17:133-57.

Lee JS, Pfund Z, Juhasz C, Behen ME, Muzik O, ChiugeC, et al. Altered regional brain
glucose metabolism in Duchenne muscular dystrophiypet study. Muscle & nerve.
2002;26:506-12.

Lidov HG, Byers TJ, Kunkel LM. The distribution dfystrophin in the murine central nervous
system: an immunocytochemical study. Neuroscieh®@®3;54:167-87.

Lidov HG, Byers TJ, Watkins SC, Kunkel LM. Localimm of dystrophin to postsynaptic
regions of central nervous system cortical neurbliagure. 1990;348:725-8.

Lidov HG, Selig S, Kunkel LM. Dp140: a novel 140 &[@CNS transcript from the dystrophin
locus. Human molecular genetics. 1995;4:329-35.

Lieber MR, Ma Y, Pannicke U, Schwarz K. Mechanismd aregulation of human non-
homologous DNA end-joining. Nature reviews Molecudall biology. 2003;4:712-20.

Lu QL, Morris GE, Wilton SD, Ly T, Artem'yeva OV,ti®ng P, et al. Massive idiosyncratic
exon skipping corrects the nonsense mutation inralyic mouse muscle and produces
functional revertant fibers by clonal expansione Diournal of cell biology. 2000;148:985-96.

Lundy CT, Doherty GM, Hicks EM. Should creatine &se be checked in all boys presenting
with speech delay? Archives of disease in childh@087;92:647-9.

Lv SY, Zou QH, Cui JL, Zhao N, Hu J, Long XY, et Blecreased gray matter concentration and
local synchronization of spontaneous activity ire tmotor cortex in Duchenne muscular
dystrophy. AJNR American journal of neuroradiolog911;32:2196-200.

Magri F, Govoni A, D'Angelo MG, Del Bo R, Ghezzi Sandra G, et al. Genotype and
phenotype characterization in a large dystrophittopaohort with extended follow-up. Journal
of neurology. 2011;258:1610-23.

Manzur AY, Kuntzer T, Pike M, Swan A. Glucocortidaorticosteroids for Duchenne muscular
dystrophy. The Cochrane database of systematiewsvi2008:CD003725.

Markert CD, Ambrosio F, Call JA, Grange RW. Exeecend Duchenne muscular dystrophy:
toward evidence-based exercise prescription. Mu&clerve. 2011;43:464-78.

55



Martigne L, Salleron J, Mayer M, Cuisset JM, CatperA, Neve V, et al. Natural evolution of
weight status in Duchenne muscular dystrophy: eospective audit. The British journal of
nutrition. 2011;105:1486-91.

Mazzone E, Vasco G, Sormani MP, Torrente Y, Beraitli A, Messina S, et al. Functional
changes in Duchenne muscular dystrophy: a 12-mimmbitudinal cohort study. Neurology.
2011:77:250-6.

McDonald CM, Abresch RT, Carter GT, Fowler WM, Jighnson ER, Kilmer DD, et al.
Profiles of neuromuscular diseases. Duchenne marsdystrophy. American journal of physical
medicine & rehabilitation / Association of Acadenfhysiatrists. 1995;74:S70-92.

McNaughton JC, Cockburn DJ, Hughes G, Jones WA)d_BIG, Ray PN, et al. Is gene deletion
in eukaryotes sequence-dependent? A study of naletiah junctions and nineteen other
deletion breakpoints in intron 7 of the human dysitin gene. Gene. 1998;222:41-51.

Mendell JR, Moxley RT, Griggs RC, Brooke MH, FeretiGM, Miller JP, et al. Randomized,
double-blind six-month trial of prednisone in Dunhe's muscular dystrophy. The New England
journal of medicine. 1989;320:1592-7.

Messina MF, Aguennouz M, Arrigo T, Rodolico C, atesse M, Musumeci O, et al. Novel
SHOX gene mutation in a short boy with Becker miacdystrophy: double trouble in two
adjacent genes. Hormone research. 2008;69:124-8.

Mohamed K, Appleton R, Nicolaides P. Delayed diagm@f Duchenne muscular dystrophy.
European journal of paediatric neurology : EJPNficial journal of the European Paediatric
Neurology Society. 2000;4:219-23.

