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Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift

Die vorliegende Dissertation wurde im Dr. von Haunerschen Kinderspital im Zentrum
fur neuromuskulare Erkrankungen unter Betreuung von Prof. Dr. Wolfgang Mdller-
Felber und PD Dr. Astrid Blaschek angefertigt. Die Konzeption der Studie erfolgte
durch  Prof. Dr. Wolfgang Miuller-Felber. Die Funktionstestungen und
mechanographischen Testungen fuhrten vier erfahrene Physiotherapeutinnen durch.
Die computergestutzten Datenerhebungen wurden eigenstandig durchgefuhrt. Diese
Daten umfassen 474 Untersuchungsbefunde. Die statistische Auswertung dieser
Daten und die Erstellung der Abbildungen und Tabellen wurden nach initialer Schulung
durch PD Dr. Katharina Vill und Dr. Moritz Tacke selbstandig durchgefuhrt und

interpretiert.
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1 Einleitung

Die Muskeldystrophie Duchenne gehort zu den seltenen Erkrankungen, die in
Deutschland etwa einen von 3500 Jungen betrifft [1]. Sie ist die haufigste
neuromuskulére Erkrankung im Kindesalter und wird X-chromosomal rezessiv vererbt.
Pathophysiologisch liegt eine Mutation im Dystrophin-Gen vor, die zu einem
vollstandigen Verlust des Proteins Dystrophin in der Muskelfasermembran fihrt [2].
Klinisch resultiert eine progressive Muskelschwéache, die sich im friilhen Kindesalter in
einer Schwéche der Becken- und Oberschenkelmuskulatur auf3ert und im Verlauf die
Herz- und Atemmuskulatur betrifft [3-5]. Mittlerweile liegt das mediane Uberlebensalter

bei adaquater Therapie der pulmonalen und kardialen Insuffizienz bei 35 Jahren [6, 7].

1.1 Atiologie und Pathophysiologie

Anfang der achtziger Jahre wurde erstmals das fur die Muskeldystrophie Duchenne
verantwortliche Gen, das auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms an Stelle Xp21.2
lokalisiert ist, identifiziert [8, 9]. Das Dystrophin-Gen ist eines der grof3ten
menschlichen Gene mit etwa 2,3 Millionen Basenpaaren sowie 79 kodierenden Exons
und stellt 0,1% des gesamten Genoms dar [10, 11]. Das Genprodukt ist das Protein
Dystrophin, das aus 3685 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 427 kDa
besteht [12, 13]. Es setzt sich aus vier funktionellen Hauptdomé&nen zusammen: eine
aminoterminale Aktin-Bindungsstelle, eine zentrale Doméne mit 24 repetitiven

Sequenzen, eine cysteinreiche Domane und eine C-terminale Doméane [12].

Dystrophin spielt eine essenzielle Rolle als Bindungsprotein zwischen dem kontraktilen
Apparat und der Zellmembran einer Muskelzelle. Es befindet sich auf der
intrazellularen Oberflache des Sarkolemms entlang der Muskelfasern und bildet in
Verbindung mit einem Glykoprotein-Komplex den Dystrophin-assoziierten
Proteinkomplex (DAPC) [14, 15]. Dieser Komplex stabilisiert bei Kontraktion die
Plasmamembran durch Bindung an F-Aktin mit seiner aminoterminalen Doméane und
an B-Dystroglykan mit der C-terminalen Domé&ne und schitzt die Muskelfasern vor
Kontraktionsschaden [16]. Bei Fehlen von Dystrophin kommt es zum Verlust des
DAPC und dadurch zu einer verminderten mechanischen Stabilitat der Muskelzellen
sowie zu einem Leck des Sarkolemms [17]. Es resultiert eine Degeneration von
Muskelzellen, im Verlauf werden die Muskelfasern durch Binde- und Fettgewebe
ersetzt [18].



Mutationen im Dystrophin-Gen resultieren in einer Muskeldystrophie vom Typ
Duchenne mit einem nicht-funktionsfahigen und verkirzten Dystrophin-Protein. GroRRe
out-of-frame Deletionen, bei denen mehr als ein Exon betroffen ist, finden sich in 65-
70% der Mutationen, Uberwiegend in den Exons 45-53. Deutlich seltener treten
Duplikationen, Punktmutationen oder kleine Deletionen auf, die eine Verschiebung des
Leserasters verursachen [19]. Bei der Muskeldystrophie vom Typ Becker-Kiener zeigt
sich eine Deletion ohne Verschiebung des Leserasters, sodass ein teilweise
funktionstiichtiges Protein entsteht und die Betroffenen einen weniger schweren
Verlauf zeigen [20, 21].

1.2 Klinik und Verlauf

Die Betroffenen zeigen zwischen dem dritten und flinften Lebensjahr eine
progrediente, proximal betonte Muskelschwache, beispielsweise mit Schwierigkeiten
beim Treppensteigen oder haufigen Stirzen [3, 4]. Beim Aufstehen ist das Gowers-
Zeichen als Hinweis auf eine proximale Schwache zu erkennen [22]. Teilweise fallen
die Patienten aber auch primar durch eine globale, sprachliche oder motorische
Entwicklungsverzégerung auf  [23-25].  Unspezifisch  findet sich eine
Pseudohypertrophie der Wadenmuskulatur [26], bei Belastung kbnnen Muskelkrampfe
oder Schmerzen in den Waden auftreten [27]. Im weiteren Verlauf betrifft die
Muskelschwache auch die Arm-, Schulter- und Rumpfmuskulatur sowie die distalen
Extremitaten [3, 4]. Kontrakturen betreffen initial vor allem die Huft- und Kniegelenke
[27], des Weiteren bilden sich haufig Spitzfu3e. Im Alter von 8-12 Jahren kommt es
zum Verlust der Gehfahigkeit [4] und zu einer Zunahme der Kontrakturen [28]. Mit dem
Beginn der Rollstuhlpflichtigkeit und dem pubertaren Wachstumsschub bildet sich
haufig eine Skoliose aus [29]. Erste kardiale Auffalligkeiten kdnnen ab dem 5.
Lebensjahr in der Echokardiographie sichtbar werden, klinisch treten sie frihestens ab
dem 10. Lebensjahr auf, tGber das 18. Lebensjahr hinaus sind nahezu alle Patienten
von einer Kardiomyopathie betroffen [30]. Erste Kklinische Zeichen einer
respiratorischen Insuffizienz wie morgendliche Kopfschmerzen, Tagesmdudigkeit,
Gewichtsverlust oder Schlafstérungen treten zwischen dem 12. und 14. Lebensjahr
auf [31]. Die Vitalkapazitat sinkt folgend um 4-8% pro Jahr ab, bei einer Vitalkapazitat
unter einem Liter liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 8% [32, 33]. Kognitive

Einschrankungen liegen bei einem Teil der Patienten vor [34], 31% der Patienten
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zeigen einen Intelligenzquotienten unter 75% [35]. Verhaltensauffalligkeiten im Sinne
einer Aufmerksamkeits- und Hyperaktivitatsstérung liegen bei etwa 12% vor, im Sinne

einer Autismusspektrum-Stoérung bei 3% [36].

1.3 Diagnostik

Von Geburt an zeigt sich eine Erh6éhung der Kreatinkinase [37]. Diese kann
beispielsweise im Rahmen einer Routineuntersuchung oder einer akuten Erkrankung
nachgewiesen werden. Meist zeigt sich begleitend eine Erh6hung der Transaminasen,
Aldolase oder Laktatdehydrogenase [38]. Des Weiteren erfolgt eine Bestimmung der
genannten Parameter bei klinischen Auffalligkeiten einer Muskelschwéche, meist im
Kindergartenalter. Als nachster diagnostischer Schritt wird eine molekulargenetische
Untersuchung zur Bestéatigung der Diagnose durchgefiihrt, diese stellt die Methode der
ersten Wahl dar. Initial wird dabei nach Duplikationen und Deletionen im Dystrophin-
Gen untersucht, da 65-70 % der Patienten diese aufweisen [19, 39]. Bei negativem
Ergebnis erfolgt im zweiten Schritt eine Untersuchung auf Punktmutationen oder eine
Gen-Panel-Untersuchung [40, 41]. Bei fehlendem genetischem Nachweis und weiter

bestehendem Verdacht ist in Einzelfallen eine Muskelbiopsie zu erwagen [42].

