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-1- Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS)

Bei der fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) handelt es sich um eine heterogene
Gruppe chronischer Nierenerkrankungen, welche sich durch eine im Lichtmikroskop sichtba-
re fokale und segmentale Sklerose der Kapillarschlingen des Glomerulus auszeichnen. Im
einzelnen Glomerulum sind nicht alle Segmente des Kapillarknduels betroffen, somit spricht
man von einem segmentalen Befall. Elektronenmikroskopisch kann eine Verschmelzung der
FuRBfortsatze der Podozyten nachgewiesen werden.

Die FSGS ist eine hdufige Ursache flr das nephrotische Syndrom, wobei deutliche Unter-
schiede je nach Erkrankungsalter nachgewiesen werden kénnen: Bei etwa 12% der erwachse-
nen Patienten in Europa und bei 35% der Patienten in den USA sowie bei bis zu 20% der
Kinder liegt eine FSGS als Ursache eines nephrotischen Syndroms vor (El-Refaey, Bakr et al.
2010, Korbet 2012), einer Erkrankung, die durch die Trias Proteinurie, Hypalbumindmie und
Hyperlipidamie gekennzeichnet ist (siehe auch 1.1.2).

Inzwischen wird die FSGS mit der minimal-change Glomerulonephritis (MCD), der diffus
mesangialen Sklerose (DMS) und der kollabierenden Glomerulopathie auch unter dem Uber-
begriff ,,Podozytopathie” zusammengefasst (Kopp, Anders et al. 2020).

1.2 Kilassifizierung

1.2.1 Kilassifizierung nach Ursache

Die Klassifizierung in eine primare, sekundére und hereditdre FSGS hat wichtige therapeuti-
sche Implikationen. Die primédre FSGS wird durch eine primdre Podozytopathie verursacht
(siehe 1.2.1.1). Bei der sekundéaren Form hingegen bilden sich die fokal-segmentalen Lasio-
nen durch eine Adaptation an eine reduzierte Nephronzahl, direkte Toxizitat durch Medika-
mente oder virale Infektionen u.a. aus (Sprangers, Meijers et al. 2016). Die hereditare FSGS
resultiert aus Varianten in (iber 50 bekannten FSGS-Genen (siehe 1.2.1.3).

1.2.1.1 Priméare FSGS

Die Pathogenese der primaren FSGS ist aktuell noch nicht vollstdndig verstanden. Der Me-

chanismus der Podozytenschadigung wird jedoch stark mit einem nicht eindeutig identifizier-

ten zirkulierenden Toxin assoziiert (Savin, Sharma et al. 2015). Diese Hypothese des zirkulie-
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renden Faktors wird durch die Moglichkeit einer akuten Rekurrenz (innerhalb von Stunden
bis Tagen) der FSGS nach Nierentransplantation verstarkt (Rosenberg and Kopp 2017). Zu-
dem konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit einer hereditdren monogenen Genese
der FSGS signifikant seltener eine Rekurrenz nach Nierentransplantation zeigten als solche
mit nicht-genetischer Genese (Bierzynska, McCarthy et al. 2017). AuRerdem wurde bei Rat-
ten, welchen Serum von FSGS-Patienten injiziert wurde, eine erhdhte Albuminpermeabilitét
und verstarkte Proteinurie aufgrund einer Podozytenschadigung im Glomerulum nachgewie-
sen (D'Agati, Kaskel et al. 2011). Kandidaten, die gegenwartig untersucht werden, sind der
Cardiotrophin-like-Zytokin-Faktor 1 (Savin, Sharma et al. 2015), apoAlb (eine Isoform des
ApoAl) (Lopez-Hellin, Cantarell et al. 2013), anti-CD40-Antikorper (Delville, Sigdel et al.
2014) und l6slicher Urokinase-Rezeptor (Wei, EI Hindi et al. 2011). Bisher konnte jedoch
keiner dieser zirkulierenden Faktoren mit konsequenten proteinurischen Effekten in vitro oder
in vivo Uberzeugen. Zukunftig werden daher weitere Untersuchungen in gréfieren Studienko-
horten notig sein (Maas, Deegens et al. 2014). Frihere Studien gehen von einem 60-160 kDa
groRen Permeabilitatsfaktor, welcher von T-Zellen ausgeschittet wird, aus (Shalhoub 1974,
Vivarelli, Massella et al. 2017). Im Mausmodel konnte dieser Faktor eine Proteinurie sowie
eine Podozytenschadigung hervorrufen (Koyama, Fujisaki et al. 1991, Vivarelli, Massella et
al. 2017). Anschlielend konnten Verénderungen im Zytokinprofil von Patienten mit einer
Podozytopathie, hinweisend auf eine Verschiebung Richtung TH2-Zytokine, festgestellt wer-
den. Somit kdnnten die Interleukine IL-4 und IL-13 mdoglicherweise die Rolle des zirkulieren-
den Permeabilitatsfaktors Gbernehmen (Kemper, Zepf et al. 2005, Shao, Yang et al. 2009).
Aullerdem wurde aufgrund von erfolgreichen Therapien mit Rituximab und Ofatumumab die
Rolle der B-Zellen im Krankheitsmechanismus der primaren FSGS diskutiert (lijima, Sako et
al. 2014, Ruggenenti, Ruggiero et al. 2014). Dabei ist jedoch zu beachten, dass diese Medi-
kamente auch unabhéngig von B-Zellen einen Einfluss auf den Krankheitsmechanismus ha-
ben konnten (Kopp, Anders et al. 2020). Rituximab scheint bspw. das Aktinzytoskelett der
Podozyten zu stabilisieren (Fornoni, Sageshima et al. 2011). Da B-Zellen auch als antigen-
prasentierende Zellen fungieren, kénnen sie die T-Zellfunktion von Patienten mit steroid-

abhangigem Syndrom beeinflussen (Bhatia, Sinha et al. 2018).
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1.2.1.2 Sekundare FSGS

Die Genese der sekundéren FSGS ist sehr vielfaltig. Einige Studien haben mehrere Risikoal-
lele identifiziert, die die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten einer FSGS erh6hen (Debiec,
Dossier et al. 2018, Dufek, Cheshire et al. 2019). Das bisher am besten untersuchte Risikoa-
llel stellt das APOL1-Gen dar, welches fir das Apolipoprotein L1 kodiert (Genovese,
Friedman et al. 2010, Tzur, Rosset et al. 2010, Friedman and Pollak 2020). Patienten subsaha-

rischer Abstammung tragen durch das erhéhte Vorkommen der APOL1 Risikoallele ein 3-5
fach hoheres Risiko, an FSGS bzw. chronischer Niereninsuffizienz zu erkranken als Patienten
europdischer Abstammung (Parsa, Kao et al. 2013). Die erhohte Frequenz des APOLI1-
Risikoallels in Sub-Sahara Afrika l&sst sich wahrscheinlich durch den protektiven Effekt die-
ses Allels gegeniiber der afrikanischen Trypmanosomiasis erklaren, welcher den Merkmals-
tragern einen Selektionsvorteil bietet (Genovese, Friedman et al. 2010). Zudem konnte bei
den Merkmalstragern ein geringeres Nierentransplantatiiberleben festgestellt werden (Tedla
and Yap 2019). Studien mit transgenen M&usen weisen darauf hin, dass bereits die Expression
einer APOL1-Risikovariante aussreichen kdnnte, um eine FSGS hervorzurufen (Beckerman,
Bi-Karchin et al. 2017).

