Aus der Kinderklinik und Kinderpoliklinik im
Dr. von Haunerschen Kinderspital
Klinikum der Universitat
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. sci. nat. Christoph Klein

Molekulargenetik kongenitaler Myopathien
und Validierung neuer Methoden zur Verlaufsbeobachtung

kindlicher neuromuskuldrer Erkrankungen

Kumulative Habilitationsschrift
zur Erlangung der Venia Legendi
fur das Fach Kinder- und Jugendmedizin
der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
vorgelegt von

Dr. med. Katharina Vill
aus Minchen

2018



Inhaltsverzeichnis der kumulativen Habilitationsschrift

1.1
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.2.
1.2.1
1.2.2
1.2

1.3

Einleitende Zusammenfassung

Myopathien

Duchenne- / Becker-Kiener Muskeldystrophie
Kongenitale Myopathien

Metabolische Myopathie: M. Pompe

Neurogene Muskelerkrankungen

Hereditdare motorische und sensorische Neuropathien
Spinale Muskelatrophie

Neuropddiatrische Erkrankungen aullerhalb des
neuromuskuldaren Spektrums

Literaturnachweise zur einleitenden Zusammenfassung

Verzeichnis der wissenschaftlichen Veroffentlichungen

Danksagung

o W W

11
11
14

16
17

21

25



1. Einleitende Zusammenfassung

Der Begriff ,Neuromuskuldare Erkrankungen” umfasst eine Gruppe von Stérungen der
Skelettmuskulatur, welche entweder durch eine Erkrankung des Muskels selbst oder
durch eine Storung von Nerv oder neuromuskuldrer Synapse bedingt sind.
Neuromuskulare Erkrankungen im Kindesalter sind Uberwiegend genetisch bedingt,
nur dem kleineren Anteil liegen immunvermittelte bzw. entzlindliche, toxische oder
endokrine Ursachen zugrunde. Neue technische Maoglichkeiten haben den
diagnostischen Zugang zu neuromuskuldaren Erkrankungen in den letzten Jahren
deutlich verandert. Neue Therapiemoglichkeiten haben zudem die Notwendigkeit mit
sich gebracht, validierte Parameter zur Verlaufsbeurteilung zu entwickeln. Ziel des
Habilitationsprojektes war es, den Stellenwert molekulargenetischer Verfahren bei
kindlichen neuromuskularen Erkrankungen weiter einzugrenzen und den Stellenwert
neuer Verlaufsparameter zu validieren. Im Folgenden wird ein Uberblick (iber den
Hintergrund der Erkrankungen und die entsprechenden Ergebnisse, die im Rahmen

dieses Habilitationsprojektes erhoben wurden, gegeben.

1.1. Myopathien:

Unter dem Begriff ,Myopathien” versteht man Krankheitsbilder, denen eine primare
Pathologie des Skelettmuskels zugrunde liegt.

Die genetisch bedingten Myopathien werden grob unterteilt in Muskeldystrophien,
bei welchen die Degeneration der Muskelfasern im Vordergrund steht, in kongenitale
Myopathien, welche haufig strukturelle Defekte des kontraktilen Apparates
aufweisen, metabolische Myopathien, sowie Erkrankungen von lonenkanalen
(Myotonie und Dystrophia myotonica). Daneben finden sich im Kindesalter,
wenngleich deutlich seltener, erworbene Myopathien (Myositiden, toxische und

endokrine Myopathien).


http://www.klinikum.uni-muenchen.de/Friedrich-Baur-Institut/de/krankheitsbilder/myositiden/index.html

1.1.1. Duchenne- und Becker-Kiener-Muskeldystrophie

Die Duchenne-Muskeldystrophie (DMD) ist eine X-chromosomale Muskelerkrankung,
von der 1:3500 méannliche Neugeborene betroffen sind (1). Die Krankheit wird durch
Mutationen im Dystrophin-Gen verursacht, die zu einem kompletten Verlust des
Dystrophin-Proteins in den Muskelzellen fihrt (2), woraus eine fortschreitende
Schwache der Skelettmuskulatur resultiert.

Die Jungen fallen Ublicherweise im Kindergartenalter auf, wenn aufgrund der in der
proximalen Muskulatur der unteren Extremitdat beginnenden Schwache die
motorische Entwicklung von der der Altersgenossen abweicht und z.B. Treppen nicht
addquat bewaltigt werden kdénnen (3) (4). Im Alter von 10 bis 14 Jahren sind die
meisten Jungen mit DMD dann rollstuhlabhangig (5). Im weiteren Verlauf treten eine
progrediente Kardiomyopathie sowie eine Schwache der Atemhilfsmuskulatur auf.
Unter supportiver Therapie der Kardiomyopathie und assistierter Beatmung betragt

das mediane Uberlebensalter aktuell etwa 35 Jahre (6).

