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1 Einleitung

Die Duchenne-Muskeldystrophie (DMD) ist eine x-chromosomal vererbte Erkrankung, die
progressiven Muskelschwund und -schwache verursacht. Die Krankheit betrifft in etwa eines
von 3500 mannlichen Neugeborenen. Mutationen im Dystrophin-Gen flihren zu einem
wesentlichen Funktionsverlust des Dystrophin-Proteins in den Muskelzellen [1, 2] und damit

zu einer fortschreitenden Schwache von Skelett-, Atem- und Herzmuskulatur.

Zu Beginn der neunziger Jahre lag die durchschnittliche Lebenserwartung der DMD Patienten
bei knapp 20 Jahren [3, 4]. In den letzten zwei Jahrzehnten haben sich Behandlung und
Management so weit verdandert, dass die Patienten unter antikongestiver Therapie der
Kardiomyopathie und mit Atemhilfe ein durchschnittliches Lebensalter von 30 — 40 Jahren

erreichen [3-5].

1.1 Klinisches Krankheitsbild

In der Regel fallen die Jungen klinisch im Kindergartenalter mit einer motorischen
Entwicklungsverzogerung auf. Initial stehen Schwierigkeiten beim Treppensteigen sowie
gehaufte Stlirze im Vordergrund. Die betroffen entwickeln haufig eine Pseudohypertrophie
der Waden. Zum klinischen Erscheinungsbild geh6ren im Weiteren ein watschelnder Gang und
Schwierigkeiten beim Aufstehen (positives Gowers Zeichen); die Patienten stlitzen sich dabei
beim Aufstehen mit den Armen auf den Oberschenkeln ab. Die betroffenen Jungen machen
bis zum Alter von etwa 6 Jahren noch motorische Fortschritte (wenn auch in geringerem MaRe
als ihre Altersgenossen); danach kommt es zu einer Plateauphase und schlieRlich zur

Abnahme der motorischen Fahigkeiten [6].

Die zundchst beinbetonte proximale Schwache im Alter von 8 bis 12 Jahren zum Verlust der
Gehfahigkeit. Im weiteren Verlauf kommt es dann auch zur Abnahme der Kraft der oberen

Extremitat [7-9].

Eine fortschreitende Kardiomyopathie, haufig mit Arrhythmien als Komplikation, manifestiert
sich im zweiten Lebensjahrzehnt und betrifft im Alter von 14 Jahren bereits ein Drittel der

Patienten [10].

Hinsichtlich der Lungenfunktion steigt die Vitalkapazitat wachstumsbedingt bis zum 12.

Lebensjahr an und sinkt dann durch die zunehmende Schwache der Atemhilfsmuskulatur um
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ca. 4-8% pro Jahr ab [11, 12]. Im zweiten Lebensjahrzehnt wird die zundachst meist nachtliche
Hypopnoe Ublicherweise behandlungsbediirftig [13, 14]. Zudem kann es zu einer obstruktiven

Schlafapnoe kommen und es besteht haufig eine Makroglossie [15].

Neben der Beteiligung der Muskulatur hat ein relevanter Anteil der DMD Patienten kognitive
Einschrankungen. Patienten mit DMD weisen einen durchschnittlichen Intelligenzquotienten
von 85 auf, dieser liegt eine Standardabweichung unter der Norm. Der Verbal-IQ ist dabei
starker beeintrachtigt als der Leistungs-IQ [16]. Jungen mit DMD haben auch eine hohere

Inzidenz an Aufmerksamkeits- und Hyperaktivitats-, und Autismus-Spektrum-Stérungen [17].

1.2 Pathophysiologische Grundlagen der Erkankung

Das Dystrophin-Gen ist das grofSte im Menschen beschriebene Gen. Es umfasst 2,4 MB, was
etwa 0,1% des gesamten menschlichen Genoms beziehungsweise etwa 1,5% des gesamten x-
Chromosoms entspricht. 99% des Dystrophin-Gens bestehen aus Introns, wdhrend die

kodierende Sequenz 79 Exons umfasst.

Dystrophin ist ein grofes, stabférmiges Protein mit einem Molekulargewicht von 427 kDa [18].
Die aminoterminale Domane (N) hat Verwandtschaft mit a-Actinin und enthalt je nach
Isoform zwischen 232 und 240 Aminosaurereste. Die zentrale Rod-Domane ist eine Abfolge
von 24 helikalen Windungen vom Spektrin-Typ (R1-R24) und vier Scharnierregionen (H1-H4).
Darauf folgt eine Cysteinreiche-Doméane (CR), gefolgt von einer letzten, carboxyterminalen

Domane (C) [18-20].

Gesamtlange des Dystrophin-Gens (Hoffman et al (1987))

SR ) 2 3 0 3 0 0 O P G G i e e e e
H1 H2 H3 H4

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Dystrophin-Gens, erstmals beschrieben von Hoffman et al (1987) [21].

Im gesunden Muskel ist das Dystrophin-Protein auf der intrazelluliren Oberflaiche des
Sarkolemmas entlang der gesamten Liange der Muskelfasern lokalisiert [22] und liegt in
Verbindung mit einem Glykoprotein-Komplex (Dystrophin-assoziierter Glykoprotein-Komplex

(DAPC)) vor.



Die wesentliche Funktion des Dystrophins im Muskel ist die Stabilisierung der Fasern bei
Kontraktionen durch Bindung an F-Actin mit seiner N-terminalen Domane und an B-
Dystroglykan mit der C-terminalen Domane. Auf diese Weise fungiert Dystrophin als Briicken-

und Ankerprotein [23, 24].

Obwohl das verantwortliche Gen und sein Produkt Dystrophin seit mehr als 20 Jahren
charakterisiert sind, ist der Pathomechanismus zwischen fehlendem Dystrophin und

Muskeldegeneration noch nicht vollstandig verstanden.

Mutationen im Dystrophin-Gen flihren zu einem verkirzten, instabilen und nicht-
funktionsfahigen Dystrophin-Protein mit entsprechend niedrigerem Molekulargewicht.
GroRRere out-of-frame Deletionen machen bei der DMD ca. 65-70% aller Mutationen aus.
Diese liegen am haufigsten in einer "Hotspot"-Region, die die Exons 45-53 umfasst.
Duplikationen, Nonsense-Mutationen oder kleine Deletionen/Insertionen, die zu einer
Verschiebung des Leserahmens flihren, machen den restlichen Anteil aus [25]. In-frame
Deletionen, die keine Verschiebung des Leserasters aufweisen, fiihren zu der phanotypisch
milderen Muskeldystrophie vom Typ Becker-Kiener (BMD) [26]. Bei der BMD bleibt im
Gegensatz zur DMD das Leseraster unverandert und die Genverluste beschranken sich auf
nicht-essentielle Bereiche in der Rod-Domane. Patienten mit BMD weisen durch das teilweise

funktionelle Dystrophin weniger schwere Symptome auf.

Die aus dem Dystrophin-Gen transkribierte messenger-RNA wird iberwiegend im Skelett- und
Herzmuskel exprimiert [27]. Interessanterweise werden Spleillvarianten von Dystrophin auch
im Gehirn, der Netzhaut und den Schwann-Zellen exprimiert [28, 29]. Die veranderte
Dystrophin-Expression in diesen Neuronen konnte die haufig beobachteten kognitiven

Beeintrachtigungen bei Patienten mit DMD erklaren.

Der Dystrophin-assoziierte Glykoprotein-Komplex ist mit der Plasmamembran des Herz- und
Skelettmuskels (Sarkolemm) assoziiert. Dessen Hauptaufgabe am Sarkolemm besteht darin,
mit integralen Membranproteinen (Sarkoglykan, Dystroglykanen, Syntrophin, Dystrobrevin-
Komplexen) zu interagieren, die im DAPC eingebettet sind. Dieser fungiert als mechanische
Verbindung zwischen der extrazelluldaren Matrix und dem Zytoskelett [30, 31]. Dabei
stabilisiert es vor allem die Plasmamembran und schutzt die Muskelfasern vor

kontraktionsbedingten Schaden.
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Abbildung 2 zeigt die Komponenten des Dystrophin-assoziierten Proteinkomplexes (DAPC) am Sarkolemm des
Skelettmuskels. Der Dystrophin-assoziierte Proteinkomplex im Muskel verbindet das innere Zytoskelett mit der

extrazelluldren Matrix (angepasst, aus Nowak et al., 2004) [32].

Der DAPC wirkt entsprechend als mechanischer Koppler, um die im Sarkomer erzeugten
kontraktilen Krafte seitlich durch das Sarkolemm auf die Basallamina zu verteilen und so eine
gleichmalRige Sarkomerlange entlang der Muskelfaser beizubehalten [33]. Das Fehlen von
Dystrophin fihrt zum vollstandigen Verlust des DAPC und zum Zerfall dieses costameren

Gerists, was vermutlich die Membranfragilitat erklart [34, 35].

Zusatzliche Umwelt- und Entwicklungsfaktoren scheinen die Instabilitdt der Membran nach
dem Verlust des DAPCs zu erhdéhen, was eine gewisse klinische Variabilitdt im individuellen
Verlauf der Erkrankung erklaren kénnte. Aufgrund der GrofRe und der erh6hten Belastung
scheinen proximale Muskelgruppen zuerst betroffen [36]. Die Muskelfasern werden durch
exzentrische Kontraktionen stark beansprucht und es werden Mikroldsionen provoziert, die

schlieflich zum Verlust der Kalziumhomoostase und zum Zelltod fiihren.
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Die Muskelbiopsie zeigt bei Patienten mit Duchenne-Muskeldystrophie
charakteristischerweise nekrotische oder degenerierende Muskelfasern, die haufig in
Gruppen vorliegen. Diese nekrotischen Fasern sind von Makrophagen und CD4*-Lymphozyten
umgeben. Kleine, unausgereifte Fasern mit zentralen Nuklei spiegeln die Muskelregeneration
aus den Myoblasten wider. Diese regenerativen Prozesse sind in der Frihphase der
Erkrankung zu beobachten [37, 38]. Spater scheint die Regenerationsfahigkeit der Muskeln

erschopft zu sein und die Muskelfasern werden allmahlich durch Binde- und Fettgewebe

ersetzt (Abbildung 3).

Abbildung 3 (A) zeigt einen Ausschnitt aus einem physiologischen Muskel. Der Muskel eines DMD Patienten (B)
zeigt eine erhohte Variabilitdt der MuskelfasergroBen (Atrophie und Hypertrophie) mit erkennbaren Nekrosen

und Verfettung (Blake et al.,2002) [39].

11



1.3 Diagnosestellung

Wie bereits weiter oben erwdhnt, wird die Verdachtsdiagnose zumeist im Kindergartenalter
durch klinische Anzeichen einer proximalen Schwache gestellt [40, 41]. Erhéhte Serumenzyme
wie Transaminasen, Laktatdehydrogenase oder Kreatinkinase kénnen bereits friiher im Sinne

einer Zufallsdiagnose richtungsweisend sein.