Moizard MP, Billard C, Toutain A, Berret F, Marmi\y Moraine C. Are Dp71 and Dp140 brain
dystrophin isoforms related to cognitive impairment Duchenne muscular dystrophy?
American journal of medical genetics. 1998;80:32-41

Moizard MP, Toutain A, Fournier D, Berret F, RaydaM, Billard C, et al. Severe cognitive
impairment in DMD: obvious clinical indication fddp71 isoform point mutation screening.
European journal of human genetics : EJHG. 20080 B&

Monaco AP, Bertelson CJ, Colletti-Feener C, Kunk®l. Localization and cloning of Xp21
deletion breakpoints involved in muscular dystragdyman genetics. 1987;75:221-7.

Monaco AP, Bertelson CJ, Liechti-Gallati S, Moser Kkunkel LM. An explanation for the
phenotypic differences between patients bearinggbaleletions of the DMD locus. Genomics.
1988;2:90-5.

Monaco AP, Neve RL, Colletti-Feener C, Bertelson Kdrnit DM, Kunkel LM. Isolation of
candidate cDNAs for portions of the Duchenne muacdystrophy gene. Nature. 1986;323:646-
50.

Morris GE, Simmons C, Nguyen TM. Apo-dystrophinsp{@0 and Dp71) and dystrophin
splicing isoforms in developing brain. Biochemieald biophysical research communications.
1995;215:361-7.

Moxley RT, 3rd, Ashwal S, Pandya S, Connolly A, relaece J, Mathews K, et al. Practice
parameter: corticosteroid treatment of Duchenndrogky: report of the Quality Standards

56



Subcommittee of the American Academy of Neurologg the Practice Committee of the Child
Neurology Society. Neurology. 2005;64:13-20.

Moxley RT, 3rd, Pandya S, Ciafaloni E, Fox DJ, CheipK. Change in natural history of
Duchenne muscular dystrophy with long-term cortieosd treatment: implications for
management. Journal of child neurology. 2010;255129.

Muntoni F. Is a muscle biopsy in Duchenne dystropi®ally necessary? Neurology.
2001;57:574-5.

Muntoni F, Torelli S, Ferlini A. Dystrophin and natitons: one gene, several proteins, multiple
phenotypes. Lancet neurology. 2003;2:731-40.

Nagel BH, Mortier W, Elmlinger M, Wollmann HA, SchiinK, Ranke MB. Short stature in
Duchenne muscular dystrophy: a study of 34 patiéxdita Paediatr. 1999;88:62-5.

Nicholson LV, Johnson MA, Gardner-Medwin D, Bhattatya S, Harris JB. Heterogeneity of
dystrophin expression in patients with Duchenne d&w&tker muscular dystrophy. Acta
neuropathologica. 1990;80:239-50.

Nigro G, Comi LI, Politano L, Bain RJ. The incidenand evolution of cardiomyopathy in
Duchenne muscular dystrophy. International jounfaardiology. 1990;26:271-7.

Nobile C, Toffolatti L, Rizzi F, Simionati B, Nigr¥/, Cardazzo B, et al. Analysis of 22 deletion
breakpoints in dystrophin intron 49. Human gene€92;110:418-21.

Nudel U, Zuk D, Einat P, Zeelon E, Levy Z, NeumagneSal. Duchenne Muscular-Dystrophy
Gene-Product Is Not Identical in Muscle and Bralature. 1989;337:76-8.

O'Brien T, Sibert JR, Harper PS. Implications o&gtiostic delay in Duchenne muscular
dystrophy. Br Med J (Clin Res Ed). 1983;287:1106-7.

Ogata H, Ishikawa Y, Minami R. Beneficial effectsbeta-blockers and angiotensin-converting
enzyme inhibitors in Duchenne muscular dystropbyrdal of cardiology. 2009;53:72-8.

Okinaka S, Kumagai H, Ebashi S, Sugita H, MomoiTidyokura Y, et al. Serum creatine
phosphokinase. Activity in progressive muscular tiayshy and neuromuscular diseases.
Archives of neurology. 1961;4:520-5.

Oudet C, Hanauer A, Clemens P, Caskey T, Mandeldlo. hot spots of recombination in the
DMD gene correlate with the deletion prone regiddsman molecular genetics. 1992;1:599-
603.