Die Becker Kiener-Muskeldystrophie zeichnet sich durch Mutationen im Dystrophin-
Gen aus, die nicht zu einem kompletten, sondern zu einem partiellen Ausfall des
Dystrophins fuhren. Der Verlauf ist insgesamt milder, die klinische Auspragung der

Skelettmuskelschwache sowie der Kardiomyopathie variiert stark.

Die Diagnosestellung der Dystrophinopathien basiert zumeist initial laborchemisch
auf einer massiv erhohten Creatinkinase (CK), die Diagnosebestatigung erfolgt

molekulargenetisch.

Bislang sind die einzigen etablierten Behandlungsmethoden bei DMD Corticosteroide,
die zu einer Verlangerung der Gehfahigkeit fiihren, sowie flir Patienten mit Nonsense-
Mutationen eine seit 2015 zugelassene medikamentdse Therapie mit dem Wirkstoff
Ataluren, welcher Stopcodons ,lberlesen” soll und ebenfalls zu einer Verlangerung
der Gehfahigkeit flhren soll. Obwohl DMD noch immer nicht heilbar ist, sind
weiterhin potenzielle neue Arzneimittel in klinischer Erprobung (7) (8) (9) (10) (11)
(12).



Um die Wirkung neuer therapeutischer Targets zu evaluieren, sind geeignete klinische
Testinstrumente erforderlich. Bislang ist der 6-Minuten-Gehtest das am besten
etablierte Verfahren fir Outcome-Messungen. Es stellt aktuell bei neuromuskularen
Erkrankungen im Kindesalter die Standarduntersuchung zur funktionellen Beurteilung
dar. Hauptproblem dieses Tests ist die Tatsache, dass Kinder oft nicht in der Lage
sind, ausreichend lange zu kooperieren. Zudem besteht das Risiko, durch Ermidung
zu stlirzen und sich Verletzungen zuzuziehen. Aus diesem Grund lag es nahe, zu
untersuchen, ob eine zeitlich verkiirzte Variante des 6-Minuten-Gehtestes beziiglich

Anwendbarkeit und Aussagekraft glinstiger ware.

Mit der Frage, ob auch eine Zwei-Minuten Gehstrecke bei der Patienten mit
Duchenne Muskeldystrophie zur Beurteilung ausreichend sein kdonnte, wurde eine
Gruppe von 13 freiwilligen, gehfahigen Jungen mit DMD untersucht. Die Patienten
wurden in zwei Altersklassen unterteilt und es erfolgten Subgruppenanalysen
hinsichtlich der Schwere der Gehbehinderung. Alle Patienten absolvierten innerhalb
von 4 Wochen zweimalig unter unveranderten Bedingungen einen 6-Minuten Gehtest.
Die Zeitnahme erfolgte in Minutenabstanden. Die Zuverlassigkeit des Testes wurde
durch Intraklassen-Korrelation gemessen.

Es zeigte sich, dass die Testzuverldssigkeit fir die 6-Minuten-Gehstrecke wie auch fir
die Zwei-Minuten-Gehstrecke in beiden Altersklassen sehr hoch war, auch bei
Patienten mit einer fortgeschrittenen Behinderung. Insgesamt konnte
geschlussfolgert werden, dass die nach sechs Minuten absolvierte Distanz keine

relevante zusatzliche Information im Vergleich zur Zwei-Minuten-Gehstrecke gibt.

Vill et al, Eur J Paediatr Neurol, 2015: ,Six-minute walk test versus two-minute walk

test in children with Duchenne muscular dystrophy: Is more time more information?”