Die Bestatigung der Diagnose erfolgt molekulargenetisch; die friiher eingesetzte
Muskelbiopsie entspricht nicht mehr dem Goldstandard und sollte nur noch durchgefiihrt
werden, wenn trotz persistierendem Verdacht keine Mutation festgestellt werden kann. Eine
vollstandige Charakterisierung der Mutation (Deletionsendpunkte oder genaue Position einer
beliebigen Punktmutation) ist erforderlich, um eine Korrelation der vorhergesagten Wirkung
der Mutation auf das Leseraster des Gens zu ermoglichen, da Letzteres die

Hauptdeterminante der phanotypischen Auspragung der Dystrophinopathie darstellt [42-44].

1.4 Behandlung
1.4.1 Standard of Care

Die Behandlung von Jungen mit DMD erfolgt multidisziplindr und adressiert die Antizipation,
Friiherkennung und Behandlung der respiratorischen, kardialen, orthopadischen, erndhrungs-
und allgemeinmedizinischen Komplikationen sowie die medikamentdse Therapie mit
Kortikosteroiden und die genetische Beratung. Die Fortschritte im symptomatischen
Behandlungsmanagement haben in den letzten zwei bis drei Jahrzehnten zu einer deutlichen
Verbesserung der Uberlebenschancen und der Lebensqualitit gefiihrt [4, 45-47].
Internationale Standards liber den Umgang mit Patienten mit DMD sind seit 2010 verfligbar

3, 48].

Atemmanagement

Die Beurteilung der Atmung sollte grundsatzlich jahrlich und bei nicht-gehfahigen Jungen
halbjahrlich erfolgen. Neben der Beurteilung von klinischen Hinweisen auf nachtliche
Hypopnoe sollten Pulsoximetrie- oder Schlafstudien zur Objektivierung ab dem

Jugendlichenalter in Betracht gezogen werden.
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Akute Atemwegsinfektionen erfordern eine friihzeitige Behandlung mit Antibiotika,
Atemtherapie und gegebenenfalls auch eine passagere Beatmung. Die (zunachst nachtliche)
nicht-invasive intermittierende Uberdruckbeatmung ist die Behandlung der Wahl bei
Symptomen einer Hypoventilation und/oder Hyperkapnie. Die Lebenserwartung ist bei

Patienten, die mittels NIV beatmet werden, signifikant angestiegen [4, 45-47].

Herz-Kreislauf-Management

In friiheren Leitlinien wurde ab Diagnosestellung bis zum Alter von 10 Jahren alle zwei Jahre
und danach jahrlich ein Elektrokardiogramm und ein Echokardiogramm empfohlen. Aufgrund
der zunehmenden Erkenntnis, dass unerwiinschte myokardiale Veranderungen vor einer
kardialen Dysfunktion und in einem jlingeren Alter als bisher angenommen auftreten, wird in
den aktuellen Leitlinien empfohlen, jahrliche kardiologische Untersuchungen bereits bei
Diagnosestellung im ersten Lebensjahrzehnt zu beginnen [49]. Zur initialen Therapie der
Kardiomyopathie werden beispielsweise ACE-Hemmer oder AT1-Rezeptor-Antagonisten
eingesetzt. Neuere Studien geben Hinweise darauf, dass die Kombinationstherapie aus
Mineralokortikoid-Rezeptorantagonisten und ACE-Hemmern gegeniiber der alleinigen
Therapie mit einem ACE-Hemmer Vorteile haben kdnnte [50, 51]. Betablocker kénnen bereits
initial zur antikongestiven Therapie oder bei erhohter Herzfrequenz eingesetzt werden
(haufiges Zeichen einer beginnenden Kardiomyopathie) oder bei anhaltender ventrikularer
Dysfunktion die Therapie erweitern. Weitere Medikamente wie Diuretika oder Herzglykoside
stellen Moglichkeiten der erweiterten Herzinsuffizienztherapie dar [52]. Ab dem
Jugendlichenalter missen zur Erkennung von Rhythmusanomalien regelmaRig Langzeit-EKGs
durchgefiihrt werden. Bei Patienten, die mit Kortikosteroiden therapiert werden, muss eine

regelmaRige Uberwachung des Blutdrucks erfolgen [48].
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Orthopddisches Management

Die Aufrechterhaltung der Gehfahigkeit stellt im ersten Lebensjahrzehnt den Schwerpunkt der
Behandlung eines Kindes mit DMD dar. Frihe Kontrakturen stellen eine haufige Komplikation
dar. Konservativ werden passive und aktive Dehnung, insbesondere der Wadenmuskulatur,
des Tractus iliotibialis und der Huftbeuger, eingesetzt, um die Entwicklung oder das
Fortschreiten von Kontrakturen zu verhindern. Der Einsatz von Nachtschienen kann erwogen
werden, dennoch entwickeln sich hdufig noch wahrend erhaltener Gehfahigkeit Kontrakturen
und in einigen Fallen wird eine kontrakturlésende Operation notwendig, um die Stabilitat und

Funktion zu erhalten.

Wenn die Patienten rollstuhlpflichtig werden, ist eine fortschreitende Skoliose haufig. Es
mussen daher in 6-monatigen Abstanden klinische, und je nach Befund gegebenenfalls
radiologische, Kontrollen der Wirbelsadule erfolgen. Die operative Aufrichtung der Wirbelsaule
wird ab einem Cobb-Winkel von mehr als 20-25 Grad in Betracht gezogen [48]. Zu den
Vorteilen der Skoliose-Operation gehoren die Prdavention weiterer Deformitaten,
insbesondere der Erhalt der Sitzfahigkeit im Rollstuhl. Zudem birgt die fortschreitende
Skoliose das hohe Risiko einer zusatzlichen Einschrankung von Herz- und Lungenfunktion.
Sekundar leiden die Patienten nach Spondylodese seltener an pathologischen

Wirbelkorperfrakturen [53].

Der Erhalt der Knochenmineralisation ist wichtig, um Frakturen zu vermeiden. Die Messung
von Kalzium, Phosphat, alkalischer Phosphatase, dem Vitamin-D-Spiegel und der
Knochendichte sind daher Teil des Standard of Care. Die Nahrungserganzung mit Vitamin D
und gegebenenfalls auch Kalzium stellt, insbesondere bei Patienten, die Steroide erhalten, die

Basisversorgung dar. Einige Patienten bendtigen zusatzlich eine Bisphosphonattherapie [48].
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1.4.2 Pharmakotherapie

Derzeit sind Kortikosteroide die einzigen pharmakologischen Wirkstoffe mit klar
dokumentiertem Langzeitnutzen im Sinne einer Verlangerung der Gehfahigkeit [54, 55], auch
wenn sie erhebliche Nebenwirkungen verursachen (am héaufigsten Gewichtszunahme,
Osteoporose, Verhaltensauffalligkeiten, je nach Therapieschema Cushing-Syndrom,

Kleinwuchs u.a.) [29,30].

Kortikosteroide werden seit 1974 eingesetzt [23] und es wurde in mehreren Studien versucht,
die optimale Dosis, den Zeitpunkt des Behandlungsbeginns und das Einnahmeregime zu
definieren [24,25,26,27,28]. Die beiden Wirkstoffe, die hauptsachlich in der DMD-Behandlung
verwendet werden, sind Prednison/Prednisolon und Deflazacort, ein Oxazolinderivat von
Prednisolon. Fiir diese Wirkstoffe existieren zwei unterschiedliche Therapieschemata: tagliche
Dosierung und intermittierende Dosierung. Ublicherweise werden entweder Prednisolon 0,75
mg/kg Korpergewicht/Tag, Deflazacort 0,9 mg/kg Korpergewicht/Tag oder Prednisolon 0,75
mg/kg Korpergewicht/Tag in einem 10 Tage on/10 Tage off Schema eingesetzt [31].
Prednisolon und Deflazacort zeigten sich in Kurzzeitstudien (sechs Monate bis zwei Jahre)
gleichermallen wirksam, verbesserten die Muskelkraft und -funktion und zeigten
Nebenwirkungen, die klinisch als nicht-schwerwiegend angesehen wurden [56-59]. Dariiber
hinaus wurden in nicht-randomisierten Studien signifikant positive Effekte auf die
Gehfahigkeit und Herzfunktion, ein verzégerter Beginn einer Skoliose sowie eine allgemeine
Verbesserung der Lebensqualitdt nach mehr als zwei Jahren Behandlung mit Prednison oder

Deflazacort beobachtet [54, 60-63].

Es gibt keine hinreichenden Daten zum optimalen Alter fiir den Beginn der Behandlung mit
Kortikosteroiden oder der Dauer der Behandlung. Aktuell wird empfohlen, die Therapie
spatestens zu dem Zeitpunkt zu beginnen, an dem die motorische Entwicklung des Patienten
ein Plateau erreicht (normalerweise im Alter von 4-6 Jahren) beziehungsweise sich zu
verschlechtern beginnt [49]. Die aktuellen Richtlinien sind zum Teil aus einem empirischen
Konsens entstanden und es gibt noch vieles, was hinsichtlich der optimalen Dosis und der

Langzeitwirkung der Glukokortikoidtherapie unklar ist [3, 64].

Einige Zentren beginnen die Behandlung mit Kortikosteroiden bereits, wenn klinische

Symptome auftreten. Viele Zentren setzen die Kortikosteroidbehandlung nach Verlust der
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Gehfahigkeit empirisch fort, mit dem Ziel, das Skolioserisiko und das Fortschreiten der

kardiopulmonalen Beteiligung zu verzégern [3].

Die sorgfiltige Uberwachung und Behandlung von kortikosteroidbedingten Nebenwirkungen
ist unerlasslich. Gewichtszunahme, Cushing-Symptome und Kleinwuchs treten bei den
meisten nach durchgehendem Schema behandelten Jungen auf. Bei schwerwiegender
Gewichtszunahme und Verhaltensauffalligeiten kann eventuell ein Praparatwechsel von

Vorteil sein [3, 61].

Das Auftreten einer Osteoporose mit dem Risiko flr pathologische Frakturen ist bei Patienten

mit Kortikosteroidehandlung sehr haufig [54].

Stop-Codon-Readthrough (Translarna™, Wirkstoff: Ataluren)

Kortikosteroide und optimierte klinische Therapieansatze haben in den letzten Jahrzehnten
das Outcome bei Patienten mit DMD verbessert [42, 65], zielen jedoch nicht spezifisch auf den
Dystrophinmangel ab [66-68]. Einen neuen Ansatz zur Behandlung genetischer Stérungen auf
Basis von Nonsense-Mutationen, die bei ca. 10-15% der DMD-Patienten ursachlich sind [69],
stellt das Medikament Ataluren (Translarna ®) dar. Eine Nonsense-Mutation fiihrt zu einem
vorzeitigen Stoppcodon in der codierenden Region der entsprechenden mRNA und fiihrt so
zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation und Entstehung eines verkiirzten, instabilen,
nicht-funktionalen Proteins. Der sogenannte ,Readthrough”“-Mechanismus des Wirkstoffes
Ataluren zielt darauf ab, die zugrunde liegende Mutation gezielt auszuschalten [66]. Ataluren
soll eine Uberbriickung dieses vorzeitigen Stopp-Codons bewirken, um so ein vollwertiges,

funktionsfahiges Protein zu translatieren.