Pane M, Messina S, Bruno C, D'Amico A, Villanova Btancalion B, et al. Duchenne muscular
dystrophy and epilepsy. Neuromuscular disorders1DIN2013a;23:313-5.

Pane M, Scalise R, Berardinelli A, D'Angelo G, RicoV, Alfieri P, et al. Early
neurodevelopmental assessment in Duchenne mustysgéophy. Neuromuscular disorders :
NMD. 2013b;23:451-5.

Parsons EP, Clarke AJ, Bradley DM. Developmentagm@ss in Duchenne muscular dystrophy:
lessons for earlier detection. Eur J Paediatr Ne2064;8:145-53.

Passamano L, Taglia A, Palladino A, Viggiano E, mi&kosio P, Scutifero M, et al.
Improvement of survival in Duchenne Muscular Dyptrg: retrospective analysis of 835

57



patients. Acta myologica : myopathies and cardigpagoies : official journal of the
Mediterranean Society of Myology / edited by thee@ao Conte Academy for the study of
striated muscle diseases. 2012;31:121-5.

Perronnet C, Vaillend C. Dystrophins, utrophinsg associated scaffolding complexes: role in
mammalian brain and implications for therapeuticatsgies. Journal of biomedicine &
biotechnology. 2010;2010:849426.

Petrof BJ, Shrager JB, Stedman HH, Kelly AM, Swged#l. Dystrophin protects the
sarcolemma from stresses developed during muscigaotion. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of Amefi683;90:3710-4.

Pilgram GS, Potikanond S, Baines RA, Fradkin LG,oidermeer JN. The roles of the
dystrophin-associated glycoprotein complex at ghm@pse. Molecular neurobiology. 2010;41:1-
21.

Rae C, Scott RB, Thompson CH, Dixon RM, Dumughikidmp GJ, et al. Brain biochemistry in
Duchenne muscular dystrophy: a 1H magnetic res@and neuropsychological study. Journal
of the neurological sciences. 1998;160:148-57.

Rao E, Weiss B, Fukami M, Rump A, Niesler B, Meftzet al. Pseudoautosomal deletions
encompassing a novel homeobox gene cause growihefa idiopathic short stature and Turner
syndrome. Nature genetics. 1997;16:54-63.

Rapaport D, Colletto GM, Vainzof M, Duaik MC, Zatt. Short stature in Duchenne muscular
dystrophy. Growth regulation. 1991;1:11-5.

Rapisarda R, Muntoni F, Gobbi P, Dubowitz V. Duaiemuscular dystrophy presenting with
failure to thrive. Archives of disease in childhod®95;72:437-8.

Repovs G, Baddeley A. The multi-component modelwairking memory: explorations in
experimental cognitive psychology. Neuroscienc®62039:5-21.

Rhodes J, Margossian R, Darras BT, Colan SD, Jenkin Geva T, et al. Safety and efficacy of
carvedilol therapy for patients with dilated cardyopathy secondary to muscular dystrophy.
Pediatric cardiology. 2008;29:343-51.

Roberts RG, Coffey AJ, Bobrow M, Bentley DR. Exdrusture of the human dystrophin gene.
Genomics. 1993;16:536-8.

Rodino-Klapac LR, Mendell JR, Sahenk Z. Update loa treatment of Duchenne muscular
dystrophy. Current neurology and neuroscience tep2913;13:332.

Rose KJ, Burns J, Wheeler DM, North KN. Intervensidor increasing ankle range of motion in
patients with neuromuscular disease. The Cochrantabdse of systematic reviews.
2010:CD006973.

Sarig R, Mezger-Lallemand V, Gitelman I, Davis Qchs O, Yaffe D, et al. Targeted
inactivation of Dp71, the major non-muscle prodoicthe DMD gene: differential activity of the
Dp71 promoter during development. Human molecudgregics. 1999;8:1-10.

Schmidt B, Watters GV, Rosenblatt B, Silver K. k@msed head circumference in patients with
Duchenne muscular dystrophy. Annals of neurolo§g5117:620-1.

58



Schouten JP, McElgunn CJ, Waaijer R, Zwijnenburg Mepvens F, Pals G. Relative
quantification of 40 nucleic acid sequences by ipleix ligation-dependent probe amplification.
Nucleic acids research. 2002;30:e57.