1.1.2. Kongenitale Myopathien:

Die kongenitalen Myopathien stellen eine duflerst heterogene Gruppe genetisch

bedingter neuromuskularer Erkrankungen dar (13) (14) (15) (16) (17). Bislang wurden



kongenitale Myopathien anhand von histologischen Befunden in zwei groRe Gruppen
eingeteilt:
1.1.2.1. Angeborene Myopathien mit spezifischen strukturellen Befunden, die licht-

oder elektronenmikroskopisch darstellbar sind (18) (19) (20)

Die Klassifikation kongenitaler Myopathien mit strukturellen Anomalien basiert auf
typischen histopathologischen Befunden wie ,Cores”, Nemaline-K&rpern oder
zentralen Kernen (16). Mit zunehmender Erkenntnis Uber den genetischen
Hintergrund dieser Erkrankungen wurden allerdings zuletzt die Limitationen der
friheren histologischen Klassifikation erkennbar. Die morphologischen
Veranderungen sind zum Einen in der Regel nicht pathognomonisch fiir eine
bestimmte Erkrankung, zum Anderen konnen Mutationen in einem Gen zu
unterschiedlichen histologischen Phanotypen fihren (16) (21). Die Liste der
bekannten ursachlichen Gene wachst kontinuierlich an (22). Aus diesem Grund
erlaubt eine rein histologische Einordnung in der Regel auch keine ausreichende
genetische Beratung der Familie, sodass die Notwendigkeit von zusatzlicher

genetischer Diagnostik auf der Hand liegt.

1.1.2.2. Kongenitale Muskeldystrophien mit Muskelfaserdegeneration und

Bindegewebsproliferation.

Diese werden unterteilt in Formen mit reiner Muskelbeteiligung und solche mit
zusatzlicher Organbeteiligung, z.B. Augen- und / oder Gehirnanomalien. Mehrere
Subtypen werden durch Defekte in der extrazelluldaren Matrix (23, 24) oder Defekte
der Kernhillenproteine (25) (26) (27) verursacht. Dariliber hinaus gibt es das

Spektrum der O-Glykosylierungsstorungen (syn. Alpha-Dystrogylcanopathien) (14).

Die Diagnosestellung der kongenitalen Myopathien basierte frither auf der
Muskelbiopsie, mittlerweile wird in unserem Zentrum ein primar
molekulargenetischer Ansatz gewdhlt. Die molekulargenetische Zuordnung gelingt

allerdings bislang noch nicht in allen Fallen.



Mit den zuletzt deutlich verbesserten Methoden der genetischen Zuordnung durch
den molekulargenetischen Ansatz des ,Next Generation Sequencing” (NGS, syn.
Hochdurchsatzsequenzierung) stellte sich heraus, dass zusatzlich eine erhebliche
genetische Uberlappung zwischen kongenitalen Myopathien mit strukturellen
Anomalien und kongenitalen Muskeldystrophien besteht. Mutationen in mehreren
Genen kénnen innerhalb beider Gruppen beobachtet werden (28) (29) (13) (14) (30).
Zudem konnen die histopathologischen Veranderungen bei einigen Patienten trotz
ausgepragtem klinischen Bild entweder minimal ("Minimal Change-Myopathien") oder
unspezifisch sein und erlauben oft keine eindeutige Kategorisierung auf rein
morphologischer Basis (31) (32) (33).

In Rahmen der vorliegenden Habilitationsarbeit wurde ein Algorithmus entwickelt,
wie unter Berlicksichtigung der inzwischen zur Verfligung stehenden
molekulargenetischen Methoden im klinischen Alltag eine moglichst effektive
Diagnostik gewahrleistet werden kann..

An einer groBen Patientenkohorte von 98 Indexpatienten wurde die diagnostische
Aufarbeitung retrospektiv analysiert. Es zeigte sich, dass bis zu diesem Zeitpunkt in
56 Fallen eine gezielte Sequenzierung von Kandidatengenen durchgefiihrt wurde, bei
44 Patienten wurde NGS mittels groRem muskelspezifischen Panel und bei 12
Patienten eine exomweite Sequenzierung durchgefihrt. Ein Patient wurde mittels
Array-CGH diagnostiziert. Es stellte sich heraus, dass die endgiltige Diagnose bei 63
von 98 Patienten (64%) mittels molekulargenetischer Methoden gestellt werden
konnte. In 55% davon war eine gezielte Kandidatengenanalyse zielfihrend, diese
Quote war jedoch in hochstem Malle vom Vorhandensein richtungsweisender
histologischer oder klinischer Merkmale abhdngig. Die Methode der
Hochdurchsatzsequenzierung erbrachte die genetische Diagnose in 58,5% (groRe
Myopathie-bezogene Panels) bzw. 67% (exomweite Sequenzierung) der Falle.
Basierend auf unseren Ergebnissen erarbeiteten wir einen Algorithmus fiir einen
praktikablen diagnostischen Ansatz. Die klinischen Merkmale aller Patienten wurden

aufgearbeitet und tabellarisch prasentiert.