1.4 Therapie

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine kurative Behandlung der Muskeldystrophie
Duchenne. Therapiestandard zur Verlangerung der Gehfahigkeit ist die Medikation mit
den Kortikosteroiden Prednisolon oder Deflazacort [43]. Dabei zeigt die tagliche Gabe
Vorteile bezuglich der motorischen und pulmonalen Funktion im Vergleich mit dem
alternierenden 10 Tage on/off-Schema [44]. Bei Patienten mit Nonsense-Mutation ist
die Therapie mit dem Wirkstoff Ataluren eine Option, die ebenfalls den
Krankheitsprogress verlangsamt [45]. Die Nonsense-Mutation bewirkt ein vorzeitiges
Stopcodon und folgend einen verfriihten Abbruch der Translation mit Entstehung eines
verkirzten nicht-funktionellen Proteins. Ataluren fuihrt zu einer Uberbriickung des
Stopcodons und damit zur Ausbildung eines funktionsfahigen Proteins [46]. Ein
weiteres mutationsspezifisches Medikament ist das Antisense-Oligonukleotid
Eteplirsen. Die Ausbildung eines funktionsfahigen Dystrophin-Proteins wird dabei
durch Uberspringen von Exon 51 beim Splicing der pra-mRNA wieder hergestellt [47].

In der praklinischen und klinischen Entwicklung befinden sich weitere, potenzielle
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Gentherapien wie das Einschleusen von Mikro-Dystrophinen in adenoassoziierte Viren
(AAV) [48] oder die Genom-Editierung mittels CRISPR/Cas9-System mit dem Ziel
Dystrophin wiederherzustellen [49]. In einer Phase-2-Studie befinden sich Versuche
mit kardialen Stammzellen, die Patienten im fortgeschrittenen Stadium intravends
verabreicht werden [50]. Standard in der symptomatischen Therapie sind regelméafiiige
Physiotherapie, eine adaquate Hilfsmittelversorgung, eine medikamentdse Therapie

der Kardiomyopathie, orthopadische Eingriffe sowie eine assistierte Beatmung.

1.5 Kilinische Verlaufsuntersuchungen

In regelmafigen Abstanden sollten Verlaufsuntersuchungen stattfinden. Diese dienen
einerseits der Evaluation der orthopadischen, kardiologischen, respiratorischen und
psychosozialen Situation. Andererseits erfolgt eine Beurteilung der motorischen
Funktionen. Diese wiederum bilden, Gber mehrere Jahre aufgezeichnet, ein Abbild des
Krankheitsverlaufes der Muskeldystrophie Duchenne. Zur Testung der motorischen
Fahigkeiten werden klassische Funktionstestungen wie der 6-Minuten-Gehtest
(6MWT), das Hinaufsteigen von vier Treppenstufen oder das Aufstehen aus der
Ruckenlage angewandt. Des Weiteren ist eine Beurteilung der motorischen
Leistungsfahigkeit mithilfe der Mechanographieplatte maoglich, auf der die Patienten
einen Aufstehversuch und einen bipedalen Einzelsprung durchfuhren.

1.5.1 Klassische Funktionstestungen

Der bewahrteste Test zur Beurteilung der motorischen Fahigkeiten bei Patienten mit
neuromuskularen Erkrankungen ist der 6MWT. Einerseits wird er genutzt, um den
Krankheitsverlauf zu evaluieren, andererseits die Wirkung und Effektivitat neuer
medikamentoser Therapien [51]. Er dient somit als primarer Outcome-Parameter bei
neuromuskularen Erkrankungen [52]. Urspringlich wurde er konzipiert, um die
kardiale, pulmonale und muskulare Leistungsfahigkeit pré- und postoperativ bei
Patienten mit kardialen und pulmonalen Erkrankungen zu messen [53, 54]. Der Patient
geht dabei zlgig fur sechs Minuten auf einer ebenen und harten Oberflache, die
erreichte Strecke wird gemessen. Meist wird keine maximale Leistung erreicht, da der
Patient den 6MWT in seiner eigenen Intensitat absolvieren und bei Bedarf auch kurze
Pausen machen darf. Somit wird der funktionelle Belastungsgrad bei alltaglichen

Aktivitdten abgebildet [55]. Es existieren altersabhangige Normwerte flr gesunde
9



Kinder und Jugendliche sowie fir Kinder mit einer Muskeldystrophie Duchenne [56,
57]. Unterschiede im 6MWT hangen von der Schrittlange und vom Alter ab.
Verbesserungen zeigen sich bis zu einem Alter von sieben bis acht Jahren, danach
verschlechtern sich die Kinder mit einer Muskeldystrophie Duchenne, wohingegen die
Werte bei gesunden Kindern stabil bleiben [56]. Neben dem 6MWT werden klassische
Zeitfunktionstests genutzt, beispielsweise die Zeitmessung beim Rennen einer Strecke
von 10 Metern, das Hinaufsteigen von vier Treppenstufen und das Aufstehen vom
Boden aus der Rickenlage [52]. Auch diese Tests sind einfach anzuwenden,
zuverlassig und reproduzierbar [58]. Eine Skala zur Beurteilung der motorischen
Fahigkeiten bei gehfahigen Patienten mit einer Muskeldystrophie Duchenne ist das
North Star Ambulatory Assessment (NSAA), das aus siebzehn verschiedenen
Testungen besteht und unter anderem auch die klassischen Zeitfunktionstests
beinhaltet [59]. In Gberarbeiteter Version ist das NSAA bereits bei Patienten ab drei
Jahren durchfihrbar [60].

1.5.2 Mechanographie

Ein weiteres diagnostisches Messverfahren zur Evaluation der Leistungsfahigkeit ist
die Mechanographie. Mittels einer Kraftmessplatte werden die Bodenreaktionskréfte
bei alltdglichen Bewegungen wie das Aufstehen von einem Stuhl (Chair rising test,
CRT) oder ein zweibeiniger Einzelsprung (Single two leg jump, S2LJ) gemessen. Im
Anschluss kdnnen Leistung, Kraft, Sprunghdhe, Geschwindigkeit und Steifigkeit
berechnet werden. Somit ist eine Aussage Uber die muskuloskelettale
Funktionsfahigkeit moglich. Weitere Testverfahren sind beispielsweise das mehrfache
ein- oder beidbeinige Hupfen sowie verschiedene Balance- und Gleichgewichtstests.
Etabliert wurde dieses Verfahren im Sportbereich [61], in der Orthopéadie [62-64] und
in der Geriatrie [65, 66], seltener wird es bisher bei Patienten mit neuromuskuléren
Erkrankungen angewandt [67, 68]. Es ist ebenfalls ein einfach durchzufihrendes,
sicheres und reproduzierbares Testverfahren [69, 70]. Es existieren altersabhangige
Normwerte fur gesunde Kinder und Jugendliche [71, 72], ab dem Alter von 12 Jahren
auch geschlechtsabhangige Normwerte [73]. Zudem wird der Esslinger Fitness Index
(EFI) berechnet, dieser gibt die Leistung bezogen auf das Korpergewicht in

Abhéangigkeit von Alter und Geschlecht in Prozent an [74]. Er erlaubt somit anhand der
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erreichten Ergebnisse eine Zuordnung zu alters- und geschlechtsnormierten

Referenzdaten.

Bisher gibt es wenige Studien, die eine maogliche Korrelation zwischen der
Mechanographie und den klassischen Funktionstestungen untersuchten,
insbesondere bei Patienten mit einer Muskeldystrophie Duchenne. Bei 58 gesunden
Erwachsenen zwischen 19 und 88 Jahren konnte ein starker Zusammenhang
zwischen der Mechanographie und etablierten Zeitfunktionstests wie ,timed up and
go“-Test und Laufgeschwindigkeit nachgewiesen werden [69]. Bei 41 Kindern mit einer
hereditaren motorischen und sensorischen Neuropathie konnte ebenfalls eine hohe
Korrelation zwischen diesen beiden Testverfahren gezeigt werden, die hdchste
Korrelation war beim S2LJ und dem Rennen von 10 Metern nachzuweisen (r = 0,74)
[68]. Eine weitere Studie bei 41 Kindern mit einer Muskeldystrophie Duchenne
bestétigte das Ergebnis (r = 0,62). Es konnte zudem gezeigt werden, dass der CRT
auch im fortgeschrittenen Krankheitsstadium durchgefiihrt werden kann, wohingegen
sich der S2LJ eher fur frihe Stadien eignet [67]. Dies geht einher mit der Beobachtung,
dass bei geriatrischen Patienten, die den S2LJ nicht mehr absolvieren kdénnen, der
CRT noch gut durchfihrbar ist. Bei einer Dauer Uber 10 Sekunden beim finfmaligen
Aufstehen, besteht des Weiteren ein hohes Sturzrisiko in den néchsten zwei Jahren
[75].