Folgende Formen gehdren zur Gruppe der sekundéren FSGS:

< Adaptive FSGS

Die adaptive FSGS wird als Resultat einer strukturellen und funktionellen Adaptation auf
intrarenale Vasodilatation, erhéhten glomeruldren Kapillardruck und erhéhte Plasmadurch-
flussrate verstanden (Kambham, Markowitz et al. 2001). Diese Maladaptation kann durch
eine Reduktion der Zahl an funktionellen Nephronen auftreten (z.B. bei unilateraler Nierena-
genesie, Refluxnephropathie oder geringer Anzahl an Nephronen bei sehr niedrigem Geburts-
gewicht) (Luyckx, Perico et al. 2017, Kopp, Anders et al. 2020). Ein Verlust von >75% der
renalen Masse scheint Studien zufolge mit der hochsten Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung
von Proteinurie, Glomeulosklerose und progressivem Nierenversagen einherzugehen (Novick,
Gephardt et al. 1991). Auch Mechanismen, welche zu hdmodynamischem Stress und Hyper-
filtration bei normaler Nephronanzahl fuhren, kénnen zu einer adaptiven FSGS fiihren (z.B.
Adipositas und extreme Muskelhypertrophie, Diabetes mellitus, zyanotische angeborene

Herzfehler, Sichelzellandmie und Glykogenose Typ 1) (Chen, Coleman et al. 1988,
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Schwimmer, Markowitz et al. 2003, Aygun, Mortier et al. 2011, D'Agati, Kaskel et al. 2011,
Morgan, Al-Aklabi et al. 2015, Tonneijck, Muskiet et al. 2017).

% Medikamenten-assoziierte FSGS
Eine FSGS kann zudem durch verschiedene Medikamente ausgeldst werden (Rosenberg and
Kopp 2017). Hierzu z&hlen u.a. folgende Medikamente:

1. Heroin: Heroin bzw. Morphin scheint die Proliferation der mesangialen Zellen und
Fibroblasten sowie die Expression von Molekilen der Schlitzmembran zu verandern
(Singhal, Mattana et al. 1996, Lan, Rai et al. 2013, Kim, Han et al. 2016). Einige Stu-
dien heben jedoch hervor, dass zum Heroin beigefigte Zusatzstoffe womdglich zur
Nephropathie fuhren (Jaffe and Kimmel 2006). Diese Annahme wird durch die sin-
kende Inzidenz bei erhohter Reinheit des Heroins unterstiitzt (Friedman and Tao
1995).

2. Pamidronat, ein Bisphosphonat, eingesetzt zur Reduktion der Knochenresorption bei
Myelom-Patienten und Patienten mit Metastasen, fuhrt wahrscheinlich Uber eine St6-
rung des Aktin-Zytoskeletts zu einer Podozytenschadigung (Markowitz, Appel et al.
2001)

3. Interferon-a, -B und —y: INF-B fordert den Zelltod der Podozyten und INF-a verhindert
die Migration der Vorlauferzellen. Zudem koénnen Interferone die Differenzierung der
Vorlauferzellen zu Podozyten hemmen (Markowitz, Nasr et al. 2010). Zusétzlich sti-
mulieren Interferone die APOL1-Genexpression und kdnnen somit bei Individuen mit
zwei APOL1-Risikoallelen zur Podozytenschadigung fuhren (Aghajan, Booten et al.
2019)

4. Calcineurininhibitoren, die durch eine akute Ischdmie infolge einer starken Vasokon-
striktion zu Schaden fihren kdnnen (Nadasdy, Allen et al. 2002)

5. Sirolimus (MTOR-Inhibitor), das die Expression von wichtigen Schlitzmembran-
Proteinen wie Nephrin in den Podozyten hemmt (Vollenbroker, George et al. 2009).
Eine direkte Podozytenschadigung durch Sirolimus wird ebenfalls vermutet
(Letavernier, Bruneval et al. 2007)

6. Lithium kann Uber eine erhohte Zytokinausschuttung zu einer erhéhten glomeruléren
Permeabilitat fir Proteine fuhren und somit zum nephrotischen Syndrom bzw. zu einer
FSGS (Sakarcan, Thomas et al. 2002)
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7. Anthracycline (Doxorubicin, Daunomycin): Durch direkte Podozytenschadigung und
oxidativen Stress kdnnen Anthracycline zu einer sekunddren FSGS flhren (Mohamed,
Goldstein et al. 2013).

% Virus-assoziierte FSGS

Die Virus-assoziierte FSGS kann sowohl durch direkte Infektion der Podozyten als auch
durch Freisetzung inflammatorischer Zytokine, welche mit Podozyten-Rezeptoren interagie-
ren, ausgeldst werden. Das bisher am besten in diesem Zusammenhang untersuchte Virus ist
das humane Immundefizienz-Virus Typ 1, das uber direkte Infektion der Podozyten und Tu-
bulusepithelzellen v.a. zum histologischen Bild einer kollabierenden FSGS fihrt (HIV-
assoziierte Nephropathie; HIV-AN) (Rosenstiel, Gharavi et al. 2009). Die HIV-assoziierte
Nephropathie steht zudem mit dem Suszeptibilitdtsgen APOLL1 in Verbindung. 72% der Afro-
amerikaner, die an einer HIV-AN leiden, tragen zwei APOL1-Risikoallele (Cohen, Kopp et al.
2017). Vor allem in Subsahara-Afrika, wo HIV-Infektion und APOL1-Risikoallele beide sehr
haufig sind, ist die Pravalenz der HIV-assoziierten Nephropathie besonders hoch (An, Kirk et
al. 2019).

Chronische Hepatitis C-Infektionen kénnen ebenfalls zu schweren immunvermittelten glome-
rularen Erkrankungen wie der FSGS fuihren (Angeletti, Cantarelli et al. 2019). Man geht da-
von aus, dass HCV &hnlich wie HIV die Podozyten direkt angreift und so zu einer Glomeru-
losklerose fuhrt (Gupta and Quigg 2015). Mit Hilfe der etablierten antiviralen Therapie kann
eine Verringerung der Proteinurie sowie eine Verhinderung bzw. Verzégerung des chroni-
schen Nierenversagens erzielt werden (Angeletti, Cantarelli et al. 2019).

Parvovirus B19 ist ein weiteres Virus, das die Podozyten und Tubulusepithelzellen befallen
kann und ebenfalls zu einer kollabierenden FSGS fiihren kann (Sanchez, Fenves et al. 2012).
Weitere Viren, die mit dem Krankheitsbild der FSGS assoziierten werden, sind das Cytome-

galie-Virus und das Epstein-Barr-Virus (Chandra and Kopp 2013).

1.2.1.3 Hereditdre FSGS

FSGS und das nephrotische Syndrome kénnen durch pathogene Varianten in verschiedenen

Genen verursacht werden. Es werden hierbei verschiedene Erbgénge beobachtet: autosomal-
rezessiv, autosomal-dominant und X-chromosomal (Malone, Phelan et al. 2014, Pollak 2014).