Eine berichtenswerte Beobachtung wurde bei der diagnostischen Aufarbeitung von
eineiigen Zwillingen mit vermuteter genetisch bedingter Myopathie gemacht, die
aufgrund einer Beta-Thalassamie mit dem Chelatbildner Deferasirox behandelt
wurden. Bei beiden Kindern trat im Alter von 7 Jahren eine progrediente, beinbetonte
proximale Muskelschwache und eine im MRT sichtbare Atrophie der Muskulatur auf.
Deferasirox ist Standardbehandlung bei chronischer Eiseniiberladung. Uber
unerwinschte Wirkungen von Deferasirox ist bislang in der Literatur viel bekannt,
nicht aber eine Assoziation mit muskuldarer Schwache oder Atrophie. Die breite
diagnostische Abkldarung inclusive Molekulargenetik mittels NGS (grofRes Myopathie-
Panel mit >200 enthaltenen Genen) konnte bei unseren Patientinnen keine Hinweise
auf die Atiologie der Muskelschwéache erbringen.

Das  Absetzen von Deferasirox  fihrte dann letztlich zu prompter
Symptomverbesserung und schlieBlich kam es zu einer vollstandigen Remission finf
Monate nach erfolgreicher hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Die
Eiseniberladung oder die Beta-Thalassamie selbst als Ursache fir die
Muskelschwadche sind unwahrscheinlich, da das chronologische Auftreten der
muskuldaren Symptome zum Einen kontradirektional zum Serumferritin-Spiegel war,
und zum Anderen eine signifikante klinische Verbesserung sofort nach Beendigung
der Medikation mit Deferasirox, noch vor Transplantation, zu verzeichnen war.

Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Entwicklung einer Muskelschwdche bei
Patienten, die mit Deferasirox behandelt werden, als eine mogliche unerwiinschte

Wirkung des Medikaments gewertet werden sollte.

Eine zugelassene, ursachliche Therapie existiert bislang noch fir keine Unterform aus
dem Erkrankungsspektrum der kongenitalen Myopathien. Flir die X-chromosomale
myotubuldre Myopathie wurde ein rekombinanter AAV-Vektor entwickelt, der im
Hundemodell eine deutliche klinische Verbesserung erbrachte (34). Das Medikament
ist am Menschen in der klinischen Studienphase und wird aktuell auch an unserem

Zentrum untersucht.
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Vill et al, J Neuromuscul Dis, 2017: ,Early-Onset Myopathies: Clinical Findings,
Prevalence of Subgroups and Diagnostic Approach in a Single Neuromuscular Referral

Center in Germany“

Vill et al, Neuromuscul Disord, 2016: ,Proximal muscular atrophy and weakness: an

unusual adverse effect of deferasirox iron chelation therapy”

1.1.3. Metabolische Myopathie: M. Pompe (syn: Glykogenspeicherkrankheit Typ I,

Saure-Maltase-Mangel)

Der M. Pompe ist autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, verursacht durch Mangel
an dem lysosomalen Enzym saure a-Glucosidase (GAA). Glykogen akkumuliert
innerhalb der Lysosomen verschiedener Gewebearten, insbesondere in der Leber, der
Skelettmuskulatur und der glatten  Muskulatur, was u.a. zu einer
Skelettmuskelschwache fihrt. Zusatzliche Symptome, besonders haufig auftretend in
der infantilen Form, sind hypertrophe Kardiomyopathie, Herzrhythmusstérungen,
Fltter- und Schluckstérungen, Splenomegalie, Schwerhdrigkeit, Makroglossie und
abnormale zerebrale Myelinisierung.

Die beiden klassischen Phdanotypen sind die schwere, frih einsetzende infantile Form
sowie die klinisch deutlich variablere und spédter einsetzende ,late onset”- oder
,adult onset“-Form. Die schwere infantile Form verlauft ohne Behandlung
Ublicherweise innerhalb der ersten 2 Lebensjahre letal (35). Die Erwachsenenform
variiert erheblich in Bezug auf klinisches Verteilungsmuster, Progression und
Prognose. Die  Erkrankung  manifestiert sich in dieser Gruppe mit
Gliedergilirtelphanotypen, Myalgien, Dyspnoe oder auch nur durch eine isolierte CK-
Erhohung (36) (37) (38). Die Diagnose basiert in beiden Formen auf einer reduziert
gemessenen GAA-Aktivitdat in Blut, Muskel oder Fibroblasten und wird lber eine

molekulargenetische Analyse des GAA-Gens bestatigt.