1.6 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist, eine Verlaufsuntersuchung der Muskeldystrophie Duchenne
mittels Mechanographie im Vergleich zu den klassischen, etablierten
Funktionstestungen durchzufuhren. Dabei soll die Frage beantwortet werden, ob es
eine Korrelation zwischen den Testverfahren gibt. Des Weiteren erfolgt eine Analyse

der retrospektiven Daten tUber den Krankheitsverlauf der Muskeldystrophie Duchenne.
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2 Patienten und Methoden

In die Studie wurden Verlaufsdaten von 77 Patienten im Alter von 3 bis 18 Jahren mit
genetisch nachgewiesener Muskeldystrophie eingeschlossen (Mittelwert zur
Erstuntersuchung: 6,33 Jahre, Median zur Erstuntersuchung: 5,82 Jahre, Mittelwert
Uber alle Visiten: 7,73 Jahre, Median Uber alle Visiten: 7,47 Jahre). Es erfolgten pro
Patient 1 bis 21 Visiten Uber einen Zeitraum von bis zu 6 Jahren. Insgesamt wurden
so 474 Untersuchungen im Rahmen der routinemafigen Verlaufskontrollen in der
neuromuskularen Ambulanz im integrierten sozialpadiatrischen Zentrum (iISPZ
Hauner) durchgefihrt. Patientencharakteristika inklusive genetischem Befund, das
Alter zur Untersuchung sowie die Therapien sind in Tabelle 1 und Abbildung 1

aufgefuhrt.

Die Patienten wurden durch langjéhrig erfahrene Physiotherapeutinnen im Bereich der
neuromuskularen Erkrankungen untersucht. Die Testungen bestanden aus dem
6MWT, den Zeitfunktionstests (10 m Rennen, Aufstehen aus der Ruckenlage, vier
Treppenstufen steigen, vier Treppenstufen abwarts) und den mechanographischen
Testungen (S2LJ, CRT). Sie wurden unter standardisierten Bedingungen mit der
gleichen Abfolge durchgefuihrt. Begonnen wurde mit dem 6MWT, der nach den
Empfehlungen der American Thoracic Society (ATS) ohne Pulsoxymetrie absolviert
wurde. Zur Begleitung und Unterstitzung im Falle eines Sturzes lief die Untersucherin
dabei hinter dem Patienten. Die absolvierte Distanz wurde in Metern gemessen. Die
Zeitfunktionstests erfolgten im Anschluss, sollten so schnell wie méglich durchgefihrt
werden und wurden in Sekunden gemessen. Fir das Steigen von vier Treppenstufen
wurde, angelehnt an das North Star Ambulatory Assessment (NSAA), ein
standardisiertes Treppenmodell mit vier Stufen verwendet. Zuletzt erfolgten die
mechanographischen Testungen mit dem Leonardo Mechanograph® GRFP (Novotec
Medical GmbH, Pforzheim, Germany). Dieser besteht aus einer Kraftmessplatte zur
Erfassung der Bodenreaktionskréfte, die mit einem Computer und der zugehdrigen
Analyse-Software (Leonardo Mechanography BAS v4.4) verbunden ist. Beim S2LJ
wird dreimalig ein bipedaler Sprung mit maximaler Ho6he und Ausholbewegung der
Arme durchgefiihrt. Fir den CRT wird auf der Kraftmessplatte eine Bank befestigt. Von
dieser steht der Patient fuinfmal aus sitzender Position so schnell wie mdglich auf und
setzt sich wieder hin. Auch hier werden drei Versuche durchgefuhrt, gemessen wird
jeweils die maximale Kraft in W/kg sowie in Bezug auf ein Referenzkollektiv in

Abhéangigkeit des Alters und des Geschlechts (Esslinger Fitness Index, EFI).
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Tabelle 1 Patientencharakteristika inklusive Mutation, Visiten und medikamentdse Therapie

Pat Mutation Visiten Therapie Pat Mutation Visiten Therapie
7] = = 7] = =
= 2 = < = 2 = ]
o 2 a g 3. 2 2 g
m @ [} m o @
@ = o » = o
g 8 & g g =
@ 28
o T
1 Punktmutation 54 18 ja ja 40 Deletion Exon 51-55 5,0 12 ja nein
2 Deletion Exon 3-30 7.4 7 ja nein 41 Deletion Exon 1-44 + 75 4 ja nein

Promoterregion

3 Deletion Exon 3-13 3,9 2 nein nein 42 Duplikation 6,2 1 ja nein
4 Deletion Exon 46-47 52 1 ja nein 43 Deletion Exon 45-52 11,6 3 ja nein
5 Deletion Exon 46-49 4,7 3 ja nein 44 Deletion Exon 3-30 5,6 9 ja nein
6 Duplikation Exon 14-17 53 2 ja nein 45 Punktmutation 5,0 21 ja ja

7 Deletion Exon 45-46 3,4 4 ja nein 46 Deletion Exon 53-55 59 9 ja nein
8 Deletion Exon 8-13 3,7 3 nein nein 47 Deletion Exon 46-50 73 1 ja nein
9 Deletion Exon 49-50 3,8 8 ja nein 48 Deletion Exon 49-50 6,0 3 nein nein
10 Duplikation Exon 3-19 34 5 nein nein 49 Deletion Exon 53 6,2 6 ja nein
11 Deletion Exon 45-50 6,1 3 ja nein 50 Deletion Exon 48-50 4,8 12 ja nein
12 Punktmutation 4,3 7 nein nein 51 Deletion Exon 3-48 7,2 6 ja nein
13 Punktmutation 55 6 ja nein 52 Deletion Exon 45 8,2 2 nein nein
14 Deletion Exon 1-2 4,5 6 ja nein 53 Duplikation Exon 3-7 8,0 7 ja nein
15 Deletion Exon 1-2 + 3,1 12 ja nein 54 Deletion Exon 45-52 7,0 2 ja nein

Promoterregion

16 Deletion Exon 45-52 5,0 7 ja nein 55 Deletion Exon 49-54 6,7 1 ja nein
17 Deletion Exon 45-50 4,9 6 ja nein 56 Deletion Exon 49-52 6,2 6 ja nein
18 Deletion Exon 61-62 5,0 4 nein nein 57 Deletion Exon 13-43 6,2 6 nein nein
19 Duplikation Exon 45-49 4,1 3 nein nein 58 Deletion Exon 8-13 7,0 7 ja nein
20 Deletion Exon 45-52 4.8 2 nein nein 59 Deletion Exon 45-50 58 7 ja nein
21 Deletion Exon 45-52 4,8 2 nein nein 60 Deletion Exon 45-50 8,2 2 ja nein
22 Deletion Exon 53 5,8 1 nein nein 61 Deletion 7,7 7 ja nein
23 Deletion Exon 46-47 52 5 ja nein 62 Deletion Exon 44 4,6 6 ja nein
24 Punktmutation 6,5 7 ja nein 63 Punktmutation 7,0 7 ja ja
25 Punktmutation 3,9 13 ja ja 64 Deletion Exon 52 7,7 5 ja nein
26 Deletion Exon 45-54 4,5 9 ja nein 65 Deletion Exon 51 8,6 3 ja nein
27 Duplikation Exon 42-43 5,0 4 ja nein 66 Deletion Exon 48-52 8,8 3 ja nein
28 Punktmutation 4,6 13 ja ja 67 Deletion Exon 44 9,1 2 ja nein
29 Deletion 5,6 5 ja nein 68 Deletion Exon 46-51 7,7 6 ja nein
30 Punktmutation 51 6 nein ja 69 Duplikation Exon 17 10,2 1 ja nein
31 Deletion Exon 45-49 53 12 ja nein 70 Punktmutation 10,9 4 ja ja
32 Deletion Exon 44 74 6 ja nein 71 Punktmutation 11,6 6 nein ja
33 Punktmutation 5,0 12 ja ja 72 Deletion Exon 45-52 9,6 8 ja nein
34 Deletion Exon 6 53 4 ja nein 73 Deletion Exon 49-50 9,9 2 ja nein
35 Punktmutation 55 14 ja nein 74 Deletion Exon 45 11,6 10 ja nein
36 Punktmutation 6,3 6 ja ja 75 Punktmutation 8,8 10 ja nein
37 Deletion Exon 3-13 4,9 11 nein nein 76 Duplikation Exon 29 10,5 5 nein nein
38 Punktmutation 51 8 ja ja 7 Deletion Exon 45-50 50 16 ja nein
39 Duplikation Exon 45-47 6,8 1 ja nein