Die autosomal-dominanten Formen werden vor allem bei adoleszenten und adulten FSGS-
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Patienten beobachtet, wobei die autosomal-rezessiven Formen sich meist friiher manifestieren
(Pollak 2014). In den letzten 15 Jahren wurden tber 50 verschiedene Gene identifiziert, in
welchen pathogene Varianten zum Krankheitsbild einer FSGS flihren (siehe Tab. 1.) (Lovric,
Ashraf et al. 2016, Bierzynska, McCarthy et al. 2017, Varner, Chryst-Stangl et al. 2018). Die
meisten dieser Gene kodieren Proteine, die in Podozyten lokalisiert sind. Zu diesen Genen
gehoren z.B. das NPHS1- und NPHS2-Gen, welche die Schlitzmembranproteine Nephrin und
Podocin kodieren (Sadowski, Lovric et al. 2015, Warejko, Tan et al. 2018). Weitere Gene
betreffen den Laminin/Integrin-Signalweg, Aktin-Bindeproteine, aktinregulierende small
GTPasen, lysosomale Proteine, Transkriptionsfaktoren und Proteine der Coenzym Q10-
Biosynthese (siehe Abb. 1) (Ashraf, Gee et al. 2013, Lovric, Ashraf et al. 2016, Ashraf, Kudo
et al. 2018, Kopp, Anders et al. 2020). Dies hat elementare Implikationen auf die Therapie.
Patienten, die Varianten in Genen der aktinregulierenden GTPasen tragen, zeigen bspw. ein
partielles Ansprechen auf Steroide (Ashraf, Kudo et al. 2018). Patienten, die Varianten in re-
zessive-vererbten Genen der Coenzym Q10 Biosynthese tragen, profitieren von einer indivi-
duellen Coenzym Q10-Therapie (Atmaca, Gulhan et al. 2017).

Rezess H -
‘Dmmm CoQzo Biosynthese NUP1 07' Nukdsigiiiae
Keine bekannten Varianten M.Rm’il'n
Metabolismus NUP133 )
COOBB C006 (ooz i LMX18
\PDSSI MTTLI SGPL1 )
SMARCAL1 NUP205
| XPOS5
“e-- ---- Lysosom
tRNA Modifikation SCARB?2
(0sGEP
\ TP53RK | Aktinregulation
: ”’RKB Aktinbindung : ARHGAP24 | ‘MAcxz_: |
LAGEJ ) . : — 2 ‘
; : i ARHGDIA (TNS2 ) !
fr : MYOIE o ?chllamembran PR J ‘
\ WDR73 [ crB2 ) — KANK1, KANK2, | ,DLCI_‘ ‘
> : Mmo o — ‘ \ KANK4 )
(PIPRO. crm ekl CDZAP] NPHS1) _L\TRPC6 ; X
= ”W D AWL NPHS1 | ll’SNl |
( EMP2 | = NPHSZ \ / | RHOA, RAC1
N < ~ PLCE] [ DGKE | fTSNZ and CDC42
(cusn) ncAz';rcm '
GBM (LAMB2

Integrin und Laminin
; ) Endotheliale zzlle

Abb. 1 . Ubersicht (iber einige podozytiren Gene ursachlich fiir FSGS und deren Lokalisation im Podozyten;
GBM = glomerulare Basalmembran (modifiziert nach (Kopp, Anders et al. 2020))
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Zudem ist zu beachten, dass Varianten in einigen Genen syndromale Krakheitsbilder hervor-
rufen kénnen (siene 1.4.). Alport-Syndrom, Dent-Disease und Morbus Fabry beispielsweise
kdnnen sich in Form von Podozytopathien manifestieren, in einigen Féllen sogar mit minima-
len oder fehlenden extrarenalen Symptomen oder als isolierte FSGS (Warejko, Tan et al.
2018, Landini, Mazzinghi et al. 2020).

1.2.2 Histologische Klassifizierung

D’Agati et al. definierten 2004 lichtmikroskopische Haupttypen der FSGS, darunter die klas-
sische FSGS (FSGS not otherwise specified; NOS), die kollabierende Variante (collapsing
variant), die perihilare Variante (perihilar variant), die zellreiche Variante (cellular variant)
und die Spitzen-Lasion Variante (tip variant) (D'Agati, Fogo et al. 2004).

Die klassische FSGS zeichnet sich durch eine fokale und segmentale Konsolidierung aus,
welche durch erhohte extrazellulare Matrix verursacht wird. Diese fuhrt zu einem Verschluss
der glomeruldren Kapillarschlingen (siehe Abb. 2 A). Die kollabierende Variante ist definiert
durch mindestens ein Glomerulum, welches einen Kollaps des Kapillarkonvoluts und eine
Hypertrophie und Hyperplasie der Podozyten aufweist (siehe Abb. 2 B). Die perihilare Vari-
ante beinhaltet folgende Kriterien: (1) es muss mindestens ein Glomerulum mit einer perihilé-
ren Hyalinose und mit oder ohne Sklerose vorliegen; und (2) lber 50% der Glomeruli mit
segmentaler Lasion mussen eine perihilare Sklerose und/oder Hyalinose aufzeigen (siehe
Abb. 2 C). Die zellreiche Variante ist definiert durch das Vorkommen mindestens eines Glo-
merulums mit endokapillarer Hyperzellularitdt, welche mindestens 25% des Kapillarkn&uels
betrifft und einen Verschluss des Kapillarlumens bedingt (siehe Abb. 2 D). Die Spitzenlasion
zeichnet sich durch das Vorkommen mindestens einer segmentalen Ldsion in der Spitzendo-
méne aus (d.h. die &duRersten 25% des Glomerulums am Ursprung des proximalen Tubulus;
am Harnpol) mit entweder einer Adhé&sion des Kapillarknduels an der Bowman-Kapsel oder
einer Verschmelzung der Podozyten mit den Tubulusepithelzellen am tubuldren Lumen (siehe
Abb. 2 E).
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Abb. 2(A) Segmentale Obliteration des Glomerulums durch erhéhte extrazellulare Matrix und hyalines Material
(PAS-Férbung; x250) (D'Agati VD 2004). (B) Global kollabiertes Glomerulum mit hyperplastischen Podozyten
(JMS-Férbung; x400). (C) Diese sehr friihe Lasion zeigt eine mild vermehrte Matrix am Hilus des Glomerulums
(PAS-Férbung; x250) (D'Agati VD 2004). (D) Das Glomerulum zeigt eine endokapillare Hyperzellularitat. Die
betroffenen Segmente sind mit endokapillaren Zellen verstopft und werden von mononukledren Leukozyten
infiltriert (H-E-Farbung; x250) (D'Agati VD 2004). (E) Die segmentale Lasion betrifft den Harnpol am Ur-
sprung des proximalen Tubulus. Der Gefal3pol ist nicht angeschnitten (PAS-Féarbung; x250) (D'Agati VD 2004).

1.3 Minimal-Change-Glomerulonephritis

Die Minimal-Change-Glomerulonephritis ist eine der Hauptursachen fur ein idiopathisches
nephrotisches Syndrom (Vivarelli, Massella et al. 2017). Im Erwachsenenalter zeigen ca. 10-
15% der Patienten mit idiopathischem NS eine MCGN (Cameron 1987). Bei Kindern im Al-
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ter von Uber 1 Jahr sind es ca. 70-90% (Eddy and Symons 2003, Floege and Amann 2016). Im
Kindesalter wird meist keine Nierenbiopsie durchgefiihrt, wenn der Patient eine typische Ma-
nifestation zeigt und auf eine Glucocorticoidtherapie anspricht und oft wird die MCGN mit
dem steroid-sensitiven Syndrom gleichgesetzt (Vivarelli, Massella et al. 2017). Die Abwe-
senheit von sichtbaren Veranderungen in der Lichmikroskopie und die Podozytenschéadigung
in der Elektronenemikroskopie stellen das histologische Markenzeichen der Minimal Change
Glomerulonephritis dar (Vivarelli, Massella et al. 2017). Die Pathogenese der MCGN ist noch
nicht vollstandig geklart. Man geht davon aus, dass es verschiedene Untergruppen mit jeweils
unterschiedlicher Pathogenese gibt, wobei immunologische Dysregulation und Modifikation
der Podozyten wahrscheinlich zu einer Veranderung der Integritat der glomeruldren Basal-
membran flhren und somit eine Proteinurie hervorrufen (Bertelli, Bonanni et al. 2016). Bisher
wird jedoch weiterhin diskutiert ob MCGN und FSGS eine Krankheitskontinuum mit einer
geminsamen Pathogenese oder zwie separate Kranheitsentitdten darstellen (Vivarelli,
Massella et al. 2017). Auch bei primér streoidresistenten Patienten konnen namlich histologi-
sche Merkmale der MCGN ausgemacht werden. Die Uberwiegende Mehrheit dieser Patienten
entwickelt jedoch im Veraluf eine FSGS (D'Agati, Kaskel et al. 2011).