Eine spezifische Enzymersatztherapie ist seit 2006 verfigbar und kann den Verlauf bei

beiden Formen effektiv verlangsamen oder aufhalten (39) (38).

11



Der Muskel-Ultraschall ist ein etabliertes und validiertes bildgebendes Verfahren zum
Screening von Patienten mit Verdacht auf Muskelkrankheiten (40). Es wird seit Gber
20 Jahren eingesetzt (41) und kann Muskelregionen mit Entziindung, Verfettung,
Fibrose, Verkalkungen und perivaskuldren Verdanderungen identifizieren (42). Als
kostengiinstige, bestens verfligbare und schmerzfreie Methode ohne Strahlung und
ohne die Notwendigkeit einer Sedierung im Kindesalter, ermoglicht der
Muskelultraschall die Visualisierung von quergestreifter Muskulatur in einer hohen
Auflésung und ist eine der am weitesten verbreiteten Screening-Methoden fir
neuromuskuldare Stoérungen bei Kindern. Eine hohe Korrelation von erhdhter
Echointensitdt mit muskuldrer Schwache wurde bereits flr verschiedene
neuromuskuldre Erkrankungen beschrieben (40) (42) (43).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des Muskel-Ultraschalls in einer groRReren
Kohorte padiatrischer und erwachsener Pompe-Patienten evaluiert, u.a. mit der
Frage, ob spezifische, zuvor postulierte Muster (44) bestatigt werden kdnnen.

Eine Kohorte von vier infantilen und 15 erwachsenen Pompe-Patienten wurde
hinsichtlich der Korrelation zwischen ihrem klinischen Phanotyp und den Ergebnissen
des Muskel-Ultraschalls untersucht. Es zeigte sich, dass bei Erwachsenen die Methode
geeignet ist, um die klinische und subklinische Beteiligung der Muskulatur zu
beurteilen. In unserer Studie zeigten sich sichtbare sonographische Verdanderungen in
jedem klinisch betroffenen Muskel. In einigen Muskeln gingen erste morphologische
Veranderungen der Schwache sogar voraus. Hinsichtlich des anatomischen
Beteiligungsmusters konnten unsere Erkenntnisse die Hypothese des zuvor
postulierten Verteilungsmusters einer hdheren Vulnerabilitdat des M. vastus
intermedius als des M. rectus femoris wiederlegen.

Interessanterweise unterschied sich das sonographische Muster deutlich von dem bei
Muskeldystrophien (etwa der Muskeldystrophie Duchenne). Anders als bei diesen
Erkrankungen war eine Abgrenzung von Muskel und Knochen auch bei
fortgeschrittenem sonographischem Umbau noch moglich. Um die trotzdem klare

Pathologie zu klassifizieren, wurde eine Modifikation der bislang bewahrten ,Skala

12



nach Heckmatt” zur sonographischen Beurteilung der Muskulatur entwickelt und

validiert, die die Beteiligung des Knochenechos aullen vorlasst.

Bei der infantilen Form des M. Pompe zeigte sich der Muskelultraschall nicht sensitiv.
Auch bei klinisch stark betroffenen Kindern war keine signifikante Pathologie zu
beobachten. Somit sollte die Sonographie nicht als Screening-Methode fir die
infantile Pompe-Krankheit gewertet werden. Ein pathophysiologisch
unterschiedliches Muster mit vorherrschender Glykogen-Speicherung bei Sauglingen
und einem Vorherrschen des lipomatds-myosklerotischen Umbaus beim Erwachsenen

konnte die unterschiedlichen Befunde erklaren.

Vill et al, Neuromuscul Disord, 2015: ,Muscle ultrasound in classic infantile and adult

Pompe disease: a useful screening tool in adults but not in infants”

1.2. Neurogene Muskelerkrankungen

1.2.1. Hereditdare motorische und sensorische Neuropathien (Charcot-Marie-Tooth-

Erkrankungsspektrum)

Hereditare Neuropathien sind eine Gruppe von Erkrankungen des peripheren Nerven.
Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung (CMT), auch hereditdare motorische und
sensorische Neuropathie (HMSN) genannt, ist die haufigste Form und zeigt eine
Prdavalenz von ca. 1:2.500. Die haufigste Mutation ist die 1,5-Mb-CMT1a-Tandem-
Duplikation auf dem Chromosom 17p11.2-p12, welche das PMP22-Gen einschliet
(43) (44). Eine besondere Form der CMT ist die hereditare Neuropathie mit Neigung
zu Druckparesen (HNPP), die durch die reziproke 1.5 Mb Deletion einer Kopie des
PMP22 Gens verursacht wird (45).