+51-62




Verteilung der Mutationstypen

® Punktmutationen

m Deletionen

m Duplikationen

Abbildung 1: Verteilung der Mutationsarten im Kollektiv dieser Studie

Die statistische Analyse wurde mit Microsoft Excel Version 2302 durchgefihrt
(Microsoft, Redmond, Washington, USA). Aus den 474 Untersuchungen wurden die
einzelnen Ergebnisse der Testungen dokumentiert und die Langzeitverlaufe
anschlieend graphisch dargestellt. In einer sekundéren Subgruppenanalyse wurden
Patienten untersucht und dargestellt, die mit Kortikosteroiden und/oder Ataluren
behandelt wurden. Aufgefuhrt wurden dartiber hinaus auch Langzeitverlaufe von
Patienten, die fur das Exon skipping in Frage kommen wirden. Des Weiteren wurden
die Daten der Zeitfunktionstest/6MWT mit den Daten der Mechanographie korreliert
und nach linearer Regression analysiert. Die Studie wurde von der Ethikkommission
der Universitat Minchen (Projekt Nr. 21-0069) genehmigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Korrelation zwischen Zeitfunktionstests und Mechanographie
Im Gesamten nahmen 77 Patienten an den Testungen teil, sieben Patienten einmalig,
die restlichen 70 Patienten bis zu 21 Mal. So wurden insgesamt 474 Visiten

durchgeftihrt, in denen die Patienten folgende Anzahl an Einzeltestungen absolvierten:

e 416X 6MWT

e 448x 10 Meter Rennen

e 415x Aufstehen vom Boden
e 452x Treppe rauf

e 410x Treppe runter

o 219x S2LJ

o 227X CRT

In 185 Visiten konnten der S2LJ und der CRT durchgefuhrt werden, in 34 Visiten
gelang nur der S2LJ, in 42 Visiten nur der CRT. Der CRT ist langer moglich, da er
geringere Wattleistungen erfordert, der S2LJ dagegen hohere Leistungen mit Anheben
der Fuf3e von der Bodenmessplatte. War dies nicht mehr méglich, wurde der Versuch

als ungultig gewertet.

Insgesamt zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen den Zeitfunktionstests und
den mechanographischen Testungen. Fur den 6MWT und dem S2LJ besteht eine
moderate Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,5, fur den 6MWT und
dem CRT eine geringe Korrelation mit 0,26. Der Vergleich 10 m Rennen und S2LJ
zeigt eine hohe Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,68. Moderat ist
die Korrelation zwischen 10 m Rennen und CRT mit einem Korrelationskoeffizienten
von 0,44. Das Aufstehen aus der Riuckenlage verglichen mit dem S2LJ zeigt einen
Korrelationskoeffizienten von 0,45 und 0,26 mit dem CRT. Die zweith6chste
Korrelation besteht zwischen der Zeitdauer vier Treppenstufen hinaufzugehen und
dem S2LJ mit 0,57. Eine geringere Korrelation von 0,37 zeigt sich zwischen der
Zeitdauer vier Treppenstufen hinaufzugehen und dem CRT. Die Korrelation zwischen
der Zeitdauer vier Treppenstufen runterzugehen ist am niedrigsten mit 0,44 fur den
S2LJ and 0,26 fur den CRT. Der Intraklassen-Korrelationskoeffizient zwischen S2LJ
und CRT liegt bei 0,53. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 und 3 dargestellt.
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Abbildung 2: Korrelation von S2LJ mit 6BMWT und Zeitfunktionstestungen. Berechnung der Korrelation

mittels linearer Regression. X-Achse
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3.2 Langzeitverlauf der Erkrankung am Beispiel von 6MWT und Zeitfunktionstests

Die Gesamtkohorte umfasst 77 Patienten mit einer Muskeldystrophie und wurde tber
einen Zeitraum von bis zu 6 Jahren beobachtet und getestet. Die Langzeitverlaufe
wurden fur alle Untertests graphisch dargestellt. Die Kurven zeigen durchweg die
Tendenz einer Verschlechterung der Ergebnisse mit zunehmendem Alter bis zur
Rollstuhlpflichtigkeit. Es gibt einzelne Patienten, die in ihren Ergebnissen Ausreil3er

darstellen.

3.2.1 6-Minuten Gehtest (6MWT)

Die Langzeitverlaufe der einzelnen Patienten im 6MWT sind in Abbildung 4
dargestellt, in Abbildung 5 im Vergleich mit dem Median 244 gesunder Jungen [76].
In Abbildung 6 sind der Median und die Standardabweichung aufgefuhrt. Initial (im
Kindergartenalter) zeigen die Patienten mit einer Muskeldystrophie eine Zunahme der
absolvierten Strecke, im Verlauf stellt sich ein motorisches Plateau ein und ab dem
Alter von 8 Jahren zeigt sich eine kontinuierliche Abnahme der Werte. Zwischen 9 und
10 Jahren ist der Rickgang der absolvierten Meter am deutlichsten und die Patienten

verlieren ihre Gehfahigkeit.

In Abbildung 7 ist der Verlauf von kortikoidsteroid-behandelten Patienten im Vergleich
mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Im Alter von 5 bis 8 Jahren zeigt sich
bei den kortikoidsteroid-behandelten Patienten eine langere Gehstrecke. Der Verlust
der Gehfahigkeit lasst sich im weiteren Verlauf in keiner der beiden Gruppen
vermeiden. Keinen wesentlichen Unterschied in der Gehstrecke im 6MWT zeigen
Patienten, die mit Ataluren behandelt worden sind, im Vergleich mit Patienten ohne
Ataluren-Therapie (Abbildung 8). Anzumerken ist, dass die kortikosteroid-native und
die Ataluren-behandelte Gruppe deutlich kleiner ist (n = 16 bzw. n = 9) und somit nicht
zu jeder vierteljdhrlichen Messung Werte vorhanden sind bzw. nur in sehr kleiner
Anzahl. In Abbildung 9 finden sich die Langzeitverlaufe im 6MWT von elf Patienten
mit einer Muskeldystrophie, die fur das Exon skipping potenziell in Frage kommen

wirden und somit eine historische Kontrollgruppe darstellen.
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Abbildung 4: Langzeitverlauf von 77 Patienten im 6MWT
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Abbildung 5: Langzeitverlauf von 77 Patienten im 6MWT (farbig), hellgraue Linie: Median 244 gesunder
Jungen [76]
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Abbildung 6: 6MWT- Median und Standardabweichung

6-Minuten Gehtest -
Therapie mit und ohne Kortikosteroide
600

500

400

Strecke (Meter)
w
o
S)

200
100
0
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Alter (Jahre)
—=-Therapie ohne Kortikosteroide n = 16 ~e~Therapie mit Kortikosteroiden n = 61

Abbildung 7: Vergleich des 6MWT von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 8: Vergleich des 6MWT von Patienten mit und ohne Ataluren-Therapie
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Abbildung 9: Langzeitverlauf von 11 Exon 51-Patienten im 6MWT (farbig), hellgraue Linie: Median 244

gesunder Jungen [76]
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3.2.2 10 m Rennen

Die Langzeitverlaufe der 77 Patienten im 10 Meter Rennen sind in Abbildung 10
dargestellt, in Abbildung 11 im Vergleich mit dem Median 322 gesunder Kinder [77].
In Abbildung 12 sind der Median und die Standardabweichung aufgefiihrt. Bis zu
einem Alter von 8 Jahren zeigt sich ein stabiler Verlauf, danach benétigen die

Patienten sukzessive mehr Zeit fir das Rennen von 10 Metern.