In mehreren Studien konnte eine gewisse Wirksamkeit von Ataluren belegt werden. In einer
48-wochigen multizentrischen, internationalen, doppelblinden, placebokontrollierten Studie
mit 174 DMD-Patienten konnte in der mit Ataluren behandelten Kohorte in einer Subgruppe
von Patienten mit maRiger Einschrankung eine Verzogerung der Erkrankungsprogression
festgestellt werden. Nach einem Behandlungsjahr war bei diesen Patienten im Vergleich zu
den mit Placebo behandelten Patienten eine langere Gehstrecke innerhalb von sechs Minuten
messbar [70]. Seit Juli 2018 ist das Medikament in Europa zugelassen und kann Patienten mit
Nonsense-Mutation im Dystrophin-Gen, die noch gehfahig und alter als 2 Jahre sind,

verabreicht werden.
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Exon-Skipping durch Antisense-Oligonukleotide (Wirkstoff: Eteplirsen)

Out-of-frame Deletionen im Dystrophin-Gen fihren zur Entstehung eines verkiirzten, nicht-
funktionellen Proteins. Ein pharmakotherapeutischer Ansatz mittels Antisense-
Oligonukleotiden soll das Uberspringen von Exons auf der Pre-mRNA-Ebene induzieren, um
den Dystrophin-Leserahmen wiederherzustellen. Das Skippen der Exons, die an den Abschnitt
der Deletionen angrenzen, fiihrt zur Entstehung eines teilweise funktionellen, wenn auch
verkiirzten, Proteins [71]. Dieses semifunktionelle Dystrophin soll mit einem besseren
klinischen Outcome verbunden sein als das absolute Fehlen von Dystrophin wie bei der

Becker-Kiener Dystrophinopathie.

Etwa 14% der Patienten mit DMD haben Mutationen, die therapeutisch durch Uberspringen
des Exons 51 adressierbar sind [72]. Im September 2016 genehmigte die FDA die Zulassung
des Medikaments Eteplirsen, einem Phosphorodiamidat-Morpholinoligomer, welches das
Skipping des Exons 51 ermoglicht [73]. Es konnte in klinischen Studien gezeigt werden, dass
Eteplirsen eine dosisabhangige Wirkung auf die Dystrophin-Expression hat [74] und dass mit
Eteplirsen behandelte Patienten im Vergleich zur Placebogruppe durchschnittlich eine langere
Gehstrecke zuriicklegen konnten [75]. Die haufigsten Nebenwirkungen waren Kopfschmerzen
und Proteinurie. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass Eteplirsen gut vertraglich ist und

das Fortschreiten der DMD verlangsamt.

Gentherapie (Virale Vektoren)

Der synthetische Ersatz des defekten DMD-Gens, mithilfe von Tragervehikeln wie
rekombinanten adeno-assoziierten-Viren (rAAV), ist ein weiterer gentherapeutischer Ansatz.
Das rAAV ist ein kleines, nicht pathogenes Parvovirus, welches ein 4,7 kb einzelstrangiges
DNA-Genom enthalt. Bei der Erzeugung von rAAV-Vektoren werden die viralen, pathogenen

Bestandteile entfernt und durch ein therapeutisches Gen ersetzt.

Allerdings ist das Dystrophin-Gen zu grol3, um es in einen rAAV einzufiigen. Aus diesem Grund
wird aktuell versucht, eine verkleinerte Dystrophin-Version (ein sogenanntes
Mikrodystrophin) zu entwickeln; mit dem Ziel, ein, wenn auch nur verkirztes, Dystrophin-
Protein zu generieren, welches nur die wichtigsten funktionellen Domanen enthalt [76].

Klinisch soll die DMD somit in einen milderen BMD-Phanotyp verwandelt werden [77, 78].
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Der Einsatz von Gentherapie mittels rAAV-basierten Vektoren befindet sich momentan in der
klinischen Studienphase; finale Ergebnisse zu Effektivitdt und Sicherheit am Menschen sind

noch nicht verfligbar [79] [80-83].

1.5 Parameter zur Verlaufsbeurteilung
1.5.1 Klinische Funktionsuntersuchungen
Der 6-Minuten-Gehtest (6MWT) stellt den am haugfigsten eingesetzten klinischen Parameter
zur Beurteilung der korperlichen Funktionsfahigkeit bei Patienten mit neuromuskularen
Erkrankungen dar. Er wurde initial flir Patienten mit verschiedenen kardiopulmonalen und
metabolischen Erkrankungen entwickelt [84-86] und wird bei DMD Patienten in vereinfachter

Form ohne die Messung von Blut- und Atemgasen eingesetzt.

Der Test misst die Entfernung, die ein Patient in einem Zeitraum von 6 Minuten auf einer
ebenen, harten Oberflache gehen kann. Der 6MWT bewertet das submaximale Niveau der
Leistungsfahigkeit des kardiovaskuldaren und motorischen Systems. Die meisten Patienten
erreichen wahrend des 6MWT keine maximale Belastung, sondern wahlen ihre eigene
Trainingsintensitat und dirfen wahrend des Tests Pausen machen und ruhen. Somit soll der
6MWT den funktionellen Belastungsgrad fiir tagliche korperliche Aktivitaten widerspiegeln
[87].

Normwerte fir den 6MWT bei gesunden Kindern sind verfiigbar [88]. 2010 veroéffentlichte
eine Arbeitsgruppe zudem altersbezogene Werte flir DMD Patienten anhand einer grof3en
Kohorte [89]. Im Alter von <7 Jahren konnte im Allgemeinen eine Verbesserung der
motorischen Fahigkeiten Gber einen Beobachtungszeitraum von einem Jahr gezeigt werden,

wahrend Patienten im Alter von >7 Jahren einen Riickgang der Gehstrecke zeigten [90].

Weitere klinische Tests zur Beurteilung der kdrperlichen Funktionsfahigkeit sind verschiedene
Zeitfunktionstestungen (Timed Function Test (TFT). Es werden am héaufigsten die folgenden

Parameter gemessen:
- Die Zeit, die der Patient bendtigt, um aus einer liegenden Position aufzustehen.

- Die Zeit, die der Patient benétigt, um auf einer Treppe 4 Stufen so schnell wie moglich

hinaufzusteigen.
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- Die Zeit, die der Patient benétigt, um eine Strecke von 10 Metern so schnell wie moglich

zurilickzulegen.

Der TFT und 6MWT bieten die Moglichkeit, die motorische Funktionsfahigkeit bei noch
gehfahigen Patienten sowohl zu Beginn des Auftretens von klinischen Symptomen als auch im
Verlauf zu messen. Insgesamt sind die klinischen Tests sehr gut reproduzierbar und einfach zu

handhaben [91, 92].

North Star Ambulatory Assessment (NSAA)

Das North Star Ambulatory Assessment (NSAA) stellt eine validierte und funktionelle
Bewertungsskala dar, die speziell zur Messung der Gehfdhigkeit beziehungsweise
motorischen Leistungsfahigkeit bei Jungen mit DMD entwickelt wurde [93-95]. Die NSAA-Skala
besteht aus 17 Items und wurde entwickelt, um Verdanderungen der motorischen Fahigkeit
(beispielsweise die Fahigkeit, sich vom Boden aufzurichten, sich vom Sitzen ins Stehen zu
bewegen, zu springen, zu rennen und Treppen auf- und abzusteigen) zu erfassen und zu
bewerten [93, 96]. Der Bewertungsmalistab umfasst Werte von 0-34 (0-100 fiir die
linearisierte Version [97]), wobei hohere Punktzahlen eine bessere Motorik indizieren. Jedes
Item wird mit O bis 2 bewertet (0 = nicht in der Lage, unabhédngig zu agieren, 1 = in der Lage,
mit Unterstlitzung zu agieren, 2 = normal, in der Lage, ohne Unterstiitzung zu agieren). Das
NSAA hat sich in einem multizentrischen Umfeld als zuverlassig erwiesen [94] und zeigt
klinische Validitat. Die Gesamtpunktzahl hat, insbesondere mit den Komponenten der
korperlichen Funktion, ebenfalls eine signifikante Korrelation mit der Lebensqualitat gezeigt

[98].

Ricotti et. al konnten zeigen, dass der NSAA-Score ab einem Alter von 7 Jahren auf der
linearisieren Skala (0-100) im Durchschnitt um ca 8 Punkte/Jahr abnimmt [99]. Es wird jedoch
eine grolSe klinische Variabilitat unter Patienten mit DMD beobachtet. Daher gibt es multiple
Studien, die den Einfluss von Faktoren analysieren, die zu dieser Variabilitdt beitragen
konnten, darunter verschiedene Glukokortikoid-Schemata und patientenspezifische DMD-

Genotypen [100-102].
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1.5.2 Bildgebende Verfahren
MRT

Neben der physikalischen Verlaufstestung finden in der Verlaufsbeurteilung der DMD auch
bildgebende Verfahren Anwendung. Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine gut
etablierte und validierte, nicht-invasive Methode zur Beurteilung der selektiven
Muskelbeteiligung bei neuromuskuldren Erkrankungen. In der klinischen Praxis (meist mit
einem qualitativen Ansatz) hat sie als Methode zur Unterstilitzung der Diagnose von erblichen

und metabolischen Myopathien zunehmend Verwendung gefunden [103-105].

Im Vergleich zum Ultraschall ist die MRT nicht vom behandelnden Arzt abhdngig und
verwendet im Gegensatz zur Computertomographie keine ionisierende Strahlung. Dariliber
hinaus kann die MRT, mittels T1-gewichteter Sequenzen, fettreiche Gewebe beziehungsweise
den Umbau in Fettgewebe darstellen. Durch STIR (Short Tau Inversion Recovery) oder T2-
gewichteter Sequenzen, wodurch Muskelddeme aufzeigt werden kénnen (wie beispielsweise
bei entziindlichen Myopathien), bietet die MRT im Vergleich zum Ultraschall einen besseren

Gewebekontrast fir die Darstellung tieferliegender Muskeln [106-108].