Schwartz M, Duno M. Improved molecular diagnosisdgétrophin gene mutations using the
multiplex ligation-dependent probe amplificationthd. Genetic testing. 2004;8:361-7.

Scott OM, Hyde SA, Goddard C, Dubowitz V. Quantatof muscle function in children: a
prospective study in Duchenne muscular dystrophysde & nerve. 1982;5:291-301.

Septien L, Gras P, Borsotti JP, Giroud M, Niveldny Dumas R. [Mental development in
Duchenne muscular dystrophy. Correlation of daténefbrain scanner]. Pediatrie. 1991;46:817-
9.

Sironi M, Pozzoli U, Cagliani R, Giorda R, Comi GBardoni A, et al. Relevance of sequence
and structure elements for deletion events in thstrdphin gene major hot-spot. Human
genetics. 2003;112:272-88.

Sironi M, Pozzoli U, Comi GP, Riva S, Bordoni A,épolin N, et al. A region in the dystrophin
gene major hot spot harbors a cluster of deletreakpoints and generates double-strand breaks
in yeast. FASEB journal : official publication ohe Federation of American Societies for
Experimental Biology. 2006;20:1910-2.

Skalsky AJ, McDonald CM. Prevention and manageméhib contractures in neuromuscular
diseases. Physical medicine and rehabilitationadiaf North America. 2012;23:675-87.

Smith RA, Sibert JR, Wallace SJ, Harper PS. Earhgmbsis and secondary prevention of
Duchenne muscular dystrophy. Archives of diseasdildhood. 1989;64:787-90.

Soudon P, Steens M, Toussaint M. A comparison whgive versus noninvasive full-time
mechanical ventilation in Duchenne muscular dystyoiChronic respiratory disease. 2008;5:87-
93.

Stolzenberg H, Kahl H, Bergmann KE. [Body measumsef children and adolescents in
Germany. Results of the German Health Interview Brdmination Survey for Children and
Adolescents (KiGGS)]. Bundesgesundheitsblatt, Gaiseitsforschung, Gesundheitsschutz.
2007;50:659-69.

Tadayoni R, Rendon A, Soria-Jasso LE, Cisneros BstDphin Dp71: the smallest but
multifunctional product of the Duchenne musculastdyphy gene. Molecular neurobiology.
2012;45:43-60.

Taylor PJ, Betts GA, Maroulis S, Gilissen C, PederRL, Mowat DR, et al. Dystrophin gene
mutation location and the risk of cognitive impagmb in Duchenne muscular dystrophy. PloS
one. 2010;5:e8803.

Toffolatti L, Cardazzo B, Nobile C, Danieli GA, Gaadi F, Muntoni F, et al. Investigating the
mechanism of chromosomal deletion: characterizabioB9 deletion breakpoints in introns 47
and 48 of the human dystrophin gene. Genomics.;8023-30.

Tracey |, Scott RB, Thompson CH, Dunn JF, Barnes $ti@es P, et al. Brain abnormalities in
Duchenne muscular dystrophy: phosphorus-31 magneéisonance spectroscopy and
neuropsychological study. Lancet. 1995;345:1260-4.

59



Vaillend C, Billard JM, Laroche S. Impaired longste spatial and recognition memory and
enhanced CA1 hippocampal LTP in the dystrophinetiit Dmd(mdx) mouse. Neurobiology of
disease. 2004;17:10-20.

Voigt M, Fusch C, Olbertz D, Hartmann K, Rochow Renken C, et al. Analyse des
Neugeborenenkollektivs der Bundesrepublik Deutsehl&eburtsh Frauenheilk. 2006;66:956—
70.

Waite A, Brown SC, Blake DJ. The dystrophin-glycaein complex in brain development and
disease. Trends in neurosciences. 2012;35:487-96.

West NA, Yang ML, Weitzenkamp DA, Andrews J, Meartey, Oleszek J, et al. Patterns of
growth in ambulatory males with duchenne musculgstrdphy. The Journal of pediatrics.
2013;163:1759-63 el.

White S, Kalf M, Liu Q, Villerius M, Engelsma D, Kk M, et al. Comprehensive detection of
genomic duplications and deletions in the DMD gdme,use of multiplex amplifiable probe
hybridization. American journal of human genet2302;71:365-74.