Anhand klinischer, elektrophysiologischer und histopathologischer Kriterien wird die
CMT in drei Hauptgruppen eingeteilt: die demyelinisierende Form (CMT1), die
axonale Form (CMT2) und die spinale Form, auch bezeichnet als distale hereditare

motorische Neuropathie oder als distale spinale Muskelatrophie. Bei Gibergeordneten

13



Storungen, beispielsweise im mitochondrialen Stoffwechsel der Nervenzelle, sind
aber auch demyelinisierend-axonale Mischformen beschrieben. Die Anzahl der Gene,
die mit der CMT und verwandten erblichen Neuropathien assoziiert sind, ist konstant

ansteigend (46).

Die Klinik der CMT ist gekennzeichnet durch distale Muskelschwache und Atrophie,
verminderte oder fehlende Muskeleigenreflexe, FuBRdeformitdaten, entsprechende
Probleme beim Gehen, und Ublicherweise nur relativ milde sensorische Defizite. Eine

Beteiligung der intrinsischen Handmuskulatur ist haufig.

Die molekulargenetische Zuordnung gelingt bislang noch nicht in allen CMT-Fallen.
Aktuell gibt es noch keine kausale Behandlung fiir irgendeine Form der CMT. In der
CMT1a, welche durch die Duplikation des PMP22-Gens verursacht wird, stellt eine
Reduktion der PMP22-Expression einen Behandlungsansatz dar. Gegenwartig befindet
sich eine entsprechende pharmazeutische Zusammensetzung aus D-Sorbitol, Baclofen
und Naltrexon in klinischer Studienphase (47).

Um sowohl den natirlichen Verlauf des Erkrankungsspektrums als auch die Wirkung
neuer therapeutischer Targets zu evaluieren, sind erneut geeignete klinische
Messinstrumente notwendig. Validierte klinische Skalen zur Messung der
Krankheitsschwere der CMT sind erst seit kurzem verfligbar und wurden noch nicht in
allen der vielen und seltenen CMT-Subtypen eingesetzt. Der 6-Minuten-Gehtest
(6MWT) wird bislang auch bei der CMT in den meisten Studien als primadrer Outcome-
Parameter gewahlt. Klassische Zeitfunktionstests wie z.B. eine 10 Meter Geh- oder
Rennstrecke, sowie die bendtigte Zeit, um vier Treppenstufen zu bewadltigen oder um
aus Rickenlage aufzustehen, sind ebenfalls haufig eingesetzte Testmethoden.

Im Rahmen dieses Habilitationsprojektes wurde eine Studie durchgefihrt, die
klassische Zeitfunktionsparameter und den 6-Minuten-Gehtest mit Sprungplatten-
Mechanographie in einer Kohorte von 23 padiatrischen CMT-Patienten vergleicht.

Ein Aufstehversuch (,chair rising test”, CRT) und ein zweibeiniger Einzelsprung
(,single two leg jump®“, S2LJ) auf einer Mechanographieplatte wurde mit den
Ergebnissen der klassischen Zeitfunktionstestung mittels linearer Regressionsanalyse

korreliert.

14



Es zeigte sich eine moderate bis hohe Korrelation zwischen Mechanographie und dem
6MWT und den anderen Zeitfunktionstests. Insbesondere scheint der S2LJ, der die
Kombination aus distaler und proximaler Kraft in einem Test quantifiziert, anderen
Testmethoden (lberlegen zu sein. Es konnte geschlussfolgert werden, dass die
Mechanographie mittels Sprungplatte ein geeignetes zusatzliches Messinstrument fir
die primare Ergebnismessung bei Patienten aus dem CMT-Spektrum ist. Fr
neuromuskuldare Patienten mit fortgeschrittener proximaler Schwiache ist die

Methode allerdings nicht geeignet mangels Fahigkeit, ausreichend kraftig zu springen.

Im Rahmen dieser Arbeit lag ein weiterer Schwerpunkt auf der Identifizierung des
molekulargenetischen Hintergrundes bei bislang ungeklarten Fallen u.a. aus dem
Spektrum der CMT. Hier ergaben sich neue und interessante Genotyp-Phdnotyp-

Korrelationen.