In mehreren Studien wurden diffuse fibros-fettreiche Veranderungen auf MRT-Scans der T1-
gewichteten-Muskeln  von  DMD-Patienten  dargestellt und das ausgepragte
Beteiligungsmuster der unteren GliedmaRen beschrieben [103, 109, 110]. Marden et al.
waren die Ersten, die mit Hilfe von STIR-Sequenzen muskuldre 6dematdse Veranderungen
nachwiesen und die Bedeutung dieser Veranderungen aus der Perspektive des
Therapiemanagements als Index des reversiblen Entziindungsstadiums der Erkrankung

aufzeigten [111].

Ohne Sedierung kann die MRT jedoch bei kleinen Kindern eine Herausforderung darstellen,
da sie in der Regel ein hohes Mal an Compliance Uber langere Zeitraume erfordert. Daher
wurden in den letzten Jahren andere nicht-invasive bildgebende Verfahren zur Beurteilung
der Muskelbeteiligung bei DMD etabliert, unter anderem der quantitative und qualitative

Muskelultraschall.
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Muskelultraschall

Schallwellen und ihre Reflektionen (Echos) bilden die Grundlage fur Ultraschallbilder. Ein
Schallkopf sendet Impulse (hochfrequente Schallwellen) aus und empfangt deren Echos. Die
Erzeugung eines Bildes aus allen zurlickkehrenden Echos basiert auf einer Computeranalyse
der zeitlichen und akustischen Eigenschaften der Echos. Vereinfacht ausgedriickt bestimmt
die Zeit zwischen dem Senden und Empfangen des Ultraschallimpulses die Position des
entsprechenden Pixels, wahrend die Amplitude der Schallwelle der Helligkeit des Bildes
entspricht [112, 113]. Die Reflektion von Schallwellen tritt auf, wenn der Ultraschallstrahl auf
Gewebe mit unterschiedlichen akustischen Eigenschaften trifft. Dieser, auch als ,akustische
Impedanz” bezeichnete Parameter, ist abhangig von der Schallgeschwindigkeit und der Dichte

des jeweiligen Gewebes [112-114].

Biologisches Gewebe enthalt hauptsachlich Wasser und Fett. Beide sind dazu in der Lage,
Schall zu Ubertragen und zeigen hinsichtlich der akustischen Impedanz nur einen geringen
Unterschied. Beim Auftreffen auf ein anderes Gewebe (beispielsweise Muskel zu Faszie) wird
die Schallwelle teilweise reflektiert, wahrend der gréBte Teil des Schalls auf tiefere Schichten
Ubertragen wird (Abbildung 4A). Die Anzahl der zurlickkehrenden Echos pro Quadratflache
bestimmt den Grauwert des Bildes, also die Echogenitadt. Die groRten Unterschiede in der
akustischen Impedanz bestehen zwischen Knochen und Luft, die Schallgeschwindigkeiten von
ca. 300 beziehungsweise 4000 m/s aufweisen, wahrend die Schallgeschwindigkeit im Muskel
ca. 1580 m/s betragt [113]. Der Ubergang in Knochen oder Luft fiihrt daher zu einer starken
Reflektion, was zu einem hellen Punkt auf dem Ultraschallbild fiihrt. Da kaum Schallwellen
durchdringen, kénnen daher keine Strukturen unter einem solchen Ubergang dargestellt

werden.
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der Entstehung eines Ultraschallbildes. Teilreflektionen des
Ultraschallbindels treten auf, wenn der Schallstrahl auf ein anderes Gewebe trifft (A). Das Ultraschallbild wird
auf der Grundlage dieser Echos und ihrer zeitlichen und akustischen Eigenschaften erstellt. Die Anzahl der
reflektierten Echos pro Flache bestimmt den Grauwert des Bildes, also die Echogenitat. Bei erkrankter oder
alterer Muskulatur kommt es zu einem Ersatz durch Fett- und Bindegewebe. Sowohl Fett- als auch Bindegewebe
weisen eine unterschiedliche akustische Impedanz auf, wodurch die Anzahl der reflektierenden Zwischenflachen

im Muskel erhéht wird, was dem Muskel ein weiReres Aussehen verleiht (B).

Ultraschall wird in der Medizin seit Anfang der 1950er Jahre eingesetzt, als Wild et al. die
Fahigkeit der hochfrequenten Ultraschallwellen entdeckten, vitales Gewebe zu visualisieren
[115]. Seitdem hat sich die Technik des Ultraschalls weltweit etabliert und ist aufgrund ihrer

Non-Invasivitat und Echtzeitdarstellung in fast allen Bereichen der Medizin verbreitet.

Muskelultraschall bei neuromuskulédren Erkrankungen

1980 wurde erstmals berichtet, dass dystrophe Muskulatur im Ultraschall ein anderes

Erscheinungsbild hat als gesunde Muskeln [116].

Der dystrophische Umbau der Muskulatur verursacht eine erhéhte Muskelechogenitat [116,
117]. Zur Einteilung des Schweregrades entwickelten Heckmatt und seine Mitarbeiter eine
visuelle Bewertungsskala, in der Grad | den normalen Muskel und Grad IV eine stark erhdhte

Muskelechogenitdt mit Totalverlust des Knochen-Echos darstellt (siehe Tabelle 1) [118].

Neuromuskuldre Erkankungen koénnen mehr oder weniger spezifische Veranderungen im
Muskelultraschall zeigen, die bei der Differentialdiagnose hilfreich sein kdnnen. So fihrt die
Duchenne-Muskeldystrophie zu einem starken, homogenen Anstieg der Muskelechogenitat

bei zunachst normalem Volumen, wahrend beispielsweise bei der spinalen Muskelatrophie
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(neurogener Umbau) ein inhomogener Anstieg der Echogenitat und eine friihe Atrophie zu
beobachten sind. Ein grolRer Vorteil des Muskelultraschalls im Vergleich zu anderen
bildgebenden Verfahren ist zudem seine Fahigkeit, Muskelbewegungen wie

Muskelkontraktionen und Faszikulationen zu visualisieren.

Mehrere Studien konnten die hohe Sensitivitdit und Spezifitat des Ultraschalls bei der
Erkennung von neuromuskularen Storungen belegen [118-122]. Mittels moderner
Ultraschalltechnik ist aktuell die Darstellung von Muskelgewebe mit Auflésungen von bis zu

0,1 mm moglich [114].

Tabelle 1 Heckmatt-Score: Visuelle Bewertungsskala zur Klassifizierung der Echogenitat des

Muskelultraschalls [118].

Grad Darstellung im Ultraschall

Grad | Normal

Grad Il Erhohte Muskelechogenitat mit ausgepragtem Knochenecho

Grad Il Deutlich erhéhte Muskelechogenitat bei reduziertem Knochenecho

Grad IV Sehr stark erhohte Muskelechogenitdt und vollstéandiger Verlust des
Knochenechos

Die visuelle Erkennung einer subtil erhohten Muskelechogenitdt kann schwierig sein; ihre
genaue Interpretation hangt von der Erfahrung des Untersuchers ab. Grundsatzlich nimmt die
Intensitat des Muskelechos mit zunehmendem Alter zu. Darlber hinaus koénnen
Veranderungen in den Systemeinstellungen wie beispielsweise eine erhéhte Verstarkung, den
Muskeln ein helleres Aussehen verleihen, das mit einer pathologisch erhéhten Echogenitat
verwechselt werden kann. Aus diesem Grund wurden computergestiitzte Techniken in die
Bildinterpretation eingeflihrt. Die Quantifizierung der Muskelechogenitdat kann mit einer

Graustufenanalyse (GSL) erreicht werden [117, 121, 123-125].
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Prospektive Studien bei Kindern haben bei visueller Auswertung der Muskelechogenitat das
Vorliegen einer neuromuskuldren Erkrankung mit einer Sensitivitdit von 67-81% und einer
Spezifitdat von 84-92% ergeben [120, 126, 127]. Die Quantifizierung der Muskelechogenitat
verbesserte die Sensitivitat sogar auf 87-92% [117, 124, 128], was im Bereich der
Voraussetzungen fir Screeninguntersuchungen liegt [128]. Diese Werte gelten allerdings
nicht fur alle Arten von Muskelerkrankungen. Erkrankungen, die keinen primaren
dystrophischen oder neurogenen Umbau verursachen, wie beispielsweise mitochondriale

Erkrankungen, erbringen weit weniger haufig erkennbare sonographische Befunde [129].

2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
Klinische Studien zur DMD basieren bislang im Allgemeinen auf Funktions- und

Kraftmessungen als primare Outcome-Paramater [130-132].

Fragestellung dieser Studie war es, ob ein reproduzierbares Muster der Muskelbeteiligung
anhand des Muskelultraschalls in frihen Stadien zu erkennen ist, moglicherweise sogar

bereits vor Beginn des Verlustes motorischer Fahigkeiten.

3 Patienten und Methoden
3.1 Patientenkohorte!

In unserer Studie wurden 25 Patienten im Alter von einem bis sechs Jahren mit genetisch
nachgewiesener DMD wurden (ber einen Zeitraum von drei Jahren (2015-2018) klinisch und
sonographisch untersucht (Mittelwert 4,5 Jahre, Median 4,8 Jahre). Zehn Patientin wurden
nur einmalig untersucht, wahrend 15 Patienten im Verlauf wiederholt untersucht wurden. Im
Rahmen der Studie wurden so insgesamt 60 Ultraschalluntersuchungen und klinische
Funktionstests durchgefiihrt, sofern Alter und Verhalten dies erlaubten. Hinsichtlich der
Ultraschalluntersuchungen wurden bei jeder Verlaufskontrolle 13 Muskeln sonographiert.
Die Intervalle zwischen den Untersuchungen betrugen 3,1-20,5 Monate (Mittelwert 7,2

Monate, Median 6,2 Monate), wobei routinemafRige Verlaufskontrolle in unserem

! Teile dieses Kapitels sind bereits in Vill et al. 2020 veréffentlicht [133].
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Behandlungszentrum regelmaRig alle sechs Monate angeboten wurden. Das Hochstalter bei
der letzten Untersuchung betrug 9 Jahre. Die erste Ultraschalluntersuchung fand bei allen
Patienten vor dem Verlust motorischer Fahigkeiten statt. Die sonographische Untersuchung
einer Kohorte von 16 gesunden, motorisch altersgerecht entwickelten Kindern (Alter bei der
Untersuchung 1-9 Jahre, Mittelwert 5,25 Jahre, Median 5,26 Jahre) diente als
Kontrollkollektiv, um den Normbereich des Graustufenniveaus (GSL) zu definieren und als

verblindete Kontrolle fiir die Bewertung des visuellen Ratings.

Genetischer Befund, Alter bei Erreichen der Gehfahigkeit, Alter bei Erreichen des motorischen
Plateaus sowie Therapie der einzelnen Patienten sind in Tabelle 2 dargestellt. Das Alter, in
dem die motorische Plateauphase erreicht wurde, lag zwischen 3 und 8 Jahren (Mittelwert 6,0
Jahre, Median 6,0 Jahre). Bei circa einem Drittel der Patienten (8/25) war am Endpunkt der

Studie noch eine Zunahme von motorischen Fahigkeiten erkennbar.
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Tabelle 2 Patientencharakteristika; Behandlungsbeginn und —schema; Ergebnisse.