In Abbildung 13 ist der Verlauf von Kkortikoidsteroid-behandelten Patienten im
Vergleich mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Bis zu einem Alter von 10
Jahren zeigt sich bei den kortikoidsteroid-behandelten Patienten eine minimal
schnellere Zeit, in der die 10 Meter absolviert werden. Im weiteren Verlauf gibt es in
beiden Gruppen nur noch wenige Patienten, die noch gehféhig und in der Lage sind,
die Strecke zu rennen. Keinen wesentlichen Unterschied im Rennen von 10 Metern
zeigen Patienten, die mit Ataluren und Kortikosteroiden im Vergleich mit Patienten, die
ohne Ataluren behandelt worden sind (Abbildung 14). In Abbildung 15 finden sich
Langzeitverlaufe von elf Patienten mit einer Muskeldystrophie, die fir das Exon
skipping potenziell in Frage kommen wirden und somit eine historische Kontrollgruppe

darstellen.
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Abbildung 10: Langzeitverlauf von 77 Patienten im 10 m Rennen (farbig)
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Abbildung 11: Langzeitverlauf von 77 Patienten im 10 m Rennen (farbig), schwarze Linie: Median 322

gesunder Kinder [77]
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Abbildung 12: 10 m Rennen- Median und Standardabweichung
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Abbildung 13: Vergleich 10 m Rennen von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 14: Vergleich 10 m Rennen von Patienten mit und ohne Ataluren-Therapie
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Abbildung 15: Langzeitverlauf von 11 Exon 51-Patienten im 10 m Rennen (farbig), hellgraue Linie:
Median 322 gesunder Kinder [77]
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3.2.3 Aufstehen vom Boden

74 Patienten konnten das Aufstehen vom Boden durchfuhren. Die Langzeitverlaufe
dieses Zeitfunktionsuntertestes sind in Abbildung 16 dargestellt. In Abbildung 17
sind der Median und die Standardabweichung aufgefiihrt. Zwischen einem Alter von
3,5 und 7,25 Jahren liegt die Zeit im Median beim Aufstehen vom Boden stabil bei
maximal 5 Sekunden. Im weiteren Verlauf bendtigen die Patienten zunehmend mehr
Zeit: bis zu einem Alter von 8,25 Jahren 5 bis 6 Sekunden, ab dem Alter von 8,5 Jahren

regelhaft tber 10 Sekunden.

In Abbildung 18 ist der Verlauf von kortikoidsteroid-behandelten Patienten im
Vergleich mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Bis zu einem Alter von 8
Jahren zeigt sich bei den kortikoidsteroid-behandelten Patienten eine minimal kirzere
Zeit, in der das Aufstehen vom Boden gelingt. Im weiteren Verlauf ist der Vergleich
schwierig, da nur von vier kortikoidsteroid-nativen Patienten in gréf3eren Zeitabstanden
Werte vorliegen. Keinen wesentlichen Unterschied zeigen Patienten, die mit Ataluren
und Kortikosteroiden im Vergleich mit Patienten, die ohne Ataluren behandelt worden
sind (Abbildung 19). In Abbildung 20 finden sich Langzeitverlaufe von elf Patienten
mit einer Muskeldystrophie, die fir das Exon skipping potenziell in Frage kommen

wirden und somit eine historische Kontrollgruppe darstellen.
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Abbildung 16: Langzeitverlauf von 74 Patienten beim Aufstehen vom Boden
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Abbildung 17: Aufstehen vom Boden- Median und Standardabweichung
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Abbildung 18: Vergleich Aufstehen vom Boden von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 19: Vergleich Aufstehen vom Boden von Patienten mit und ohne Ataluren-Therapie
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Abbildung 20: Langzeitverlauf von 11 Exon 51-Patienten beim Aufstehen vom Boden



3.2.4 Hinaufsteigen von vier Treppenstufen

76 Patienten konnten den Untertest Hinaufsteigen von vier Treppenstufen
durchfiihren. Die Langzeitverlaufe sind in Abbildung 21 dargestellt. In Abbildung 22
sind der Median und die Standardabweichung aufgefiihrt. Zwischen einem Alter von
4,25 und 8,25 Jahren liegt die Zeit im Median beim Hinaufsteigen von vier
Treppenstufen < 4 Sekunden. Im weiteren Verlauf bendtigen die Patienten zunehmend

mehr Zeit.

In Abbildung 23 ist der Verlauf von Kortikoidsteroid-behandelten Patienten im
Vergleich mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Bis zu einem Alter von 8,25
Jahren zeigt sich bei den kortikoidsteroid-behandelten Patienten eine minimal kirzere
Dauer, in der das Hinaufsteigen von vier Treppenstufen gelingt. Im weiteren Verlauf ist
der Vergleich schwierig, da nur von funf kortikoidsteroid-nativen Patienten in grof3eren
Zeitabstanden Werte vorliegen. Keinen wesentlichen Unterschied zeigen Patienten,
die mit Ataluren und Kortikosteroiden im Vergleich mit Patienten, die ohne Ataluren
behandelt worden sind (Abbildung 24). In Abbildung 25 finden sich Langzeitverlaufe
von elf Patienten mit einer Muskeldystrophie, die fur das Exon skipping potenziell in

Frage kommen wirden und somit eine historische Kontrollgruppe darstellen.
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Abbildung 21: Langzeitverlauf von 76 Patienten beim Hinaufsteigen von vier Treppenstufen
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Abbildung 22: Hinaufsteigen von vier Treppenstufen- Median und Standardabweichung
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Abbildung 23: Vergleich Hinaufsteigen von vier Treppenstufen von Patienten mit und
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Abbildung 24: Vergleich Hinaufsteigen von vier Treppenstufen von Patienten mit und ohne Ataluren-

Therapie
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Abbildung 25: Langzeitverlauf von 11 Exon 51-Patienten beim Hinaufsteigen von vier Treppenstufen
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3.2.5 Hinabsteigen von vier Treppenstufen

Das Hinabsteigen von vier Treppenstufen konnten ebenfalls 76 Patienten durchfuhren.
Die Langzeitverlaufe sind in Abbildung 26 dargestellt. In Abbildung 27 sind der
Median und die Standardabweichung aufgefihrt. Bis zu einem Alter von 9 Jahren zeigt
sich ein stabiler Verlauf mit einer Zeit im Median von <5 Sekunden, danach bendétigen

die Patienten, die den Test noch absolvieren kdnnen, regelhaft mehr Zeit.

In Abbildung 28 ist der Verlauf von Kkortikoidsteroid-behandelten Patienten im
Vergleich mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Zwischen einem Alter von
5,5 und 9,5 Jahren zeigt sich bei den kortikoidsteroid-behandelten Patienten eine
minimal kirzere Dauer, in der das Hinabsteigen von vier Treppenstufen gelingt. Im
weiteren Verlauf ist der Vergleich schwierig, da nur von funf kortikoidsteroid-nativen
Patienten in groReren Zeitabstanden Werte vorliegen. Keinen wesentlichen
Unterschied zeigen Patienten, die mit Ataluren und Kortikosteroiden im Vergleich mit
Patienten, die ohne Ataluren behandelt worden sind (Abbildung 29). In Abbildung 30
finden sich Langzeitverlaufe von elf Patienten mit einer Muskeldystrophie, die fir das
Exon skipping potenziell in Frage kommen wirden und somit eine historische

Kontrollgruppe darstellen.
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Abbildung 26: Langzeitverlauf von 76 Patienten beim Hinabsteigen von vier Treppenstufen
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Abbildung 27: Hinabsteigen von vier Treppenstufen- Median und Standardabweichung
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Abbildung 28: Vergleich Hinabsteigen von vier Treppenstufen von Patienten mit und
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Hinabsteigen von vier Treppenstufen -
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Abbildung 29: Vergleich Hinabsteigen von vier Treppenstufen von Patienten mit und ohne Ataluren-

Therapie
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Abbildung 30: Langzeitverlauf von 11 Exon 51-Patienten beim Hinabsteigen von vier Treppenstufen
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3.3 Langzeitverlauf der Erkrankung am Beispiel der Mechanographie

3.3.1 Aufstehen von einem Stuhl (Chair rising test, CRT)

Die Langzeitverlaufe der einzelnen Patienten (n = 58) im CRT sind in Abbildung 31
und 32 dargestellt. Die Leistung Pmax wurde in Watt ermittelt und in Bezug auf das
Gewicht in W/kg angegeben (Abbildung 31), in Abbildung 32 in Bezug auf ein
gesundes Referenzkollektiv in Abhangigkeit vom Alter und Geschlecht (Esslinger
Fitness Index, EFI). Im Allgemeinen zeigen sich bei den Patienten mit einer
Muskeldystrophie im Vergleich mit dem gesunden Referenzkollektiv reduzierte EFI-
Werte zwischen 5 und 93 %. In Abbildung 33 und 34 sind der Median und die
Standardabweichung aufgefuihrt. Bis zu einem Alter von 5,75 Jahren zeigen die
Patienten im Median ansteigende Werte bis 5,7 W/kg (bis 54 % EFI), im weiteren
Verlauf abnehmende Werte zwischen 2,7 und 4,7 W/kg (23 bis 46 % EFI). Anzumerken
ist, dass ab dem Alter von 9 Jahren nur noch vereinzelt Patienten den Test durchfuhren

kénnen und somit nur wenige Werte vorliegen.