U.a. berichteten wir Uber eineiige Zwillinge mit dem Phanotyp einer CMT1 mit
beidseitiger Fulheberschwache, Pes cavus, Thoraxkyphose und Skoliose. Einer der
beiden hatte zusatzliche Symptome einer HNPP. Die Neurographie ergab eine
demyelinisierende Neuropathie, typisch fir CMT1, aber zusatzlich einen transienten
Leitungsblock im Bereich des Nervus Ulnaris, der mit der HNPP-typischen klinischen
Lihmung, die im Rahmen nur geringer mechanischer Beanspruchung des Nerven
auftritt, einherging. Die genetische Analyse ergab, dass es sich ursachlich um eine 3
Basenpaare umfassende, bislang nicht beschriebene de Novo-Deletion im PMP22-Gen
handelte. Unser Patient zeigte die bislang nur sporadisch berichteten Kombination
aus CMT1a und HNPP, verursacht durch eine In-Frame-Deletion im PMP22-Gen, die zu
einer funktionellen Haploinsuffizienz fihrt. Wir schlussfolgerten, dass die
Pathogenese von HNPP noch nicht vollstéandig verstanden ist und offensichtlich auch
durch das Vorhandensein eines defekten Proteins verursacht sein kann. Die
intrafamilidre phanotypische Variabilitat, sogar bei eineiigen Zwillingen, bestatigt die
bekannte Tatsache, dass auch Faktoren auBerhalb der Genetik zum klinischen Verlauf

beitragen kénnen.
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Des Weiteren konnten wir Gber den genetischen Hintergrund und den Langzeitverlauf
einer fiir lange Zeit ungeklarten Familie mit zwei betroffenen Individuen berichten.
Der Vater litt klinisch an einem ,klassischen” Scapuloperonealen Syndrom, wahrend
der Sohn eine schwere neurogene Arthrogryposis multiplex congenita mit spaterem
Phanotyp einer beinbetonten proximalen und distalen Schwadche Dbei
neurophysiologischem Befund eines Vorderhornschadens zeigte.. Eine Multi-Gen-
Panel-Sequenzierung erbrachte die heterozygote Mutation c.805C>T im TRPV4-Gen.
Mutationen in diesem Gen, welches flir einen polymodalen Ca2p-durchldssigen Kanal
kodiert, sind flir verschiedene neurogene und skelettale Erkrankungen ursachlich.
Unsere Langzeitbeobachtungen {ber zwei Jahrzehnte ergaben keine relevante
Krankheitsprogression beim Vater und, nach einer dramatischen Neugeborenen
Periode, eine deutliche klinische Verbesserung des Sohnes, der im Alter von 5 Jahren
mit Orthesen Gehfahigkeit erreichte, was auf eine recht gute Prognose auch bei
schwerem kongenitalem Auftreten hindeutet. Langzeitergebnisse im Muskel-
Ultraschall korrelierten mit dem klinischen Verlauf und zeigten stabile bzw. sogar
leicht verbesserte Befunde in der Langzeitbeobachtung. Interessanterweise ergab die
Neurographie eine spat einsetzende Beteiligung des sensiblen Nerven beim Vater im
Alter von 55 Jahren. Eine sensible Neuropathie wurde bisher nicht in TRPV4-

assoziierten Neuropathien beschrieben.

Vill et al, Neuropediatrics, 2017: ,Jumping Mechanography as a Complementary
Testing Tool for Motor Function in Children with Hereditary Motor and Sensory

Neuropathy”
Vill et al, Neuropediatrics, 2015: “Overlap phenotype between CMTI1A and hereditary
neuropathy with liability to pressure palsies caused by the novel small in-frame

deletion c.407_418del12 in PMP22 gene”

Vill et al, Neuropediatrics, 2015: “Long-Term Observations in an Affected Family with

Neurogenic Scapuloperoneal Syndrome Caused by Mutation R269C in the TRPV4 Gene”
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1.2.2. Spinale Muskelatrophie

Als ,Spinale Muskelatrophien” (SMA) werden neuromuskuldare Erkrankungen
bezeichnet, die durch einen fortschreitenden Untergang von motorischen
Vorderhornzellen im Ruckenmark charakterisiert sind. Mehr als 90 Prozent werden
durch homozygote Deletionen im ,Survival Motor Neuron“ Gen (SMN1) verursacht.
Die SMA ist die hadufigste neurodegenerative Muskelerkrankung im Kindesalter. Der
Erbgang ist autosomal-rezessiv, die weltweite Pravalenz wird mit ca. 1:11.000
Lebendgeburten angegeben, die Frequenz der heterozygoten Ubertriger zwischen
1:40 und 1:67 (48). Der Verlust des SMNI1-Genproduktes fihrt zur Zerstdérung von
Nervenzellen im Rickenmark, die die Skelettmuskulatur des Korpers versorgen,
wodurch es zu Muskelschwache und Atrophie besonders der rumpfnahen Arm- und
Beinmuskulatur und spater der gesamten Skelettmuskulatur kommt.