Patientencharakteriska Behandlung (Alter) Ergebnisse
Pat-  Genetische Mutation Alter bei Alter bei | Pred- Defla-  Steroid Ata- || Alter bei Alter, in Erster
ient Geh- der nisolon zacort Behand- lu- Erreichen dem erste involvierter
Nr. fahigkeit letzten lungs- ren des Verander- Muskel
Untersu- schema motorisch-  ungenim
chung en Plateaus Ultraschall
erkennbar
wurden
1 Nonsense Mutation c.4084 20 Mo 6,6 5-6,5) 6,5 10d on/off 51 noch nicht noch nicht -
cT erreicht erreicht
(p. GIn1362 *)
2 Deletion Exon 45-52 verzogert 8,8) 8)J - 10d on/off - <7) 7,0J oder A.M. (IV) und
friher R.F. (II)
3 Out of frame Mutation 26 Mo 6,0 5) - 10d on/off - 45) 3,7) AM.
c.6286delC
4 Splice Mutation 18 Mo 6,8 5,5-6J 6J 10d on/off - 6J 45) AM.
c.6762+1G>T
5 Deletion Exon 3-13 18 Mo 7,0) - - - - 7] 3,9J A.M.
6 Deletion Exon 49-50 15 Mo 3,3J - - - - noch nicht 3,3J AM.
erreicht
7 Deletion Exon 6 24 Mo 6,71 5) - 10d on/off 5)J 5,3)J A.M.
8 Nonsense Mutation 14 mo 9,31 5,5) - 10d on/off 61 7) 6,4 AM.
¢.3544G>T,
9 Nonsense Mutation 14 Mo 7,4) 5,25) - 10d on/off 51 6J 5,7) AM.
¢.3544G>T
10 Nonsense Mutation 24 Mo 7,2) 5,751 - 10d on/off 51 6J 51) A.M.
€.3544G>T
11 Out of frame Mutation 15 Mo 11,1) 6,25-9) 9-9,5) 10d on/off - 8)J 8,1J AM.
del559del G
12 Nonsense Mutation 22 Mo 5,9 5,38 - 10d on/off 51 3J 2,8) A.M.
c.5131C>T
13 Nonsense Mutation 14 Mo 6,4) - - - 5) 6J 55 A.M.
c.8713C>T
14 Deletion Exon 53-55 15 Mo 7,8) 5,33) - 10d on/off - 7] 4,9) A.M.
15 Deletion Exon 49-54 14 Mo 6,71 5)J - ongoing - noch nicht 5,71 A.M.
erreicht
16 Deletion Exon 49-54 17 Mo 45) - - - - noch nicht 45) AM.
erreicht
17 Deletion Exon 45-54 18 Mo 5,71 5558) - 10d on/off - 51 4,1) A.M.
18 Duplikation Exon 3-19 12 Mo 3,3J - - - - noch nicht noch nicht A.M.
erreicht erreicht
19 Out of frame Mutation 18 Mo 11,0) 5,251 - 10d on/off - 7) 7,4) AM.
c.6557delG
20 Duplikation Exon 42-43 18 Mo 5,91 - 5,6 10d on/off 6J 48] AM.
21 Deletion Exon 53 18 Mo 3,9J - - - - noch nicht 3,8) AM.
erreicht
22 Deletion Exon 46 -47 24 Mo 49) - - - - noch nicht noch nicht -
erreicht erreicht
23 Deletion Exon 3-30 15 Mo 7,1) 5) - 10d on/off - 6J 5,6 J oder A.M. (lll) und
friher R.F.) (1)
24 Deletion Exon 53 18 Mo 8,2) 5,5) - 10d on/off - 7) 5,6 AM.
25 Deletion Exon 45-46 noch nicht 2,5) - - - - noch nicht 2,5) AM.
erreicht erreicht

Diese Tabelle wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation

abgebildet werden.
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3.2 Muskelultraschall

Fir die Ultraschalluntersuchungen wurde ein GE LOGIQ E (GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Buckinghamshire, GroRRbritannien) mit einer Frequenz von 11 MHz verwendet. Tiefe und

Fokus wurden individuell angepasst und die Verstarkung auf 59 dB eingestellt.
Der Muskelultraschall wurde an den 13 folgenden Muskeln durchgefiihrt:

M. rectus femoris

M. adductor longus

M. gracilis

M. adductor magnus

Mm. semimembranosus und semitendinosus
M. biceps femoris
M. tibialis anterior
M. gastrocnemius
M. erector spinae
M. rectus abdominis
M. biceps brachii

M. triceps brachii

M

. deltoideus

Die Ultraschallbilder wurden mit Hilfe einer visuellen Vier-Punkte-Skala sowie einer
computergestiitzten Analyse der Graustufenniveaus (Gray Scale Levels (GSL)) bewertet. Zur
visuellen Beurteilung der sonographischen Muskelstruktur wurde eine modifizierte Heckmatt-

Skala [67] verwendet, die in vier Stufen unterteilt ist:
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Tabelle 3 Modifizierte Heckmatt-Skala: Visuelle Bewertungsskala zur Klassifizierung der

Echogenitadt des Muskelultraschalls

Grad Darstellung im Ultraschall

Grad | Normale Muskelechogenitat mit klar definierten intramuskularen Septen

Grad Il Leicht erhdhte Muskelechogenitat bei noch abgrenzbaren intramuskularen
Septen

Grad Il MaRig erhohte Muskelechogenitat bei weniger erkennbaren intramuskularen
Septen

Grad IV Stark erhohte Muskelechogenitdt ohne erkennbare Septen

Fiir die visuelle Beurteilung der sonographischen Befunde war eine Modifikation der
urspriinglichen Heckmatt-Skala [65] notwendig, da im lberwiegenden Teil der untersuchten
Muskeln kein darunterliegender Knochen liegt, sodass das Knochenecho nicht in die
Bewertung einflieRen konnte. Die Skala wurde bereits in einer anderen Studie unserer Gruppe
verwendet [85] und zeigt eine hohe Intra- und Interrater-Reliabilitdt. In der vorliegenden
Studie bewerteten drei, im Muskelultraschall sehr erfahrene, Arzte bei neuromuskuliren
Erkrankungen die Bilder. Die Beurteilung der sonographischen Befunde erfolgte doppelblind

mit zufalliger Bildfolge.

Fiir die computergestiitzte Graustufenanalyse wurde bei Patienten und Kontrollen das
Softwareprogramm "Imagel", Version 1.47 (Autor: Wayne Rasband, National Institute of
Health, USA), genutzt. Das Programm ermittelt fir die Auswertung anhand der weillen und
schwarzen Pixel einen gemittelten Grauwert. Dieser ergibt eine ganze Zahl auf einer Skala von
0-256 (Graustufen) und spiegelt die durchschnittliche Echogenitat im jeweiligen Muskel wider.
Die Grauwerte wurden im grofiten zusammenhdngenden Teil der Muskeln ohne die

umgebenden Muskelfaszien gemessen.
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3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit Microsoft Excel 2020 durchgefiihrt. Bei den 60
sonographischen Befunden der Patienten und den 16 Befunden der Kontrollkohorte wurden
fir jeden der 13 untersuchten Muskeln (via Image) und verblindetem visuellen Rating)
verschiedene Parameter der Echogenitdt (Median, Mittelwert und Standardabweichung)
ermittelt und anschlieBend tabellarisch/graphisch gegenibergestellt. Insgesamt wurden bei
beiden Kohorten insgesamt mehr als 900 Ultraschallbefunde qualitativ und quantitativ
ausgewertet. Die Befunde der Kontrollgruppe wurden zur Definition der Normwerte
verwendet. In einer sekunddren Subgruppenanalyse wurde die Korrelation zwischen dem
Alter, in dem das freie Gehen gelernt wurde, und dem Auftreten von

Ultraschallverdnderungen untersucht.

Um die Patienten- und Kontrollkohorte statistisch zu vergleichen, wurde eine
Normalverteilung mittels Z-Score berechnet. Der Z-Score ist ein numerischer Messwert, der
die Beziehung eines Wertes zum Erwartungswert (entspricht naherungsweise dem
Mittelwert) beschreibt und in Form von Standardabweichungen vom Erwartungswert
gemessen wird. Betragt ein Z-Score 0, so zeigt dies an, dass der Wert des Datenpunkts mit
dem Erwartungswert identisch ist. Ein Z-Score von 1,0 zeigt einen Wert an, der eine
Standardabweichung vom Erwartungswert entfernt ist. Ferner wurde zur Feststellung eines
statistisch signifikanten Unterschieds innerhalb der ermittelten Grauwerte beider Kohorten

ein doppelseitiger t-Test durchgefiihrt.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Minchen (UE 141-14) genehmigt.
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4 Ergebnisse?
4.1 Messung der Echogenitat

Die visuellen und computergestiitzten Messwerte der Echogenitdt der sonographischen
Befunde von Patienten und Kontrollen wurden tabellarisch und graphisch gegeniibergestellt.
Die Tabellen 4 und 5 zeigen den ermittelten Median der Grauwerte aus der
computergestiitzten Analyse und den des verblindeten visuellen Ratings. Die ermittelten
Werte fiir die untersuchten Muskeln sind in absteigender Reihenfolge dargestellt. Die in den
Tabellen 4 und 5 aufgefiihrten Werte sind in den Abbildungen 5 und 6 graphisch dargestellt.
Sowohl im verblindeten Rating als auch in der computergestiitzten Analyse zeigt sich der M.
adductor magnus bei den DMD Patienten als derjenige Muskel mit der hochsten

Echogenitatssteigerung.

Das Signifikanzniveau wurde auf 0,001 beziehungsweise 0,05 festgelegt und ist in den

Abbildungen 5 und 6 integriert.