In Abbildung 35 und 36 ist der Verlauf von kortikoidsteroid-behandelten Patienten im
Vergleich mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Die kortikoidsteroid-
behandelten Patienten zeigen den eben beschriebenen Verlauf des Gesamtkollektivs,
von kortikoidsteroid-nativen Patienten gibt es nur vereinzelt Daten, sodass ein

abschlieRender Vergleich erst bei mehr Werten erfolgen sollte.

Patienten, die mit Ataluren und Kortikosteroiden behandelt sind, zeigen im Alter von 6
bis 7,5 Jahren tendenziell leicht hbhere Werte im Vergleich mit Patienten, die nicht mit
Ataluren behandelt worden sind. Im weiteren Verlauf, bis zu einem Alter von 8,75
Jahren, zeigt sich eine Umkehr: Patienten, die nicht mit Ataluren behandelt worden
sind, erzielen hohere Werte (Abbildung 37 und 38). Hier sind fur eine sichere,

vergleichende Aussage mehr Daten erforderlich.

35



Chair rising test
14

12

10

Chair rising test (W/kg)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 i 174 18
Alter (Jahre)

Abbildung 31: Langzeitverlauf von 58 Patienten im CRT in W/kg
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Abbildung 32: Langzeitverlauf der CRT-Leistung von 58 Patienten bezogen auf das Kdrpergewicht in
Abhangigkeit von Alter und Geschlecht (Esslinger Fitness Index, % EFI)
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Abbildung 33: CRT (W/kg) - Median und Standardabweichung
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Abbildung 34: CRT (% EFI) - Median und Standardabweichung
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Abbildung 35: Vergleich des CRT (W/kg) von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 36: Vergleich des CRT (% EFI) von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 37: Vergleich des CRT (W/kg) von Patienten mit und ochne Ataluren-Therapie
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Abbildung 38: Vergleich des CRT (% EFI) von Patienten mit und ohne Ataluren-Therapie



3.3.2 Zweibeiniger Einzelsprung (Single two leg jump, S2LJ)

Die Langzeitverlaufe der einzelnen Patienten (n = 54) im S2LJ sind in Abbildung 39
und 40 dargestellt. Auch hier wurde die Leistung Pmax in Watt ermittelt und in Bezug
auf das Gewicht in W/kg angegeben (Abbildung 39), in Abbildung 40 in Bezug auf
ein gesundes Referenzkollektiv in Abhangigkeit vom Alter und Geschlecht (Esslinger
Fitness Index, EFI). Im Allgemeinen zeigen sich bei den Patienten mit einer
Muskeldystrophie im Vergleich mit dem gesunden Referenzkollektiv reduzierte EFI-
Werte zwischen 5 und 82 %. In Abbildung 41 und 42 sind der Median und die
Standardabweichung aufgefiihrt. Bis zu einem Alter von 7,75 Jahren zeigen die
Patienten im Median ansteigende Werte bis 16,5 W/kg bzw. bis 48 % EFI (Ausnahme:
9,2 W/kg bei 6,75 Jahren), im weiteren Verlauf sukzessiv abnehmende Werte. Ab dem

Alter von 9 Jahren kdnnen nur noch vereinzelt Patienten den Test durchfiihren.

In Abbildung 43 und 44 ist der Verlauf von kortikoidsteroid-behandelten Patienten im
Vergleich mit kortikoidsteroid-nativen Patienten dargestellt. Die kortikoidsteroid-
behandelten Patienten zeigen den eben beschriebenen Verlauf des Gesamtkollektivs,
von kortikoidsteroid-nativen Patienten gibt es nur vereinzelt Daten, sodass ein

abschlieBender Vergleich erst bei mehr Werten erfolgen sollte.

Patienten, die mit Ataluren und Kortikosteroiden behandelt sind, zeigen im
Gesamtverlauf geringere Werte (Ausnahme im Alter von 5 und 5,5 Jahren) im
Vergleich mit Patienten, die nicht mit Ataluren behandelt worden sind (Abbildung 45
und 46).
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Abbildung 39: Langzeitverlauf von 54 Patienten im S2LJ in W/kg
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Abbildung 40: Langzeitverlauf der S2LJ-Leistung von 54 Patienten bezogen auf das Kérpergewicht in
Abhéngigkeit von Alter und Geschlecht (Esslinger Fitness Index, % EFI)
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Abbildung 41: S2LJ (W/kg) - Median und Standardabweichung
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Abbildung 42: S2LJ (% EFI) - Median und Standardabweichung
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Abbildung 43: Vergleich des S2LJ (W/kg) von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 44: Vergleich des S2LJ (% EFI) von Patienten mit und ohne Kortikosteroid-Therapie
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Abbildung 45: Vergleich des S2LJ (W/kg) von Patienten mit und ohne Ataluren-Therapie
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Abbildung 46: Vergleich des S2LJ (% EFI) von Patienten mit und ohne Ataluren-Therapie
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3.4 Verlust der Gehfahigkeit

Von den insgesamt 77 Patienten haben 36 ihre Gehfahigkeit im
Untersuchungszeitraum verloren. Sie waren zu diesem Zeitpunkt zwischen 7,85 und
14,18 Jahre alt (Median 10,44 Jahre, Mittelwert 10,5 Jahre). In der Abbildung 47 ist
der Verlust der Gehfahigkeit anhand des 6MWT dargestellt. Fur 33 Patienten lagen
das Alter im 6MWT < 300 Meter sowie das Alter zur Rollstuhlpflichtigkeit vor
(Abbildung 48). Lag die Strecke im 6MWT < 300 Meter, so verloren 13 (39 %) ihre
Gehfahigkeit innerhalb der nachsten 12 Monate, 12 (36 %) innerhalb der nachsten 24
Monaten und 8 (24 %) innerhalb der nachsten 42 Monaten. Fur 12 Patienten lagen
das Alter im 6MWT < 200 Meter sowie das Alter zur Rollstuhlpflichtigkeit vor. Lag die
Strecke im 6MWT < 200 Meter, so verloren 6 (50 %) ihre Gehfahigkeit innerhalb der
nachsten 6 Monate, 4 (33 %) innerhalb der nachsten 12 Monaten und 2 (17 %)
innerhalb der ndchsten 24 Monaten. Abbildung 49 und 50 zeigen die Dauer bis zum
Verlust der Gehfahigkeit im CRT bei EFI-Werten unter 60 % bei 21 Patienten und im
S2LJ bei EFI-Werten unter 30 % bei 12 Patienten. Liegen die EFI-Werte im CRT unter
60 % so betragt die Dauer bis zur Rollstuhlpflichtigkeit 15 bis 48 Monate (Median 36
Monate, Mittelwert 36,6 Monate). Je hoher der EFI-Wert, desto langer ist die Dauer bis
zur Rollstuhlpflichtigkeit. Im S2LJ zeigt sich ein &hnlicher Verlauf. Liegen die EFI-Werte
zwischen 20 und 30 % so betragt die Dauer bis zur Rollstuhlpflichtigkeit 12 bis 48
Monate (Median 36 Monate, Mittelwert 33,3 Monate).
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Abbildung 47: Langzeitverlauf im 6MWT bis zum Verlust der Gehfahigkeit (0 Meter)
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Abbildung 48: Verlauf des Verlustes der Gehféhigkeit von 300 m im 6MWT bis zur Rollstuhlpflichtigkeit

46



Chair rising test
(60 % EFI bis Rollstuhlpflichtigkeit)

60

Chair rising test (% EFI)

0 12 24 36 48
Dauer (Monate)

Abbildung 49: Verlauf des Verlustes der Gehfahigkeit von 60 % EFIl im CRT bis zur Rollstuhlpflichtigkeit

Single two leg jump

(30 % EFI bis Rollstuhlpflichtigkeit)
30

20

10

Single two leg jump (% EFI)

&

0 12 24 36 48
Dauer (Monate)

Abbildung 50: Verlauf des Verlustes der Gehfahigkeit von 30 % EFI im S2LJ bis zur
Rollstuhlpflichtigkeit
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4 Diskussion

Die Muskeldystrophie Duchenne ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht kurativ behandelbar.
Therapiestandard ist die Medikation mit den Kortikosteroiden Prednisolon oder
Deflazacort [43], bei Patienten mit Nonsense-Mutation ist die Therapie mit dem
Wirkstoff Ataluren eine Option [45]. In der praklinischen und klinischen Entwicklung
befinden sich weitere, potenzielle Gentherapien wie das Antisense-Oligonukleotid
Eteplirsen [47], das Einschleusen von Mikro-Dystrophinen in adenoassoziierte Viren
(AAV) [48] oder die Genom-Editierung mittels CRISPR/Cas9-System [49]. Um die
Wirksamkeit neuer Medikamente zu beurteilen, sind standardisierte, klinische Tests
erforderlich. Der 6MWT ist der bislang bewahrteste Test zur Beurteilung der
motorischen Fahigkeiten bei Patienten mit neuromuskularen Erkrankungen [51, 78]. In
dieser Arbeit wurde retrospektiv eine Kohorte von Patienten mit einer
Muskeldystrophie Duchenne analysiert. Ihre Daten im 6MWT und in den
Zeitfunktionstestungen wurden mit den Daten der mechanographischen Testungen
CRT und S2LJ verglichen.