Das Spektrum der Erkrankung umfasst definitionsgemal} die folgenden Formen (49):

- SMA Typ 1 (Werdnig-Hoffmann-Erkrankung) mit Beginn innerhalb der ersten
Lebensmonate. Freies Sitzen wird nicht erlernt, die Kinder versterben ohne Beatmung
in der Regel innerhalb von 18 Monaten.

- SMA Typ 2 (,intermediate” Form) mit einem etwas spateren Beginn. Das freie Sitzen
wird erlernt, nicht jedoch das Stehen oder Gehen. Eine respiratorische Beteiligung ist
haufig.

- SMA Typ 3 (Kugelberg-Welander- Erkrankung) mit einem spateren, sehr variablen
Beginn. Die Patienten erlernen das freie Laufen, dieses wird allerdings haufig im
langerfristigen Verlauf wieder verloren. Eine respiratorische Beteiligung ist selten.
Eine milde Verlaufsform der SMA Typ 3 ohne Verlust der Gehfdahigkeit und mit Beginn
im Erwachsenenalter wird teils auch als Typ 4 bezeichnet.

- Extrem selten ist die teils als ,SMA Typ 0“ bezifferte Verlaufsform der SMA. Die
Patienten sind bereits zum Zeitpunkt der Geburt schwerst betroffen und zeigen so gut
wie keine Spontanatmung.

Die Bestatigung der klinischen und neurophysiologischen Diagnose einer SMA erfolgt

molekulargenetisch.
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Fir die haufigste Form der SMA gibt es seit 2017 in Deutschland zugelassen ein
Antisense Oligonukleotid zur Hochregulierung des normalerweise im Menschen
klinisch stummen SMN2-Gens: Die Therapiestrategie zielt auf die Steigerung des
normalerweise nur niedrigen funktionellen Genproduktes des SMN2-Gens, um die
Gesamtmenge an funktionalem SMN-Protein zu erhéhen. Zudem befindet sich eine

Gentherapie mit einem AAV-Vektor fir das SMN1-Gen in klinischer Studienphase (50).

Nach Zulassung einer ursdachlichen medikamentésen Therapie fir die spinale
Muskelatrophie erscheint die Notwendigkeit eines Neugeborenenscreenings gegeben,
um eine prasymptomatische Behandlung zu ermdglichen. Ein entsprechendes
Machbarkeitsprojekt ,Modellprojekt molekulargenetisches Screening”, wobei die
SMA die Referenzerkrankung fir die sehr seltene Stoffwechselerkrankung Cystinose
darstellt, wurde im Januar 2018 mit maligeblicher Beteiligung der Habilitandin in

Bayern gestartet.

1.3. Neurologische Erkrankungen aufRerhalb des neuromuskularen Spektrums

Die Habilitandin ist Teil des arztlichen Teams einer grollen universitdren
Neuropadiatrie. AuRerhalb des Spektrums der neuromuskuldren Erkrankungen gilt das
besondere Interesse der molekulargenetischen Zuordnung und neuer Genotyp-
Phdnotyp Korrelation seltener neuropadiatrischer Erkrankungen. Unter Anderem
gelang die Zuordnung einer Patientin mit Phanotyp einer Erkrankung aus dem
Spektrum der Neurodegeneration mit Eisenablagerung im Gehirn (Neurodegeneration
with Brain Iron Accumulation, ,,NBIA“) zu einer Mutation im AP4S1-Gen, welches
sowohl| das genetische Spektrum der NBIA erweitert als auch das phadnotypische
Spektrum der AP4-assoziierten Erkrankungen. Weitere Publikationen als Koautorin
Uber Fallserien neuer neurogenetischer Erkenntnisse flieBen in die kumulative
Habilitationsleistung ein, wie auch Beteiligung an Arbeiten aus dem ,klassischen”

neuropddiatrischen Spektrum.

Vill et al, Mov Disord, 2017: A homozygous splice variant in AP4S51 mimicking

neurodegeneration with brain iron accumulation”
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