2 Teile dieses Kapitels sind bereits in Vill et al. 2020 veréffentlicht [133].
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Tabelle 4 Medianwerte der Patienten- und Kontrollkohorte via computergestiitzer Analyse

(Skala 0-256)

Patienten / St.abw. Kontrollen / St.abw.
Adductor magnus 111 /25 70/ 10
Gracilis 88/18 78 /16
Rectus femoris 87 /15 68 /12
Gastrocnemius 83/20 67 /11
Erector spinae 75/ 20 62 /13
Tibialis anterior 72 /15 63/11
Biceps brachii 71 /17 56/10
Biceps femoris 71/18 57/12
Semimembranosus 67/ 16 65/10
Rectus abdominis 65/19 51/12
Deltoideus 64 /17 49 /15
Triceps brachii 61/17 46 /13
Adductor longus 58/ 16 57 /17

Tabelle 5 Medianwerte der Patienten- und Kontrollkohorte mittels verblindetem Rating via

modifizierter Heckmatt-Skala (1-4)

Patienten Kontrollen
Adductor magnus 2,53 1,10
Gastrocnemius 1,55 1,02
Rectus femoris 1,39 1,04
Erector spinae 1,33 1,02
Biceps femoris 1,33 1,02
Semimembranosus 1,32 1,02
Tibialis anterior 1,3 1,00
Biceps brachii 1,23 1,04
Gracilis 1,21 1,06
Deltoideus 1,16 1,02
Adductor longus 1,13 1,02
Rectus abdominis 1,11 1,00
Triceps brachii 1,12 1,02
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Echogenitat Patienten vs Kontrollen - computergestitzte Analyse via Image)
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Abbildung 5 Auswertung der computergestltzten Analyse via Imagel. Dargestellt sind die Grauwerte der 13 untersuchten Muskelgruppen. Die Patienten sind mit blauen Balken

dargestellt, die Kontrollen mit roten. Die Hohe der Balken gibt den ermittelten Median der 60 Patienten- und 16 Kontrolluntersuchungen wieder. Die Muskeln sind in absteigender

Reihenfolge nach der GroRe der Differenz zwischen Patienten- und Kontrollgruppen sortiert (**= p < 0,001 / *= p < 0,05).

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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Echogenitat Patienten vs Kontrollen - visuelles Rating via modifizierter Heckmatt-Skala
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Abbildung 6 Auswertung des visuellen Ratings via modifizierter Heckmatt-Skala. Dargestellt sind die 13 untersuchten Muskelgruppen. Die Patienten sind mittels blauen Balken
dargestellt, die Kontrollen mittels roten Balken. Die Hohe der Balken stellt den Median der 60 Patienten- und 16 Kontrolluntersuchungen dar. Die Muskeln sind in absteigender

Reihenfolge nach der GroRe der Differenz zwischen Patienten- und Kontrollgruppen sortiert (**= p < 0,001 / *= p < 0,05).

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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4.2 Altersbezogene Zunahme der Muskelechogenitat

Die Abbildungen 7-10 zeigen altersbezogene Veranderungen der Echogenitat aller
untersuchten Muskeln. Dabei konnte sowohl bei der computergestiitzten Analyse als auch
beim verblindeten visuellen Rating in der Patientenkohorte eine positive Korrelation zwischen
dem Anstieg der Echogenitat und dem Alter der Patienten festgestellt werden. Beim M.
adductor magnus ist diese Korrelation am starksten ausgepragt. Die Abbildung 14 visualisiert
die Zunahme der Echogenitdt anhand sonographischer Befunde von zwei Patienten im
zeitlichen Verlauf. Die Ergebnisse des computergestiitzten und verblindeten visuellen Ratings

sind auf den Seiten 45 und 46 tabellarisch dargestellt.
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Patienten — computergestitzte Analyse via GSL
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Abbildung 7 Altersbezogene Darstellung der Echogenitat aller Muskelgruppen der untersuchten Patienten via quantitativer Graustufenanalyse (GSL). Dargestellt sind die
Mittelwerte in der jeweiligen Altersgruppe. Die prominentesten Verdanderungen sind beim M. adductor magnus erkennbar (,n“ gibt die Anzahl der Untersuchungen in der

jeweiligen Altersgruppe an).

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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GSL-Skala (0-256)
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Abbildung 8 zeigt die altersbezogene Darstellung der Echogenitat aller Muskelgruppen der untersuchten Kontrollkohorte via quantitativer Graustufenanalyse (GSL). Dargestellt
sind die Mittelwerte in der jeweiligen Altersgruppe. Insgesamt lassen sich bei den Kontrollpatienten keine signifikanten Unterschiede in der ermittelten Echogenitat der

untersuchten Muskeln erkennen.

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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Mod. Heckmatt-Skala (1-4)

Patienten - verblindetes visuelles Rating
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Abbildung 9 Qualitatitive Bewertung der Muskelechogenitdt der Patientenkohorte im verblindeten visuellen Rating via modifizierter Heckmatt-Skala. Dargestellt sind die
Mittelwerte in der jeweiligen Altersgruppe. Analog zur GSL-Auswertung in Abbildung 7 ist der M. adductor magnus als der Muskel mit den promintesten Veranderungen

erkennbar.

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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Mod. Heckmatt-Skala (1-4)
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Abbildung 10 Qualitative, verblindete Bewertung der Muskelechogenitat via visuellem Rating bei den Kontrollen mittels modifizierter Heckmatt-Skala. Dargestellt sind die

Mittelwerte in der jeweiligen Altersgruppe. Analog zur GSL-Auswertung in Abbildung 8 sind keine signifkanten Unterschiede hinsichtlich Muskelechogenitat erkennbar.

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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4.3 Statistischer Vergleich von Patienten und Kontrollen

Abbildung 11 zeigt die graphische Darstellung der Normalverteilung aller computergestitzt
ermittelten Grauwerte (Mediane) der Patienten und Kontrollen. Zur Veranschaulichung

wurde der Z-Score integriert.

Fiir den M. adductor magnus wurde ein Z-Score von 4,0 errechnet. Dies bedeutet, dass die
mittleren Grauwerte der Patienten (Mittelwert GSL Patienten: 109) um vier
Standardabweichungen hoher als die Mittelwerte der Kontrollen (Mittelwert GSL Kontrollen:

69, Standardabweichung: 10) liegen.

In der folgenden Tabelle sind die Z-Scores und p-Werte basierend auf der computergestiitzten

Analyse aufgelistet:

Z-Score p-Wert
M. adductor magnus 4,0 p < 0,001
M. rectus abdominis 1,8 p <0,001
M. gastrocnemius 1,5 p <0,001
M. deltoideus 1,5 p <0,001
M. biceps brachii 1,4 p < 0,001
M. triceps brachii 1,2 p < 0,05
M. rectus femoris 1,1 p < 0,001
M. biceps femoris 0,8 p < 0,05
M. tibialis anterior 0,8 p < 0,05
M. erector spinae 0,5 nicht signifkant
M. semimembranosus 0,5 p < 0,05
M. gracilis 0,4 nicht signifkant
M. adductor longus 0,1 nicht signifkant
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Abbildung 11 Graphische Gegenuberstellung der Normalverteilungen (computergestiitzte Analyse) und Veranschaulichung anhand des Z-Scores. Dargestellt sind alle 13
untersuchten Muskelgruppen. Die blauen Graphen reprasentieren die Patienten, die roten die Kontrollen. Beim M. adductor magnus wurde fiir den Z-Score der héchste Wert

ermittelt. (Die Y-Achse zeigt die Wahrscheinlichkeitsdichte, auf der X-Achse liegen die Echogenitatswerte der computergestiitzten Auswertung).

Diese Graphik wurde bereits publiziert [133] und darf mit Genehmigung des Journals in dieser Dissertation abgebildet werden.
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4.4 Exemplarische Darstellung von Muskelultraschallbefunden

Fir die visuelle Nachvollziehbarkeit der Ergebnisse dieser Studie werden im Folgenden die
Bilder einer Untersuchung eines Patienten und einer etwa gleichaltrigen Kontrolle sowie die
individuelle Veranderung der Ultraschallbefunde im Zeitverlauf zweier unterschiedlich alter

Patienten exemplarisch abgebildet.

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen Bilder von Muskelultraschalluntersuchungen eines 5,7-
jahrigen DMD-Patienten und einer 5,8-jahrigen Kontrolle. Beide Abbildungen zeigen alle 13

untersuchten Muskel(-gruppen).

P 9/ Alter 5,7 Jahre

Abbildung 12 Exemplarische Darstellung einer Ultraschalluntersuchung eines Patienten. Der M. adductor magnus

des Patienten weist der M. adductor magnus bereits eine erhohte Echogenitat auf (Pat 9, Alter 5,7 Jahre). Im
verblindeten visuellen Rating des Patienten wurden fast alle dargestellten Muskeln, abgesehen vom M. adductor
magnus, mit einer ,, 1“ bewertet. Der M. adductor magnus wurde in diesem Befund unabhangig und einheitlich

mit einer ,,2“ bewertet.

(1=M. adductor magnus, 2=M. gracilis, 3=M. adductor longus, 4=M. rectus femoris, 5=M. semimembranosus,
6=M. biceps femoris, 7=M. tibialis anterior, 8=M. gastrocnemius, 9=M. erector spinae, 10=M. rectus abdominis,

11=M. biceps brachii, 12=M. triceps brachii, 13=M. deltoideus)
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K10 / Alter 5,8 Jahre

Abbildung 13 Exemplarische Darstellung einer Ultraschalluntersuchung einer gesunden Kontrolle. Keiner der

sonographisch untersuchten Muskeln weist eine erhéhte Echogenitat auf (Kontrolle 10, Alter 5,8 Jahre). Im
visuellen Rating via modifizierter Heckmatt-Skala wurden alle Muskeln von den drei bewertenden Arzten

unabhdngig voneinander mit einer ,1“ bewertet.

(1=M. adductor magnus, 2=M. gracilis, 3=M. adductor longus, 4=M. rectus femoris, 5=M. semimembranosus,
6=M. biceps femoris, 7=M. tibialis anterior, 8=M. gastrocnemius, 9=M. erector spinae, 10=M. rectus abdominis,

11=M. biceps brachii, 12=M. triceps brachii, 13=M. deltoideus)
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In der computergestiitzten GSL-Analyse wurden fiir die in Abbildung 8 dargestellten Muskeln
eines Patienten und der in Abbildung 9 dargestellten Muskeln einer altersgerechten Kontrolle

folgende Werte ermittelt:

Mittlerer Grauwert Mittlererer Grauwert
Patient / 5,7 Jahre Kontrolle / 5,8 Jahre

M. rectus femoris 65 56

M. adductor longus 55 45

M. gracilis 67 61

M. adductor magnus 114 63

M. semimembranosus 39 64

M. biceps femoris 17 60

M. tibialis anterior 48 71

M. gastrocnemius 74 72

M. erector spinae 75 54

M. rectus abdominis 50 33

M. biceps brachii 48 55

M. triceps brachii 68 28

M. deltoideus 45 32

Die Abbildungen 14 =zeigt nun ausschnittsweise die Verdanderungen im Bereich der
Adduktoren, des M. rectus femoris und des M. gastrocnemius des Patienten 9 (Alter 5-6,5
Jahre) sowie des Patienten 11 (Alter 8-9,5 Jahre) Uber einen zeitlichen Verlauf von 18
Monaten. Die Uberproportionale Zunahme der Echogenitdt beim M. adductor magnus ist

deutlich zu erkennen.
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Abbildung 14 Sonographische Verlaufsuntersuchungen von zwei Patienten mit Darstellung der
medialen und ventralen Muskeln des Oberschenkels und des M. gastrocnemius (ermittelte Grauwerte

siehe Tabellen auf Seite 43).
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Die computergestiitzten Analysen der sonographischen Befunde der Patienten P9 und P11