1.4 Klinische Symptomatik

Eine Proteinurie mit einem Albuminanteil von mindestens 50% stellt das Hauptmerkmal der
Podozytenschadigung dar. Das Ausmald der Proteinausscheidung im Urin definiert folgendes
Spektrum: subnephrotische Proteinurie, nephrotische Proteinurie und nephrotisches Syndrom
(siehe Tab. 1.). Zusétzlich kénnen die Podozytenschadigung sowie der Verlust von Podozyten
zu einigen weiteren klinischen Manifestationen wie Odemen, Hyperlipiddmie, Thromboem-
bolien und erhohter Infektanfélligkeit fuhren (Kopp, Anders et al. 2020).

Im Kindesalter manifestiert sich eine FSGS meist in Form von periorbitalen und/oder periphe-
ren Odemen aufgrund einer Hypoalbuminamie und Salziiberschuss als Teil des nephrotischen
Syndroms (Kopp, Anders et al. 2020). Kinder entwickeln typischerweise eine schwere Hypo-
albuminémie (oft <1g/dl) zusammen mit einer massiven Proteinurie ohne eine ausgleichende
Senkung des Albumins im Interstitium. Dies fuhrt zu einer Flussigkeitsverschiebung in das
relativ gesehen hyperonkotische Interstitium (Vande Walle, Donckerwolcke et al. 1999). Die
isolierte Proteinurie ist eine seltenere Manifestationsart der FSGS bei Kindern (Kopp, Anders

et al. 2020). Zudem muss beachtet werden, dass bei einer zufallig durchgefuhrten Urinanalyse
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bei Kindern im Grundschulalter etwa 5-10% einen positiven Urinteststreifen auf Proteine zei-
gen (>=1). Nur 0,1% dieser Kinder zeigen tatsachlich eine persistierende Proteinurie (mind.
2-malig nachgewiesene Proteinurie in einem Zeitraum von >3 Monaten) und werden im
Rahmen der FSGS bericksichtigt (Vehaskari and Rapola 1982).

Im Gegensatz dazu entwickeln erwachsene Patienten selten ein klinisch manifestes nephroti-
sches Syndrom, sondern die subnephrotische oder auch nephrotische Proteinurie wird meist
zufallig in einer Routineuntersuchung entdeckt (Kopp, Anders et al. 2020). Im Erwachsenen-
alter entwickelt sich die Proteinurie typischerweise graduell und verursacht parallel dazu eine
Senkung des onkotischen Drucks im Plasma und im renalen Interstitium, sodass erhebliche
Flussigkeitsverschiebungen und akutes Nierenversagen typischerweise ausbleiben. Odeme

entwicklen sich bei erwachsenen Patienten aufgrund einer positiven Natriumbilanz durch er-

hohte Natriumretention in der Niere (Kopp, Anders et al. 2020).

ERWACHSENE KINDER
PROTEINURIE Proteinurie von 300-3400 mg  Protein/Kreatinin-Verhéltnis von
pro Tag >0,2
oder oder
Protein/Kreatinin-Verhaltnis Proteinurie >100 mg/m? pro Tag
< 300mg/g oder

NEPHROTISCHE PRO-

Proteinurie von >3,5g pro Tag

>4 mg/m? pro Stunde oder posi-
tiver Urinteststreifen

Protein/Kreatinin-Verhéaltnis

TEINURIE oder >2 mg/mg im Erststrahlurin
Protein/Kreatinin-Verhaltnis oder
>3000 mg/g 24-h Urin >1000mg/m? pro Tag
und entsprechend 3+ oder 4+ im
normalem Serumalbuminspie- Urinteststreifen
gel oder

NEPHROTISCHES SYN-

Proteinurie >3,5 g pro Tag

>40 mg/m? pro Stunde
Protein/Kreatinin-Verhaltnis

DROM oder >2 mg/mg im Erststrahlurin
Protein/Kreatinin-Verhaltnis oder
>3000 mg/g 24h-Urin >1000mg/m? pro Tag
mit entsprechend 3+ oder 4+ im

Odemen, Serumalbumin <3,0
g/dl und Hypercholesterindmie

Urinteststreifen
und
entweder Hypoalbuminamie
(<30g/1) oder Odeme, wenn kein
Serumalbmiunspiegel bekannt ist

Tab. 1. Definition der Proteinurie, der nephrotischen Proteinurie und des nephrotischen Syndroms bei Erwach-
senen (Radhakrishnan and Cattran 2012) und bei Kindern (Trautmann, Vivarelli et al. 2020).
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1.5 Extrarenale Manifestationen

Pathogene Varianten in bestimmten Genen kénnen mit einem syndromalen Phénotyp assozi-
iert sein. Im Folgenden werden zwei Gene beispielhaft hervorgehoben.

Als erstes soll das Gen WT1 erwéhnt werden, in welchem pathogene Varianten in der KTS-
Doméne zu einem Frasier-Syndrom fuhren. Dies ist neben dem nephrotischen Syndrom durch
einen méannlichen Pseudohermaphroditismus (weibliches duf3eres Genitale, Stranggonaden,
Karyotyp 46,XY) sowie ein deutlich erhdhtes Risiko fur die Entstehung eines Gona-
doblastoms charakterisiert. Bei Missense-Varianten im WT1-Gen hingegen kommt es zur
Ausbildung eines Denys-Drash-Syndroms oder eines isolierten nephrotischen Syndroms. Das
Denys-Drash-Syndrom zeigt neben dem nephrotischen Syndrom ein Nephroblastom (Wilms-
Tumor) und einen Pseudohemaphroditismus masculinus, welcher sich oft durch eine Fehlbil-
dung des aulReren Genitales auszeichnet (Chernin G 2010).

Loss-of-function-Varianten im LAMB2-Gen resultieren in einem Pierson-Syndrom, welches
neben einem kongenitalen nephrotischen Syndrom folgende okulédre Anomalien aufweist:
Mikrokorie, Hypoplasie der zilidren und Pupillen-Muskulatur u.a.. Missense-Varianten hin-
gegen fihren zu einem kongenitalen nephrotischen Syndrom mit oder ohne milden okuldren
Anomalien wie Myopie, Fundus-Anomalien und Nystagmus (Hasselbacher K 2006), (Zenker
M 2004).

INF2-Varianten konnen entweder zu einem isolierten nephrotisches Syndrom (NS) oder zu
einer zusétzlichen Charcot-Marie-Tooth-Krankheit fihren, welche auch als hereditdre moto-
risch-sensible Neuropathie Typ | bezeichnet wird und sich durch eine langsam progressive
Schwache und Atrophie der Extremitaten auszeichnet (Boyer, Nevo et al. 2011). Zudem ist zu
beachten, dass das INF2-Gen eine groRe phanotypische Varianz aufzeigt mit teilweise spatem
Erkrankungsbeginn und variablem histologischem Befund (Buscher, Celebi et al. 2018,
Braunisch, Riedhammer et al. 2021).