Bei der Durchfiihrung von CRT und S2LJ mit kurzen und schnellen Bewegungen
werden die proximale Oberschenkel- und Beckenmuskulatur beansprucht. Hierfr ist
eine moglichst hohe Muskelkraft mit schnellen Muskelfasern vom Typ lla erforderlich.
Mit der Messung ist eine Aussage zur anaeroben Leistung mdglich. Dagegen sind fur
den 6MWT die langsamen Typ-I Muskelfasern wichtig: sie dienen der Ausdauer, die
Muskelkraft und Kontraktionsgeschwindigkeit sind niedrig. Somit wird der funktionelle
Belastungsgrad bei alltdglichen Aktivitdten abgebildet [55] und es kann eine Aussage
zur aeroben Leistungsfahigkeit erfolgen. Fir die umféngliche Beurteilung der
motorischen Fahigkeiten erscheint eine Kombination sinnvoll, die nicht nur den 6MWT
mit der aeroben Leistungsfahigkeit einbezieht, sondern dariiber hinaus auch einen

Test, der die anaerobe Leistung beurteilt.

Der S2LJ und der CRT korrelieren in dieser Arbeit insgesamt signifikant mit den
Zeitfunktionstestungen/6MWT. Die hochste Korrelation zeigt sich zwischen 10 m
Rennen und dem S2LJ. Bei beiden Testungen werden &ahnliche Muskelgruppen
(proximale Oberschenkel- und Beckenmuskulatur), Muskeln (insbesondere Musculus
gluteus maximus) und Muskelfasern (Typ lla) beansprucht. Die zweithéchste
Korrelation besteht zwischen dem Hinaufsteigen von vier Treppenstufen und dem

S2LJ. Auch beim Hinaufsteigen von vier Treppenstufen werden vornehmlich die
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schnellen Muskelfasern beansprucht. Es ist daher nicht Uberraschend, dass die
Korrelation zwischen dem 6MWT und dem S2LJ moderat ausfallt, da die
Bewegungsmuster und Muskelfasern differieren. Bei der Betrachtung des CRT und
den Zeitfunktionstestungen/6MWT sind die Korrelationen geringer als beim S2LJ. Aber
auch hier zeigt sich die hochste Korrelation zwischen dem CRT und 10 Meter Rennen,
die zweithochste beim Hinaufsteigen von vier Treppenstufen. Die geringste Korrelation
besteht auch hier zwischen dem 6MWT und dem CRT.

Im Vergleich mit bisher wenigen, durchgefiihrten Studien zur Mechanographie zeigen
sich ahnliche Resultate. Vill et al. untersuchten 23 Patienten mit einer hereditaren
motorischen und sensorischen Neuropathie (Charcot-Marie-Tooth Erkrankung). Hier
ergab sich eine gute und mit dieser Arbeit Ubereinstimmende Korrelation zwischen
S2LJ/CRT und 10 Meter Rennen sowie beim Aufstehen aus der Riuckenlage [68]. In
der Arbeit von Blaschek et al. zeigte sich bei 41 getesteten Patienten mit einer
Muskeldystrophie Duchenne ebenfalls die hochste Korrelation zwischen dem S2LJ
und 10 m Rennen und eine moderate Korrelation zwischen S2LJ/CRT und 6MWT. Die
Visitenzahl war mit 9 Visiten geringer und auch die Anzahl der mechanographischen
Testungen (95 x CRT, 76 x S2LJ) [67]. Diese Ergebnisse konnten mit der aktuellen

Arbeit mit gréRerer Patientenzahl bestétigt werden.

Einschrankend ist anzumerken, dass nicht alle Patienten die mechanographischen
Testungen bei den Visiten vollstandig durchfihren konnten. Der CRT konnte in dieser
Studie etwas haufiger durchgefihrt werden als der S2LJ (227 versus 219-mal). Eine
maogliche Erklarung sind die h6here Leistung und Kraft, die fur einen S2LJ erforderlich
sind. Des Weiteren erfordert der S2LJ mehr Koordination. Somit ist der CRT in der
Durchfiihrung fir die Patienten mit einer Muskeldystrophie Duchenne einfacher und

daher auch bei héherer motorischer Einschrankung noch durchfiihrbar.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit sind Langzeitverlaufe von Patienten mit einer
Muskeldystrophie Duchenne in den einzelnen neuromuskuldren Testungen
dargestellt, des Weiteren sind Subgruppen (Therapie mit und ohne Kortikosteroide und
Ataluren sowie Verlaufe von Exon 51 — Patienten) aufgefiihrt. In allen Testungen zeigt
sich die erwartete Verschlechterung der Ergebnisse mit zunehmendem Alter. In
vorherigen Studien sind neben dem Alter auch die Ausgangswerte als wichtige
Parameter fur den Verlauf und die Prognose identifiziert worden [51, 56]. So fallt auch
in dieser Arbeit auf, dass im 6MWT die absolvierte Strecke bereits initial im Vergleich
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mit gesunden Jungen reduziert ist. Diese Erkenntnis geht mit den Ergebnissen von
Arora et al. einher, die ebenfalls im 6MWT sowie in den Zeitfunktionstestungen 10
Meter Rennen, Aufstehen aus der Ruckenlage und Hinaufsteigen von vier
Treppenstufen schlechtere Ausgangswerte bei den Patienten mit einer
Muskeldystrophie Duchenne im Vergleich mit gesunden Kontrollen erhoben [79]. Im
weiteren Verlauf nimmt die Diskrepanz zu. Diese Beobachtung lasst sich in dieser
Arbeit auch beim 10 Meter Rennen im Vergleich mit gesunden Jungen graphisch gut
nachvollziehen. Beim 6MWT ist der Riickgang der Strecke im Alter von 9 bis 10 Jahren
am deutlichsten und die Patienten verlieren im medianen Alter von 10,44 Jahren ihre
Gehfahigkeit. Die absolvierte Strecke erlaubt eine Prognose, in welchem Zeitraum die
Patienten ihre Gehfahigkeit verlieren. Liegt die Strecke im 6MWT < 300 Meter, so
verlieren in dieser Arbeit 39 % ihre Gehfahigkeit innerhalb der nachsten 12 Monate. In
der Arbeit von McDonald et al. fanden sich Ubereinstimmende Daten: sechs von 15
Patienten (40 %), die im 6MWT < 325 Meter erreichten, verloren ihre Gehfahigkeit
innerhalb von 48 Wochen [52].

Limitationen der Mechanographie zeigen sich bei der Auswertung der
Langzeitverlaufe. Das liegt an der abnehmenden Patientenzahl mit zunehmendem
Alter und Krankheitslast. So konnen ab dem Alter von 9 Jahren nur noch vereinzelt
Patienten die Testungen durchfiihren. Dadurch entsteht in den Grafiken rasch der
Eindruck, dass die Patienten in den Testungen stabil bleiben. Das dies mitnichten so
ist, zeigen die Langzeitverlaufe in den Zeitfunktionstestungen/6MWT. Markant ist
dagegen, wie deutlich unter der Norm die Patienten im Vergleich mit Gesunden bereits
initial liegen. So liegen beispielsweise die medianen EFI-Werte im Alter von 4 bis 6
Jahren beim CRT zwischen 31-54 %, beim S2LJ zwischen 34 -46 %. Somit lasst sich
aus den Verlaufen insgesamt betrachtet, keine Aussage zur Prognose ableiten. FUr
eine initiale Einschatzung dagegen kann die Mechanographie einen sinnvollen Beitrag

leisten.