(Abbildung 14)

Vergleich wurden GSL-Werte von altersgerechten Kontrollen erganzt:

M. adductor magnus (1)
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M. adductor longus (3)
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Im verblindeten visuellen Rating wurden dieselben Befunde hinsichtlich der Echogenitat von

den drei bewertenden Arzten anhand der modifizierten Heckmatt-Skala wie folgt bewertet:

P9/ Alter5 P9/ Alter 5,7 P 9/ Alter 6,5 Kontrolle / Alter 6
Jahre Jahre Jahre Jahre
M. adductor magnus (1) 2/1/2 2/2/2 3/2/3 1/1/1
M. gracilis (2) 1/1/1 1/1/1 1,5/1/1,5 1/1/1
M. adductor longus (3) 1/1/1 1/1/1 1,5/1/1 1/1/1
M. rectus femoris (4) 1/1/1 1/1/2 1,5/1/1 1/1/1
M. gastrocnemius (8) 2/1/2 2/1/2 1/1/1 1/1/1
P11/ Alter 8 P11/ Alter9 P 11/ Alter 9,5 Kontrolle / Alter 9,5
Jahre Jahre Jahre Jahre
M. adductor magnus (1) 2/3/2 4/3/4 4/3/4 1/1/1
M. gracilis (2) 1/1/1 1/1/1 2/2/1 1/1/1
M. adductor longus (3) 1/1/1 1/1/1 2/2/2 1/1/1
M. rectus femoris (4) 1/1/1 2/2/2 3/2/2 1/1/1
M. gastrocnemius (8) 1/1/1 2/2/2 2/2/2 1/1/1

Sowohl bei der computergestiitzten Auswertung als auch bei der visuellen Auswertung
zeigte der M. adductor magnus die grofSten Veranderungen im Echogenitatsniveau. Bei den
Kontrollohorten konnten bei beiden Methoden keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden.
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4.5 Alter bei ersten Veranderungen im Muskelultraschall und Vergleich zum
motorischen Plateau

Unter dem motorischen Plateau versteht man die Phase 2 der Duchenne Muskeldystrophie,
bei der der Patient zwar keine motorischen Fortschritte mehr macht und zeitgleich noch keine
relevanten dystrophischen Umbauprozesse stattgefunden haben. Fiir diese Studie wurde das
motorische Plateau Uber den 6 min Gehtest definiert (keine weitere Zunahme der
Gehstrecke), in die Bewertung flossen aber noch weitere Befunde, die Geschwindigkeit und
Technik beim Treppensteigen bzw. beim Aufstehen vom Boden. Vier unserer Patienten, die
bereits Veranderungen im Ultraschall zeigten, hatten zum Zeitpunkt der letzten Untersuchung
das motorische Plateau noch nicht erreicht, da sie bis zu diesem Zeitpunkt noch konstant

motorische Fortschritte aufwiesen. Diese Kinder waren 2, 3,4, 5,3 und 5,7 Jahre alt.

Beim einem Patienten ldsst sich der zeitliche Ablauf der Verdanderungen nicht mehr eindeutig
nachvollziehen. Bei diesem Patienten waren zum Zeitpunkt der ersten klinischen und
sonographischen Untersuchung bereits deutliche Veranderungen im M. adductor magnus
sichtbar. Seine motorische Plateauphase hatte der Patient zu diesem Zeitpunkt ebenfalls

bereits erreicht.

Bei allen anderen Patienten zeigte sich ein einheitliches Muster, unabhangig vom Alter
(Tabelle 2; Abbildungen 7-11), mit sonographischen Verdanderungen im M. adductor magnus

friiher und Gberproportional ausgepragter als im M. rectus femoris und im M. gastrocnemius.

Unsere Patienten zeigten die ersten sonographischen Verdanderungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Insgesamt konnten Verdanderungen der Echogenitat in einer Altersspanne von
3,3-8,1 Jahren beobachtet werden. Dies galt sowohl fiir die visuellen Befunde als auch fiir die
computergestiitzten Berechnungen. Das Alter der ersten Veranderungen im Ultraschall wurde
mit dem motorischen Plateau der Patienten verglichen. Die Daten von 13 Kindern lassen den
Rickschluss zu, dass das motorische Plateau innerhalb eines Zeitraums von einigen Monaten

bis mehr als 2 Jahre nach dem Auftreten von ersten Verdanderungen eintrat.

Drei Patienten unserer Studienkohorte lassen zu dieser Fragestellung keine Riickschlisse zu.
Diese drei Kinder hatten bis zur letzten Untersuchung im Alter von 3,3, 4,9 und 6,6 Jahren
noch keinerlei sichtbare Veranderungen im Ultraschall. Zudem hatten sie das motorische

Plateau noch nicht erreicht.
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5 Diskussion

Hinsichtlich der Therapie der DMD gibt es bislang keinen kurativen Ansatz. Kortikosteroide
sind bislang die einzigen pharmakologischen Wirkstoffe, die den dystrophischen
Umbauprozess der Muskulatur verlangsamen und so die Gehfahigkeit der Patienten
verlangern [54, 55]. Dennoch miissen hierbei die Nebenwirkungen einer Behandlung mit
Glucocorticoiden (Stammfettsucht, Wachstumshemmung, Osteoporose) bericksichtigt
werden. Zum optimalen Behandlungszeitpunkt und dem Therapieschema mit
Kortikosteroiden gibt es bislang keinen gemeinsamen Konsens. Es wird allerdings empfohlen,
die Therapie zu beginnen, sobald die motorische Entwicklung des Patienten ein Plateau
erreicht beziehungsweise sich zu verschlechtern beginnt [49]. Seit Juli 2018 ist das
Medikament Ataluren in Europa zugelassen. Die Therapie zielt darauf auf Nonsense-
Mutationen zu Uberbriicken [66] und dementsprechend ein funktionsfahiges Protein zu
translatieren. Bei Patienten, die mit Ataluren behandelt wurden, konnte nach einem
Behandlugnsjahr im Vergleich zu den mit Placebo behandelten Patienten eine langere
Gehstrecke innerhalb von sechs Minuten gemessen werden [70]. Weitere Gentherapeutika

werden derzeit erforscht.

Zur Beurteilung der Krankheitsprogression bei der DMD sind reproduzierbare und valide
Outcome-Paramteter beziehungsweise Methoden notwendig. Klinische
Funktionsuntersuchungen (6MWT, TFT, NSAA) sind stark von der Compliance jlingerer
Patienten und den kognitiven Fahigkeiten abhangig. Die Beurteilbarkeit der
Krankheitsprogression mittels klinischer Funktionstestungen beschrankt sich dadurch auf
dltere und mental weniger beeintrachtigte Patienten. Analog verhalt es mit der Testung neuer
Medikamente [70, 134]. Zusatzlich begrenzt der physiologische Verlauf der DMD den
Stellenwert rein motorischer Tests zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs. Das hangt damit
zusammen, dass die Kinder bis zur prapubertiaren Phase weiterhin motorische Fahigkeiten
erlangen, obwohl der Krankheitsprozess bereits begonnen hat. Die Geschwindigkeit der
normalen Entwicklung "Uberholt" quasi die friihe Phase der Muskeldegeneration, was
schlieBlich zu einer Plateauphase im Grundschulalter fuhrt (in unserer Kohorte im mittleren
Alter von 7 Jahren). Das individuelle Alter des Plateaus ist entsprechend nicht genau
vorhersagbar, wie es die Falle in der Abbildung 14 unserer Kohorte veranschaulichen. Folglich
muss die Verbesserung der motorischen Fahigkeiten infrage gestellt werden, solange nicht

klar ist, ob sich der Patient bereits in der Phase der motorischen Regression befindet. Eine
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Vergleichbarkeit ist nur dann moglich, wenn der Patient bereits einen gewissen Grad des
dystrophischen Umbauprozesses durchlaufen hat. Daher scheint die Messung der
Verbesserung in rein motorischen Tests im Wesentlichen erst ab dem Alter von 6-7 Jahren

valide.

Einige Studien verwenden als Surrogatmarker die Dystrophin-Expression in Muskelbiopsien
[134], was ein invasives Verfahren darstellt. Die Entwicklung weiterer valider und funktioneller
Outcome-Parameter sind somit Grundvoraussetzung, um die Evidenz fir klinische Studien bei

Jungen mit friihzeitig erkannter DMD zu erh6hen [135].

Der Muskelultraschall und die Magnetresonanztomographie werden zu diesem Zweck bereits
eingesetzt. In mehreren MRT-Studien wurden diffuse fibrés-fettreiche Veranderungen auf
MRT-Scans der T1-gewichteten-Muskeln von DMD-Patienten dargestellt und das ausgepragte
Beteiligungsmuster der unteren GliedmalRen beschrieben [103, 109, 110]. Die MRT ist zwar
nicht vom behandelnden Arzt abhangig, sie stellt bei jingeren Patienten jedoch oft eine
Herausforderung dar, da sie stark von der Mitarbeit des Patienten abhangt und in der Regel
eine Narkose oder Sedierung der jungen Patienten notwendig ist. Im Vergleich zur MRT
bediirfen Ultraschalluntersuchungen keiner Sedierung oder Narkose und sind in der klinischen

Praxis zur Verlaufsbeurteilung kostenglinstig und nahezu ubiquitar verfligbar.

Dem aktuellen Stand der Literatur nach, ist die friihe und deutlich sichtbare sonographische
Beteiligung des M. adductor magnus allerdings noch nicht beschrieben. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass der M. adductor magnus im Verhdltnis zu anderen Muskelgrupen
Uberproportional frith und deutlich betroffen ist. Bei allen Patienten, die im Muskelultraschall
bereits nachweisbare Veranderungen aufwiesen, war einheitlich der M. adductor magnus der
erste betroffene Muskel. Diese Verdanderungen waren sowohl in der computergestitzten
Auswertung als bei der visuellen Auswertung ersichtlich. In unserer Studie gingen diese
Veranderungen der sichtbaren Degeneration des M. rectus femoris und des M. gastrocnemius
voraus, welche bislang tiblicherweise in Ultraschallstudien zur DMD untersucht wurden [121,
136]. Die sonographischen Veranderungen des M. adductor magnus waren zudem bei der
Mehrheit der Patienten vor Erreichen ihrer motorischen Plateauphase nachweisbar, traten
bei der Halfte der Patienten vor dem Alter von 5 Jahren auf und gingen der motorischen
Regression voraus. Dementsprechend kénnen die Ergebnisse dieser Studie einen eindeutigen
Beitrag hinsichtlich des Untersuchungsprotokolls leisten. Unsere Daten zeigen, dass ein
erweitertes Standardprotokoll dazu beitragen kénnte, dass vor allem auch jlingere Patienten,
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die bereits einen relevanten dystrophischen Prozess durchlaufen haben, im Verlauf leichter
beurteilt werden. Ferner kann mit unseren Ergebnissen die Erkennungsrate von frithen
Veranderungen in der DMD verbessert und die Differentialdiagnose einer neuromuskularen
Erkankung durch Mustererkennung erleichtert werden. Mehrere Studien konnten die hohe
Sensitivitat und Spezifitat des Ultraschalls bei der Erkennung von neuromuskuldren Stérungen
belegen [118-122]. Insbesondere sollte der M. adductor magnus, der den Beginn des
sonographischen Umbaus darstellt, in das sonographische Untersuchungsprotokoll mit
einbezogen werden. Angesichts der verfligbaren MRT-Daten kann diskutiert werden, ob der
Musculus gluteus maximus auch bei sehr jungen Patienten, insbesondere in klinischen
Studien, in das Untersuchungsprotokoll aufgenommen werden sollte. Technisch gesehen ist
dies allerdings recht schwierig, da der M. gluteus maximus aufgrund des subkutanen

Fettgewebes am Gesal nicht gut durch den Ultraschall darzustellen ist.