Patienten mit Varianten in LMX1B prasentieren sich mit dem Nail-Patella-Syndrom, das
durch Dysplasie der Ndgel und eine fehlende bzw. hypoplastische Patella charakterisiert ist.
Allerdings konnte man bei einigen Patienten mit isoliertem NS ebenfalls pathogene Varianten
im LMX1B-Gen nachweisen (Boyer, Woerner et al. 2013).
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1.6 Pathogenese

Die experimentelle Studie von Wilhelm Kriz in den neunziger Jahren des letzten Jahrtausends
hat den Grundstein flr die heutige Erklarung der Pathogenese der klassischen FSGS gelegt.
Die Studie verdeutlicht, dass die ersten elektronenmikroskopischen Zeichen einer FSGS, Po-
dozytenschadigungen durch Zellkdrper-Attenuation, Verlust der Filtrationsschlitze durch Ver-
schmelzung der PodozytenfulRfortséatzte, Bildung von Pseudozysten und mikrovillése Trans-
formation sind (Kriz, Elger et al. 1994). Diese elektronenmikroskopischen Befunde kdnnen
bereits Wochen bis Monate vor der Entstehung einer sichtbaren Lé&sion im Lichtmikroskop
vorhanden sein (Kriz, Elger et al. 1994). Die Reorganisation des Aktinzytoskeletts der Podo-
zyten spielt dabei eine wichtige Rolle. Ein funktionelles Ungleichgewicht der zentralen Regu-
latoren des Aktinzytoskelettes, wie die Rho-Familie der kleinen GTPasen (RhoA, CDC42,
RAC1) kann zur Podozytenschadigung fihren (Falkenberg, Azeloglu et al. 2017). Erholen
sich die Podozyten von dieser initialen Schadigung nicht, fuhrt der folgende Zelltod und die
Ablbésung von der glomerularen Basalmembran (GBM) zu einer Reduktion der Podozytenzahl
und damit zu ,,unbedeckten” Stellen der GBM. Da Podozyten postmitotische Zellen sind,
fuhrt ihr Zelltod zu der Differenzierung einer Gruppe von parietalen Epithelzellen entlang der
Bowman-Kapsel, welche als residente Progenitorzellen fungieren (Ronconi, Sagrinati et al.
2009, Kaverina, Eng et al. 2019). Dies fuhrt zu einer Vorwélbung des Kapillarknduels in
Richtung Bowman-Kapsel und zur Ausbildung von Zellbriicken zwischen den Parietalzellen
der Kapsel und der GBM (Abb. 3, B). Die Parietalzellen bilden eine Matrix, welche sich zwi-
schen den Zellbriicken ablagert und zu einer fibrosen Anhaftung des Kapillarknduels an die
Bowman-Kapsel fuhrt (Abb. 3, C). Diese Anheftung hat die Ausbildung von Liicken im parie-
talen Epithel und damit eine fehlgeleitete Filtration zur Folge. Dies flhrt zu einer Ablésung
der Parietalzellen von ihrer Basalmembran, zur Ausbildung einer eiweil3artigen Ablagerung in
den anheftenden Kapillarschlingen (Hyalinose), zur Ablagerung von Extrazelluldrmatrix und
zur Akkumulation von Schaumzellen, welche wiederum einen Verschluss der Kapillarschlin-
gen zur Folge haben. Eine mesangiale Expansion infolge der erhéhten Matrixproduktion ist
oft zu erkennen (Abb. 3, D) (Jefferson and Shankland 2014). Letztendlich fiihren diese Ver-
anderungen dann zum Untergang der Tubuluszellen, welche stromabwarts im Nephron liegen

und zur Ausbildung einer institiellen Fibrose und Tubulusatrophie fiihren.
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Abb. 3 Pathogenese der FSGS. PEZ = Parietale Epithelzelle; P = Podozyt; GEN = Glomeruléres Endothel; MZ =
mesangiale Zelle (modifiziert nach (Jefferson and Shankland 2014)). (Jefferson JA 2014).

1.7 Diagnostik und Differentialdiagnosen

Die diagnostische Herangehensweise an Patienten mit Proteinurie oder nephrotischem Syn-
drom gestaltet sich je nach vorhandenen Mdglichkeiten der bioptischen Untersuchung und des
darauffolgenden Behandlungsplans oft schwierig. Deshalb ist es wichtig, die verschiedenen
Risikofaktoren und Ausléser einer Proteinurie bzw. FSGS, welche je nach Alter, Geschlecht
oder ethnischen Herkunft unterschiedlich sein kdnnen, zu untersuchen (Kopp, Anders et al.
2020). Die bioptische Sicherung ist jedoch fiir die Diagnosestellung und histologische Klassi-
fizierung der FSGS obligat (Sprangers, Meijers et al. 2016).
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Kinder mit einem nephrotischen Syndrom oder einer persistierenden Proteinurie von >3 Mo-
naten, sollten genauer untersucht werden (Vehaskari and Rapola 1982). Patienten, die zusétz-
liche syndromale Manifestationen aufzeigen, sollten zum Ausschluss weiterer Manifestatio-
nen eines spezifischen Syndroms phénotypisiert werden und ein Kindernephrologe sollte mit
einbezogen werden. Eine ausfihrliche Familienanamnese beziiglich Nierenerkrankungen und
extrarenalen Symptomen ist essenziell, um zu beurteilen, ob ein syndromales Krankheitsbild
vorliegt (Trautmann, Lipska-Zietkiewicz et al. 2018, Warejko, Tan et al. 2018, Landini,
Mazzinghi et al. 2020). Vor allem bei erwachsenen Patienten ist es wichtig, bei der Erstmani-
festation verschiedene Differentialdiagnosen, wie Medikamenten-/Drogeneinnahme, erhhtes
Korpergewicht, Zeichen oder Symptome einer viralen oder bakteriellen Infektion, Autoim-
munerkrankungen und Tumorerkrankungen zu erwagen (Kopp, Anders et al. 2020). Mittels
sonographischer Untersuchung der Nieren kénnen Nierenverkleinerung, Raumforderungen
oder Malformationen und zystische Nierenerkrankungen, welche sich typischerweise in Form
einer nicht-nephrotischen Proteinurie manifestieren und eine hohere Pravalenz im Erwachse-
nenalter zeigen, ausgeschlossen werden (Kopp, Anders et al. 2020). Bei Auftreten eines ne-
phrotischen Syndroms mit deutlicher Odembildung und evetuell Anasarka, Venenthrombose
oder Infektionen und Ausschluss der oben genannten Risikofaktoren sollte die Suche nach
einer immunologischen oder genetischen Genese veranlasst werden (Korbet and Whittier
2019).

Eine Nierenbiopsie wird bei Kindern mit isoliertem nephrotischen Syndrom zunéchst nicht
durchgefihrt, da 75-80% der Podozytopathien auf eine Standard-Steroidtherapie ansprechen
(Vivarelli, Massella et al. 2017). Zudem ist das Ansprechen auf eine Steroidtherapie ein bes-
serer Pradiktor fur die Prognose als der Biopsiebefund. 10-20% der Kinder mit idiopathi-
schem nephrotischem Syndrom, die nicht auf die Steroidtherapie ansprechen, zeigen zu 25%
eine Minimal-Change-Glomerulonephritis und fast 75% eine FSGS in der Nierenbiopsie
(Vivarelli, Massella et al. 2017).

Bei Kindern mit einer persistierenden nicht-nephrotischen Proteinurie wird die Indikation zur
Biopsie kontrovers diskutiert (Hogg, Portman et al. 2000). Viele Experten empfehlen eine
strenge Kontrolle des Blutdrucks, der Proteinausscheidung und der GFR, bei Kindern mit
einer Proteinausscheidung von <500 mg/m? pro Tag. Falls einer dieser Parameter ein Hinweis
auf eine progressive Erkrankung zeigt, kann eine Nierenbiopsie indiziert sein (Leung, Wong

et al. 2017). Retrospektive Studien heben hervor, dass Kinder mit subnephrotischer Proteinu-
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rie und einem Protein/Kreatinin-Verhaltnis von >0,5 g/g eine FSGS in der Biopsie zeigen
konnen. Bei Patientin mit einem Protein/Kreatinin-Verhaltnis von <0,5 g/g ist eine FSGS hin-
gegen selten (Hama, Nakanishi et al. 2012).