White SJ, den Dunnen JT. Copy number variatiohengenome; the human DMD gene as an
example. Cytogenetic and genome research. 200@40-%5.

Willig TN, Carlier L, Legrand M, Riviere H, Navarrd. Nutritional assessment in Duchenne
muscular dystrophy. Developmental medicine anddaidurology. 1993;35:1074-82.

Winnard AV, Mendell JR, Prior TW, Florence J, BueghAH. Frameshift deletions of exons 3-7
and revertant fibers in Duchenne muscular dystrophgchanisms of dystrophin production.
American journal of human genetics. 1995;56:158-66.

Yoshioka M, Okuno T, Honda Y, Nakano Y. Centralvoers system involvement in progressive
muscular dystrophy. Archives of disease in childhd®80;55:589-94.

60



Eidesstattliche Versicherung

»Ich, Elisabeth Sarrazin, versichere an Eided shatch meine eigenhandige Unterschrift, dass
ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,W&iam und psychomotorische Entwicklung
von Kindern mit Duchenne Muskeldystrophie” sell#tslig und ohne nicht offengelegte Hilfe
Dritter verfasst und keine anderen als die angeg@b®uellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die woértlich oder dem Sinne nach BRublikationen oder Vortrdgen anderer Auto-
ren beruhen, sind als solche in korrekter Zitiergsighe ,Uniform Requirements for Manusc-
ripts (URM)* des ICMJE wwwicmije.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu Methodiks(in
besondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungeatistische Aufarbeitung) und Resultaten
(insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabeken3prechen den URM (s.0.) und werden
von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu diesessBrtation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/deelwe/in, angegeben sind. Samtliche
Publikationen, die aus dieser Dissertation hervgaiggen sind und bei denen ich Autor bin, ent-

sprechen den URM (s.0.) und werden von mir verareto

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicheuntdie strafrechtlichen Folgen einer unwah-
ren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 deafd&setzbuches) sind mir bekannt und be-

wusst.”

17.06.2014

61



Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen

Elisabeth Sarrazin hatte folgenden Anteil an dégefoden Publikationen:

Publikation 1: Sarrazin, von der Hagen, Schara, von Au, KaiAdthropometrische Daten von
Patienten mit Muskeldystrophie Duchenne. Posteragibei der 38. Jahrestagung der Gesell-
schaft fur Neuropadiatrie, April 2012, Minster.

Beitrag im Einzelnen: Gewinnung und Auswertungldaten, Erstellung des Posters und Pos-

tervortrag auf der Jahrestagung der GesellschaNduropadiatrie
Publikation 2: Sarrazin E, von der Hagen, Schara, von Au, Kai@dbwth and psychomotor
development of patients with Duchenne Muscular idty. European Journal of Paediatric

Neurology 2014 Jan; 18(1):38-44
Beitrag im Einzelnen: Gewinnung und Auswertungldaten, Schreiben der Publikation

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuendernstiwllehrers/der betreuenden Hochschul-

lehrerin

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin

62



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichem@ein in der elektronischen Version meiner

Arbeit nicht veroffentlicht.

63



Danksagungen

An erster Stelle méchte ich meiner betreuendeneBsofin Angela Kaindl danken. Sie hat mei-
ne Arbeit mit jeder erdenklichen Unterstitzung bégt. Mit ihrer strukturierten und klaren
Denkweise hat sie mir geholfen, auch in schwieriBaasen den Fokus und die Motivation zu
behalten. lhre Begeisterung flir die Wissenschafiabr ansteckend, und die gemeinsame Publi-
kation der Arbeitsergebnisse wére ohne sie nichilictd gewesen. Ebenfalls Dank aussprechen
mdchte ich Katja von Au, Ulrike Schara und Maja \d@r Hagen, die mir Zugang zu den Daten
der neuropéadiatrischen Ambulanzen gewahrt habenminaebenfalls bei der Publikation mit

ihrer Erfahrung und ihrem Wissen zur Seite gestardden.

Ganz besonders danke ich nattrlich meinen Eltechro@inen Schwestern, die mich mein gan-
zes Leben unterstitzt und an mich geglaubt habeselsewissheit hat mir geholfen, allen Her-

ausforderungen zu begegnen.

64