Die zugrundeliegende Ursache der Muskeldystrophie Duchenne ist aktuell kausal nicht
behandelbar. Kortikosteroide sind in der Therapie etabliert, da sie zumindest zeitweise
die motorische Verschlechterung nachweislich reduzieren [43, 80, 81]. In dieser Arbeit
sind 79 % der Patienten mit Kortikosteroiden behandelt. Der deutlichste Unterschied
in den Einzeltestungen zeigt sich im 6MWT. Hier legen die kortikosteroid-behandelten

Patienten im Vergleich mit kortikosteroid-nativen Patienten eine langere Gehstrecke
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im Alter von 5 bis 8 Jahren zuriick. Ahnliche Daten konnten McDonald et al. erheben
[52]. In den Zeitfunktionstestungen war der Unterschied zwischen kortikosteroid-
behandelten und — nativen Patienten geringer. Eine weitere Therapieoption fur
Patienten mit einer Nonsense-Mutation ist die Medikation mit Ataluren. In einer
Metaanalyse von Campbell et al. aus 2020 zeigt sich bei der Patientenkohorte mit
Ataluren eine langsamere Krankheitsprogression, insbesondere bei Patienten mit
einem Ausgangswert im 6MWT von 300 bis 400 Metern, im Vergleich mit Placebo-
behandelten Patienten [45]. Eine klinische Studie von McDonald et al. ergab 2022 eine
2,2-jahrige Verzogerung des Erreichens der Gehunfahigkeit bei mit Ataluren
behandelten Patienten [82]. Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt
werden: in den Einzeltestungen der 9 mit Ataluren und Kortikosteroiden behandelten
Patienten zeigt sich bei den Ergebnissen kein relevanter Unterschied im Vergleich mit
Patienten, die nicht mit Ataluren behandelt sind. Anzumerken ist jedoch, dass die
Patientenkohorte, die mit Ataluren behandelt ist, klein ist und nicht zu jeder
vierteljahrlichen Visite Werte vorliegen. So sind fiir eine endgultige Aussage gréRRere

Patientenzahlen bzw. regelméaRigere Visiten erforderlich.

In Zusammenschau lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen: die erhobenen
Daten in den Einzeltestungen, die daraus erstellten Langzeitverlaufe, Medianwerte
und Standardabweichungen kdnnen fir die Planung, Analyse und Auswertung von
zukunftigen Studien hilfreich sein. Bezlglich der Korrelationsanalysen zeigt sich eine
gute Korrelation zwischen der Mechanographie und den etablierten
Zeitfunktionstestungen bei Patienten mit einer Muskeldystrophie Duchenne. Die
hochste Korrelation besteht zwischen dem S2LJ und dem 10 Meter Rennen, da
ahnliche Muskelgruppen und Bewegungsmuster beansprucht werden. Geringer ist die
Korrelation zwischen S2LJ/ICRT und 6MWT aufgrund eines differenten Fokus der
korperlichen Leistungsfahigkeit (anaerob versus aerob). Fir eine umfassende
Aussage der motorischen Fahigkeiten ist die Mechanographie geeignet, insbesondere
die Kombination aus 6MWT und S2LJ, da sie zusatzlich eine Aussage hinsichtlich der
anaeroben, motorischen Leistungsfahigkeit zulasst. Falls der S2LJ nicht mehr

durchfuhrbar ist, ware der CRT eine Alternative.
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5 Zusammenfassung

Die Muskeldystrophie Duchenne gehort zu den seltenen Erkrankungen, die in
Deutschland etwa einen von 3500 Jungen betrifft [1]. Sie ist die haufigste
neuromuskulére Erkrankung im Kindesalter und wird X-chromosomal rezessiv vererbt.
Die erkrankten Jungen erlernen die motorischen Meilensteine, meist jedoch verzogert.
Im frGhen Schulalter verschlechtern sich die motorischen Fahigkeiten und im Alter
zwischen 10 und 14 Jahren verlieren sie ihre Gehfahigkeit. Die Erkrankung ist zum
aktuellen Zeitpunkt kurativ nicht behandelbar. Um den Krankheitsverlauf und die
Wirksamkeit neuer Medikamente zu beurteilen, sind klinische Studien und
standardisierte Testungen erforderlich. In dieser Arbeit wird der Langzeitverlauf der
Muskeldystrophie Duchenne anhand von etablierten Zeitfunktionstestungen und der
Mechanographie dargestellt. Dabei werden Subgruppen (Therapie mit und ohne
Kortikosteroide/Ataluren sowie Verlaufe von Exon 51 — Patienten) aufgefuhrt. Des
Weiteren erfolgt eine Analyse einer méglichen Korrelation mittels linearer Regression
zwischen 6MWT/Zeitfunktionstestungen und der Mechanographie. In die Studie
wurden Verlaufsdaten von 77 Patienten im Alter von 3 bis 18 Jahren mit genetisch
nachgewiesener Muskeldystrophie eingeschlossen. Es erfolgten pro Patient 1 bis 21
Visiten Uber einen Zeitraum von bis zu 6 Jahren. Insgesamt wurden so 474
Untersuchungen im Rahmen der routinemaRigen Verlaufskontrollen in der
neuromuskularen Ambulanz im integrierten sozialpadiatrischen Zentrum (iISPZ
Hauner) durchgefihrt. In den Visiten wurden folgende Tests durchgefuhrt: 6MWT (n =
416), 10 Meter Rennen (n = 448), Aufstehen aus der Rickenlage (n = 415), Hinauf-
und Hinabsteigen von 4 Treppenstufen (n = 452 bzw. 410), CRT (n = 227) und S2LJ
(n =219). Die Longitudinaldaten wurden graphisch dargestellt. In allen Testungen zeigt
sich die erwartete Verschlechterung der Ergebnisse mit zunehmendem Alter. In den
Korrelationsanalysen zeigt sich eine gute Korrelation zwischen der Mechanographie
und den etablierten Zeitfunktionstestungen. Die héchste Korrelation (r = 0.68) besteht
zwischen dem S2LJ und 10 m Rennen. Geringer ist die Korrelation zwischen
S2LJ/ICRT und 6MWT (r = 0.5 bzw. 0.26) aufgrund eines differenten Fokus der
korperlichen Leistungsfahigkeit (anaerob versus aerob). Fir eine umfassende
Aussage der motorischen Fahigkeiten ist die Mechanographie geeignet, insbesondere
die Kombination 6MWT und S2LJ, da sie zusatzlich eine Aussage hinsichtlich der
anaeroben, motorischen Leistungsfahigkeit zulasst. Falls der S2LJ nicht mehr
durchfiihrbar ist, ware der CRT eine Alternative.
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6 Abstract

Clinical trials targeting cohorts of boys with Duchenne muscular dystrophy over a
several years are necessary to evaluate disease progression and drug efficacy. Boys
with Duchenne muscular dystrophy often have gross motor delays early in life, and
although they gain skills, they are on a lower trajectory than typical peers. In early
school age losing of motor skills and later loss of ambulation are the natural course of
the disease. In this study, we demonstrate natural history of boys with Duchenne
muscular dystrophy (non-treated, treated with corticosteroids/ataluren) measured by
timed function tests and mechanography [83]. In addition, we analyze correlation

between 6MWT/timed function tests and mechanography.

We define the natural history in boys with Duchenne muscular dystrophy aged from
3.1 to 18 years using the 6MWT, 10-meter run, time to stand up from a supine position
and climb and go down four stairs. Additionally, mechanography measured force in
chair rising and jumping. Assessments were completed as standard of care during
regularly scheduled clinic visits [83]. The results were correlated calculating linear

regression.

77 boys with Duchenne muscular dystrophy were evaluated up to 21 follow up
measurements available. Test battery included 6MWT (N = 416), 10-m run (N = 448),
stand up from supine (N = 415), climb four stairs (N = 452), go down four stairs (N =
410), chair rising (N = 227) and single two-legged jump (N = 219). Longitudinal data
are presented by age as a whole and in subcohorts of treated (corticosteroids,
ataluren) and non-treated patients [83]. Our measurements show a high correlation
between S2LJ/10 m run (r = 0.68) and S2LJ/climb four stairs (r = 0.57). Correlation
revealed moderate correlation between S2LJ/6MWT (r = 0.5), S2LJ/stand up from
supine (r = 0.45), S2L.J/go down four stairs (r = 0.44) and CRT/10 m run (r = 0.44).

Our study documents the natural history in a large cohort of boys with Duchenne
muscular dystrophy. Jumping mechanography is a safe additional method concerning
performance at movement with higher power output. We recommend using the S2LJ
as a first-choice tandem tool combined with the 6MWT, alternatively the CRT for more
disabled patients. These data will be useful to compare ongoing and future therapeutic

interventions for Duchenne muscular dystrophy.
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