Eine molekulargenetische Untersuchung wird fir alle Kinder und Adoleszente (<30 Jahre),
die nicht auf Steroide ansprechen, empfohlen (siehe Abbildung 4), da hier die Wahrschein-
lichkeit fir eine monogene Ursache 11-60% betragen kann (Sadowski, Lovric et al. 2015,
Lovric, Ashraf et al. 2016, Tan, Lovric et al. 2018, Warejko, Tan et al. 2018, Landini,
Mazzinghi et al. 2020, Park, Lee et al. 2020). Auch bei positiver Familienanamnese bzgl. Nie-
renerkrankungen und syndromaler Merkmale sollte eine genetische Analyse veranlasst wer-
den (Connaughton, Kennedy et al. 2019). Genetische Ursachen fiir eine FSGS konnen mittels
Gen-Panel identifiziert werden, in dem eine bestimmte Anzahl an bekannten FSGS-Genen
sequenziert werden. Die Auswahl an Genen, welche im Panel untersucht werden, unterschei-
det sich je nach Manifestationsalter (Kopp, Anders et al. 2020). Die Panel-Diagnostik hat den
Vorteil, relativ schnell Ergebnisse zu liefern, da nur bestimmte Gene untersucht werden
(Kopp, Anders et al. 2020). Alternativ kann eine Exomsequenzierung durchgefiihrt werden,
welche umfassende Mengen an Daten Uber das gesamte Exom einbringt, einschlielich neuer
Varianten in bekannten FSGS-Genen und Varianten in Genen, welche bisher noch nicht mit
der FSGS assoziiert wurden. Jedoch bleibt die Interpretation von Varianten unklarer Signifi-
kanz oder Varianten in bisher unbekannten Genen eine Herausforderung, und Patienten ms-
sen Uber die Wahrscheinlichkeit anderer genetischer Diagnosen unabhangig von der Nie-
renerkrankung aufgeklart werden (siehe 4.1). Zudem ist bei Patienten afroamerikanischer
Herkunft mit FSGS in der Nierenbiopsie zu beachten, dass 72% dieser Patienten zwei
APOL1-Risikoallele tragen. Somit kann es sinnvoll sein, bei diesen Patienten zundchst auf
APOL1 zu testen (Kopp, Anders et al. 2020).

1.8 Therapie und Prognose

Die progressive chronische Niereninsuffizienz stellt eine hdufige Folge bei Patienten mit per-
sistierender Proteinurie und FSGS dar (Radhakrishnan and Cattran 2012). Das Ansprechen
auf eine Glucocorticoidtherapie nimmt hierbei entscheidenden Einfluss auf die Prognose
(Mason, Sen et al. 2020), da Patienten die auf eine Steroidtherapie ansprechen (47-66% bei
FSGS (Korbet 2012)), typischerweise kein chronisches Nierenversagen entwickeln

(Troyanov, Wall et al. 2005). Im Umkehrschluss stellt die Steroidresistenz den starksten un-
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abhangigen Prédiktor fiir die Nierenfunktionseinschrankung dar. 70% der steriodresistenten
Patienten erleiden innerhalb von 10 Jahren nach Diagnosestellung ein chronisches Nierenver-
sagen (Kopp, Anders et al. 2020). Vor allem FSGS-Patienten mit einer hereditdren Genese
haben eine schlechte Prognose. Uber 50% der Patienten entwickeln innerhalb von 5 Jahren
nach Diagnosestellung ein chronisches Nierenversagen (Trautmann, Schnaidt et al. 2017,
Landini, Mazzinghi et al. 2020).

Die aktuellen Leitlinien halten basierend auf klinischen Studien an einem ,,One-fits-all*-
Konzept fest (KDIGO 2021). Jedoch wird immer klarer, dass neben der initialen Therapie mit
Steroiden ein personalisierter Behandlungsansatz notwendig werden kann, um Nebenwirkun-
gen zu vermeiden und spezifische Therapien anzuwenden (siehe unten) (Atmaca, Gulhan et
al. 2017, Trautmann, Schnaidt et al. 2017, Warejko, Tan et al. 2018, Landini, Mazzinghi et al.
2020).

Kinder (und auch Erwachsene) mit persitierender nicht-nephrotischer Proteinurie werden mit-
tels Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und Salzrestriktion behandelt
(Radhakrishnan and Cattran 2012). Kinder und Jugendliche mit nephrotischem Syndrom und
ohne bioptische Sicherung der Diagnose, ohne Hypertension, starker Hamaturie, stark erhtéh-
tem Serumkreatinin, mit normalen Komplementfaktoren und ohne extrarenale Symptome
erhalten eine orale Steroidtherapie fur mindestens 2-3 Monate (Tune and Mendoza 1997).
Circa 80-90% dieser Patienten entwicklen innerhalb von 4 Wochen nach Therapiebeginn eine
komplette Remission (Murnaghan, Vasmant et al. 1984). Patienten, die keine komplette Re-
mission entwickeln, werden als steroidresistent bezeichnet und erhalten eine Nierenbiopsie
sowie eine molekulargenetische Untersuchung (Hodson, Hahn et al. 2015, Larkins, Kim et al.
2016). Nur 30% der Kinder mit initial steroidsensiblem nephrotischen Syndrom (SSNS) ver-
bleiben in Remission. 10-20% zeigen weniger als vier Rezidive, und die verbleibenden Pati-
enten erleiden haufige Rezidive (frequently relapsing nephrotic syndrome, FRNS) oder wer-
den wahrend des Ausschleichens der Steroide rickfallig (steroidabhdngiges nephrotisches
Syndrom; SDNS) (Kopp, Anders et al. 2020). Das SRNS und SDNS werden mit Hilfe ver-
schiedener Therapieregime mit Glucocorticoiden behandelt (Lombel, Gipson et al. 2013).
Patienten, die haufig rezidivieren, brauchen oft eine Dosiserhéhung der Steroide. Alternativ
werden steroidsparende Immunsuppressiva eingesetzt, um Langzeitfolgen der Steroide zu

minimieren. Zu diesen Immunsuppressive zéhlen Calcineurininhibitoren (Ciclosporin oder
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Tracolimus), Rituximab, Levamisole und Cyclophosphamide (Kopp, Anders et al. 2020). Bei
Kindern wird auch Mycofenolat-Mofetil eingesetzt (Larkins, Liu et al. 2020).