In unserer Studie wurden die sonographischen Befunde sowohl visuell als auch
computergestiitzt ausgewertet. In beiden Methoden konnte ein signifikanter Anstieg in etwa
der Halfte der untersuchten Muskelgruppen festgestellt werden. In friiheren Studien wurden
eine hohere Sensitivitdt und Spezifitat der GSL-Analyse im Vergleich zur visuellen Analyse
beschrieben[128, 137, 138] und es wurde empfohlen, den quantitativen Ultraschall als
Outcome-Parameter fiir die Beurteilung von Jungen mit DMD zu nutzen. Ein Anstieg des GSL
korrelierte dabei mit der Gehfahigkeit, der funktionellen Einstufung, der Muskelkraft und den
motorischen Fahigkeiten [139]. Je friiher ein dystrophischer Umbau in der Sonographie
quantifiziert werden konnte, umso spater wurde das freie Gehen erlernt und ferner war umso
friher war ein Verlust ein Verlust motorischer Fdhigkeiten zu erwarten. Ein schwerer
Phanotyp konnte demnach mit einem verspateten Erreichen motorischer Meilensteine
assoziiert sein. Dennoch sollte berlicksichtigt werden, dass diese Studie keine Daten zu
kognitiven Defiziten enthdlt und dass solche die friihe motorische Entwicklung ebenfalls

beeinflussen kdnnen.

Die computergestiitzte Analyse kann gegeniliber dem qualitativen Ultraschall jedoch nicht als
deutlich Gberlegen angesehen werden. Da die visuelle Bewertung von Muskelverdanderungen
in der Regel auf einer Vier-Punkte-Skala basiert, ist die GSL-Analyse im Durchschnitt zwar
etwas praziser, erst kirzlich wurden die Sensitivitdat und Spezifitdit des qualitativen
Muskelultraschalls durch einen Vergleich der sonographischen Klassifikation von

Muskelgewebsveranderungen mit klinischen und elektrophysiologischen Ergebnissen in einer
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Studie mit mehr als 130 Patienten mit neuromuskuldren Erkrankungen bewertet. Die Autoren
konnten dabei eine Genauigkeit von 82% bei der Erkennung myopathischer Verdanderungen
erzielen [135]. Diese Genauigkeit hdangt jedoch maligeblich von den Erfahrungen des
Untersuchers ab. Ein groBer Nachteil der GSL-Analyse gegeniiber des qualitativen Ultraschalls
ist der Zeitfaktor. Bei der GSL-Analyse missen die Ultraschallbefunde nach der Aufnahme
schlielRlich noch ausgewertet werden. Die ermittelten Werte hangen auRerdem stark von dem
jeweils benutzten Ultraschallgerat ab. Entsprechend wirde man fiir eine valide Auswertung
fir das jeweilige Gerat eine Kontrollgruppe bendtigen, um standardisierte Werte festzulegen.
Dadurch, dass bei der GSL-Analyse Momentaufnahmen der sonographischen Untersuchungen
dargestellt werden, geht die Dynamik, welche grundsatzlich ein entscheidender Charakterzug

des Ultraschalls ist, verloren.

Aufgrund dessen und der Tatsache, dass die Ergebnisse der visuellen und computergestiitzten
Analyse in dieser Studie vergleichbar sind (siehe Abbildungen 7-11 und Tabellen 4 und 5), wird
somit durch unsere Arbeitsgruppe nahegelegt, dass in Kliniken der qualitative
Muskelultraschall die Methode der ersten Wahl bleiben sollte. Die GSL-Bestimmung kénnte
in der klinischen Arzneimittelentwicklung jedoch durchaus einen Stellenwert finden. Dabei
miusste jedoch eine zentreniibergreifende Vergleichbarkeit durch Vorgabe von Geraten und

Einstellungen an den einzelnen Standorten angestrebt werden.
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6 Zusammenfassung

Mit etwa einem von 3500 betroffenen mannlichen Neugeborenen ist die DMD die am
haufigsten x-chromosomal vererbte muskuldre Erkankung im Kindesalter [1, 2]. Betroffene
Jungen fallen durch eine verzogerte motorische Entwicklung auf und werden im weiteren
Verlauf schliefSlich rollstuhlpflichtig. Pathophysiologisch zeichnet sich die Erkrankung durch
Mutationen im Dystrophin-Gen aus, welches im gesunden Zustand die Muskelfasern vor
kontraktionsbedingten Schaden schiitzt. Bei erkrankten Kindern resultiert durch die
Mutationen ein Dystrophinmangel, der zu einem Untergang der Muskelfasern fuhrt, welche

nachfolgend durch Binde- und Fettgewebe ersetzt werden [25, 34, 35].

Durch bildgebende Verfahren kdnnen diese dystrophischen Umbauprozesse dargestellt
werden. Hierzu eignen sich die MRT und der Muskelultraschall. Mittels beider
Untersuchungen ist das Remodelling durch einen Anstieg der Intensitdt (MRT)
beziehungsweise der Echogenitat (Sonographie) erkennbar. Im Vergleich zur MRT bedirfen
Ultraschalluntersuchungen keiner Sedierung oder Narkose und sind in der klinischen Praxis
zur Verlaufsbeurteilung kostenglinstig und nahezu ubiquitar verfligbar. Prospektive Studien
bei Kindern haben bei der Auswertung der Muskelechogenitat via Ultraschalldiagnostik eine
Sensitivitat von 87-92% (durch Quantifizierung der Echogenitdt des Muskels) und eine

Spezifitat von 84-92% ergeben [120, 126, 127].

Ziel dieser Studie war es, ein reproduzierbares Muster der Muskelbeteiligung anhand des
Muskelultraschalls in friihen Stadien zu erkennen, méglicherweise sogar bereits vor dem

Nachweis eines motorischen Regresses.

Daflir wurden 25 Kinder mit genetisch nachgewiesener DMD (iber einen Zeitraum von drei
Jahren (2015-2018) mittels qualitativem und quantitativem Ultraschall an 13 Muskelgruppen
untersucht. Die Patienten waren bei der Erstuntersuchung zwischen 1 und 6 Jahre alt und
zeigten noch keine Verschlechterung in ihren motorischen Fahigkeiten. Zur Definition der
Normwerte wurde eine Kontrollkohorte an gesunden Kindern nach identischem Schema
untersucht. Die Ultraschallbefunde wurden quantitativ mittels GSL durch das Programm
Imagel) und qualitativ mittels verblindeter visueller Beurteilung via modifizierter Heckmatt-
Skala durch drei im Muskelultraschall bei neuromuskuldren Erkrankungen erfahrene Arzte

bewertet. Die statistische Analyse wurde mit Microsoft Excel 2020 durchgefihrt.
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Mithilfe des Muskelultraschalls konnte der M. adductor magnus als der Muskel mit den
friihesten und auffalligsten Veranderungen identifiziert werden. Diese Verdanderungen gingen
der motorischen Regression der Patienten voraus. Beim Muskelultraschall-Screening setzen
bislang viele Zentren den Fokus auf den M. quadriceps femoris, den M. biceps brachii oder die
Wadenmuskulatur [121, 136]. Die aus dieser klinischen Studie gewonnen Daten zeigen, dass
ein erweitertes Untersuchungsprotokoll, unter Einbeziehung der Adduktoren, die Erkennung
von friihen Veranderungen in der DMD verbessern konnte. Bei der Halfte der Patienten traten
die dystrophischen Veranderungen am M. adductor magnus bereits vor dem 5. Lebensjahr
auf. Dementsprechend kdnnten jlingere Patienten, die bereits dystrophische Verdanderungen
aufweisen, von einer standardisierten Verlaufsbeurteilung profitieren, insbesondere was die
individuelle Therapieentscheidung betrifft. Bislang sind noch keine eindeutigen Daten zum
optimalen Behandlungsbeginn mit Kortikosteroiden ver6ffentlicht. In einer kirzlich
veroffentlichten Studie von Birnkrant et al. wird empfohlen, die Behandlung mit
Kortikosteroiden zu beginnen, bevor die motorischen Fahigkeiten signifikant abnehmen [140].
Da das Alter des Erreichens der motorischen Plateauphase variabel ist, konnte der
sonographische Nachweis eines dystrophischen Remodellings in einzelnen Muskelgruppen in
die Entscheidung (ber den Zeitpunkt des Therapiebeginns mit Kortikosteroiden
miteinbezogen werden. Zudem lassen die Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass der Einsatz
des Muskelultraschalls zur Beurteilung der Wirksamkeit neuer pharmakologischer Substanzen

in der jlingeren Patientenkohorte sinnvoll sein konnte.

Schlussfolgerung

Wir erhoffen uns, mit dem aus dieser klinischen Studie erworbenen Wissen einen Mehrwert
in den Therapieansatzen der DMD zu schaffen, den Muskelultraschall als routinemaRig
genutztes klinisches Untersuchungsinstrument in neuropadiatrischen Zentren weiter zu
etablieren und den M. adductor magnus mit in das Untersuchungsprotokoll aufzunehmen.
Ferner konnte der Muskelultraschall inbesondere bei jlingeren Patienten als zusatzliche
Methode zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs, eventuell auch standardisiert im Rahmen
klinischer Studien und zur Entscheidungsfindung bezlglich des optimalen Zeitpunkts zum

Therapiebeginn mit Kortikosteroiden, bei DMD-Patienten eingesetzt werden.
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8 Anhang
8.1 Abkirzungsverzeichnis

6MWT
BMD
DAPC
DMD
GSL
MRT
NSAA
TFT

6-Minuten-Gehtest (6-minute walk test)
Muskeldystrophie vom Typ Becker-Kiener
Dystrophin-assoziierter Glykoprotein-Komplex
Duchenne-Muskeldystrophie
Graustufenniveau (Grayscale Level)
Magnetresonanztomographie

North Star Ambulatory Assessment

Zeitfunktionstestung (Timed Function Test)
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