Steroidresistenz im Kindesalter bezeichnet das Ausbleiben einer kompletten Remission nach
Steroidtherapie Uber eine Dauer von 16 Wochen (Trautmann, Vivarelli et al. 2020). Bevor in
solchen Fallen eine alternative immunsuppressive Therapie begonnen wird, sollte eine mole-
kulargenetische Untersuchung stattfinden, da eine immunsuppressive Therapie im Falle einer
genetischen FSGS selten erfolgreich ist (Trautmann, Schnaidt et al. 2017). Da die genetische
Analyse jedoch bis zu 4-6 Wochen andauern kann, wird bei manchen Patienten eine tberbri-
ckende Therapie empfohlen (Kopp, Anders et al. 2020). Patienten, bei denen dann eine gene-
tische Ursache erruiert werden konnte, wird empfohlen, die immunsuppressive Therapie ab-
zusetzen und eine antiproteinurische Therapie mit RAAS-Inhibitoren als Haupttherapieele-
ment zur Linderung der Krankheitsprogression einzuleiten (Trautmann, Vivarelli et al. 2020).
Etwa 60% der steroidresistenten Patienten kdnnen unter einer Therapie mit Ciclosporin oder
Tracolimus eine Regression der Proteinurie und eine Verlangsamung bzw. Hemmung der
Krankheitsprogression zeigen (Ponticelli, Rizzoni et al. 1993). Eine genetische Ursache findet
man bei diesen Patienten jedoch meist nicht (Landini, Mazzinghi et al. 2020, Mason, Sen et
al. 2020)

Mittels molekulargenetischer Analyse kann in 11-60% der Kinder und Jugendlichen mit
SRNS bzw. FSGS eine hereditare Genese sichergestellt werden, und einige dieser Patienten
profitieren von einer spezifischen personalisierten Therapie (Landini, Mazzinghi et al. 2020).
Patienten mit pathogenen Varianten in Genen der Coenzym Q10-Biosynthese (COQ2, COQ6
und ADCK4) konnen beispielsweise auf eine orale Coenzym QZ10-Supstitutionstherapie an-
sprechen (Doimo, Trevisson et al. 2014, Atmaca, Gulhan et al. 2017). Patienten mit krank-
heitsverursachenden Varianten in Kollagen-Genen profitieren von einer friihzeitigen Therapie
mit RAAS-Inhibitoren und der Vermeidung von Calcineurininhibitoren (Gross, Perin et al.
2014). Eine aktuell laufende doppelblinde, randomisierte, placebokontrollierte Studie ver-
gleicht die Krankheitsprogression (iiber 3-5 Jahre) von Kindern mit isolierter Hdmaturie oder
Mikroalbumindmie unter Therapie mit Ramipril versus Placebo (Gross, Friede et al. 2012).
An Dent-Disease erkrankte Patienten missen hinsichtlich Gedeihstérung und der Entwick-
lung von Nierensteinen behandelt werden (Gianesello, Del Prete et al. 2020, Landini,
Mazzinghi et al. 2020). Gleichermalen profitieren Patienten mit M. Fabry und Cystinose von

einer frihzeitigen Enzymersatztherapie bzw. einem Cysteaminabbau (EImonem, Veys et al.
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2016, Ortiz and Sanchez-Nifio 2017). Patienten mit pathogenen Varianten in Exon 8 oder 9

von WT1 profitieren von einem regelmaRigen Screening auf Wilmstumore, und bei einigen

Patienten kann eine prophylaktische Nephrektomie sinnvoll sein (Hu, Zhang et al. 2004). In

die folgende Abbildung sind diese Behandlungsansatze zusammengefasst.
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Abb. 4 Zusammenfassung der Behandlungsansatze der FSGS bzw der Proteinurie und des nephrotischen Syndroms im Kindesalter. CNI
= Calcineurininhibitoren; MMF= Mycofenolat mofetil; Haufige Riickfdlle = >2 Riickfille in 6 Monaten oder >4 Riickfille in 12 Mona-
ten; Seltene Rickféalle = <2 Ruckfalle in 6 Monaten oder <4 Rickfélle in 12 Monaten (modifiziert nach (Kopp, Anders et al. 2020))

1.9 Stand der Forschung

Wie bereits oben erwéhnt, wurden inzwischen pathogene Varianten in mehr als 50 Genen
urséchlich fir FSGS in der Literatur beschrieben. Die folgende Tabelle (Tab. 2) fasst die hau-

figsten Uber die letzten Jahre identifizierten Gene sowie deren Erbgang und die phanotypische

Auspragung zusammen:

Gen
Schlitzdiaphragma-assoziierte
Proteine

NPHS1

NPHS2
PLCE1
CD2AP
TRPC6

CRB2

Protein

Nephrin
Podocin

Phospholipase C epsilon 1
CD2-associated protein
Transient receptor potential
channel C6

Crumbs family member 2

Phéanotyp

CNS (finischer Typ), SRNS
(fruhmanifest)

CNS, SRNS (friih- und spatma-
nifest)

CNS, SRNS (friihmanifest)
SRNS

SRNS (spatmanifest)

SRNS

Erbgang

AR
AR
AR
AD, AR

AR

Histologie

PTRD, PMS,
FSGS, MCD
FSGS, MCD

DMS, FSGS
FSGS
FSGS

FSGS
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FAT1

Nukleére Proteine und Transkrip-
tionsfaktoren
WT1

LMX1B

SMARCL1
NUP93
NUP107

NUP205

XPO5
E2F3

NXF5
PAX2
LMNA

WDR73

Zytoskelett- und Membranproteine
ACTN4

MYH9

INF2

MYO1E
MAGI2

ANLN
ARHGAP24

ARHGDIA
KANK1/2/ 4

SYNPO
PTPRO
EMP2

APOL1

CUBN

PODXL

Proteine der glomerularen Basal-
membran

LAMB2

ITGB4
ITGA3
COL4A3/4/5
GPC5
CD151

Mitochondriale Proteine
C0Q2

COoQ6
PDSS2

ADCK4
MTTL1

Lysosomale und endozytotische
Proteine
SCARB2

OCRL1

Metabolische und zytosolische
Proteine

ZMPSTE24

PMM2

ALG1

FAT atypical cadherin 1

Wilms’ tumour protein 1

LIM homeobox transcription
factor 1B

SMARCA-like protein

Nuclear pore complex protein 93
Nuclear pore complex protein
107

Nuclear pore complex protein
205

Exportin 5

E2F transcription factor

Nuclear RNA export Factor 5
Paired box protein 2
Lamin A and C

WD repeat domain 73

a-actinin 4

Myosin heavy chain 9, non-
muscle

Inverted formin 2

Myosin 1E

Membrane Associated Guanylate
Kinase, inverted 2

Anillin actin binding protein

Rho GTPase-activating protein
24

Rho GDP dissociation inhibitor
alpha

Kidney ankyrin repeat-containing
protein

Synaptopodin

Protein-tyrosine phosphatase-R O
Epithelial membrane protein 2
Apolipoprotein L1

Cubilin

Podocalyxin

Laminin subunit 2

Integrin p4

Integrin o3

Type IV collagen a3, 04, o5
Glypican 5

CD151 antigen

Coenzyme Q2

Coenzyme Q6
Prenyl-diphosphate synthase
subunit 2

AarF domain containing kinase 4
Mitochondrial tRNA 1

Scavenger receptor class B,
member 2

Oculocerebrorenal syndrome of
Lowe

Zinc metallopeptidase STE24
Phosphomannomutase 2

Asparagine-linked glycosylation
1

FSGS, neurologische Beteili-
gung

Denys Drash-Syndrom, Frasier-
Syndrom, isoliertes SRNS
Nail-patella-Syndrom, isoliertes
SRNS

Schimke-Dysplasie

SRNS

SRNS (fruhmanifest)

SRNS

SRNS

FSGS, geistige Retardierung
(Gen-Deletion)

FSGS, Herzblock

Isoliertes SRNS

Familiare partielle Lipiddystro-
phie, FSGS
Galloway-Mowat-Syndrom

SRNS (spéatmanifest)
MYH9-assoziierte Stérungen,
SRNS

SRNS, Charcot-Marie-Tooth-
Krankheit

SRNS

CNS, SRNS

SRNS (im Erwachsenenalter)
SRNS (im Erwachsenenalter)

SRNS (CNS), Krampfanfille,
kortikale Blindheit
SRNS +/— Héamaturie

FSGS

SRNS (im Kindesalter)
SRNS (im Kindesalter)
Suszeptibilitat fiir SRNS bei
Afrikanern

SRNS

FSGS

Pierson-Syndrom, isoliertes
SRNS

Epidermolysis bullosa, SRNS,
Lungenerkrankungen
Epidermolysis bullosa, SRNS,
Lungenerkrankungen
Alport-Syndrom

NS (im Erwachsenenalter)
FSGS, bullése Hauterkrankun-
gen, Taubheit

CoQio-Mangel, SRNS +/—
Enzephalopathie
CoQ1o0-Mangel, SRNS und
Taubheit

CoQ1o0-Mangel, SRNS, Leigh-
Syndrom
CoQuo-Biosynthesestdrung
MELAS, Diabetes, Taubheit,
SRNS

Action myoclonus-renal failure
Syndrom

Dent-Syndrom, Lowe-Syndrom,
SRNS

Mandibulo-akrale Dysplasie
Kongenitaler Defekt der
Glykosylierung
Kongenitaler Defekt der
Glykosylierung

AR

AD, AR
AD
AR
AR
AR
AR

AR
AD

XLR
AD
AD
AR

AD
AD

AD

AR
AR

AD
AD

AR

AR

Biallelisch
AR

AD

AR

AR

AR

AD, AR, XL
Risikogen
AR

AR

AR

AR

AR
Mitochondrial

AR

XLR

AR

AR

Variabel

FSGS, DMS
FSGS
FSGS
FSGS
FSGS
FSGS

FSGS
FSGS

FSGS
FSGS
FSGS
FSGS, DMS

FSGS
FSGS

FSGS

FSGS
MCD

FSGS
FSGS

FSGS
FSGS
FSGS
FSGS, MCD
FSGS
FSGS
FSGS
FSGS
DMS, FSGS
FSGS
FSGS
FSGS
Variabel
FSGS

CG

FSGS, DMS
FSGS

FSGS
FSGS

FSGS

FSGS

FSGS

FSGS
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TTC21B Tetratricopeptide repeat protein FSGS AR FSGS
21B

CFH Complement factor H SRNS AR FSGS

DGKE Diacylglycerol kinase epsilon NS AR FSGS

Tab. 2. Ubersicht iiber wichtige Gene ursachlich fiir FSGS bzw. SRNS (Rebecca Preston 2017). AR, autosomal-
rezessiv; AD, autosomal-dominant; XL, X-linked; CG, Kollabierende Glomerulopathie; CNS, Kongenitales
nephrotisches Syndrom; DMS, Diffuse Mesangialsklerose; MCD, Minimal-Change-Disease; MELAS, Mito-
chondriale Enzephalomyopathie - Laktatazidose - schlaganfallahnliche Episoden; PMS, Progressive Mesan-
gialsklerose; PTRD, Proximale tubulére radiale Dilatation

Auch wenn bei ca. 30% der Patienten mit FSGS/SRNS pathogene Varianten in bereits be-
kannten Genen nachweisbar sind, werden weitere Gene urséchlich fir diese Erkrankung ver-
mutet (Sadowski C 2015). Die bisherigen Studien beruhen auf Patientenkohorten, die meist
aus dem europdischen und US-amerikanischen Raum stammen. Frequenzdaten zu anderen

Kohorten sind bisher nicht verfugbar.

1.10 Ziele dieser Arbeit

Die Klassifizierung und die Atiologie der FSGS nimmt einen entscheidenden Einfluss auf
Therapie und Prognose. Wie bereits oben erwéhnt, liegt bei einem Teil der Patienten eine
hereditare Ursache vor, die bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Frequenzdaten fir an-
dere Kohorten existieren bisher nicht.
Die Ziele dieser Arbeit sind wie folgt:
1. Rekrutierung von weiteren FSGS- und SRNS-Patienten mit Krankheitsbeginn im Kin-
desalter, auch aus dem européischen und auRereuropaischen Ausland
2. Phanotypische Charakterisierung dieser Patienten mittels eines standardisierten Frage-
bogens
3. Molekulargenetische Analyse mittels Exomsequenzierung als Single- und/oder Trio-
Exom-Analyse
4. In-silico-Analyse von neuen pathogenen Varianten in bereits bekannten krankheits-
verursachenden Genen
5. Untersuchung auf neue phé&notypische Auspragungen bei pathogenen Varianten in be-
reits bekannten krankheitsverursachenden Genen
6. Identifizierung von neuen krankheitsverursachenden Genen
7. Untersuchung des prozentualen Anteils genetischer Ursachen in dieser Patientenko-

horte
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2 Material und Methoden
2.1 Studienkohorte

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitdt Minchen genehmigt
und gemaR der revidierten Fassung der Deklaration von Helsinki 2013 durchgefihrt. Es er-
folgte die schriftliche Einverstdndniserklarung aller Patienten bzw. der jeweiligen Erzie-
hungsberechtigten rechtmalig.
Um Patienten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit fir eine monogene Ursache einer hereditére
FSGS oder MCGN einzuschlieRen, musste mindestens eines der folgenden Einschlusskrite-
rien zutreffen:
1. Ausschluss einer sekundaren Ursache fur FSGS
2. Alter bei Erstdiagnose <18 Jahre
3. Nierenbiopsie hinweisend auf eine hereditare Ursache (z.B. ultrastrukturelle Veran-
derungen der glomuerularen Basalmembran in der Elektronenmikroskopie (Haas
2009))
4. positive Familienanamnese und/oder Konsanguinitét

5. extrarenale Manifestationen (syndromales Krankheitsbild)

Die Ausschlusskriterien beinhalteten:
1. fehlende unterschriebene Einverstdndniserklarung
2. fehlende Teilnahmebereitschaft

Zur ldentifizierung von Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit einer genetischen Krank-
heitsursache wurden 1700 Patienten der Nierentransplantationsambulanz, der nephrologischen
Tagesklinik sowie der nephrologischen Station des Klinikums rechts der Isar gescreent. Zu-
dem wurde das Nierenbiopsieregister von Januar 2012 bis Oktober 2017 sowie die Transplan-
tationswarteliste durchsucht. Desweiteren wurde das IT-System des Klinikums mittels fol-
genden ICD 10 Codes abgefragt: nephrotisches Syndrom mit FSGS (N04.1) (Januar 2013 bis
Januar 2018) und unspezifische FSGS (N05.1) (Januar 2000 bis Februar 2018). Zusatzlich zu
den hausinternen Patienten, die in die Studie eingeschlossen werden konnten, wurden Patien-
ten von externen Kooperationspartnern aus dem européischen und auBereuropdischen Ausland

der Studie hinzugefugt.
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2.2 Klinische Merkmale

Klinische und phénotypische Merkmale der Patienten wurden aus Arztbriefen und der Kran-
kengeschichte entnommen. Das Manifestationsalter wurde als friihestes Auftreten eines klini-
schen Zeichens einer Nierenerkrankung festgelegt (z.B Erstmanifestation einer Proteinurie
oder von Odemen, Krankenhausaufenthalt aufgrund einer Nierenerkrankung, etc.) Das Mani-
festationsalter des terminalen Nierenversagens (ESRD = end-stage renal disease) wurde als
Zeitpunkt des Beginns der Nierenersatztherapie (Hdmodialyse oder Peritonealdialyse) oder
der préemptiven Nierentransplantation determiniert. Zur Vereinheitlichung der Beurteilung
der klinischen Informationen wurde ein standardisierter Fragebogen benutzt (Fragebogen im
Anhang).

2.3 Molekulargenetische Analyse

Zur Gewinnung der Desoxyribonukleinsaure (DNA, deoxyribonucleic acid) wurden 2-3ml
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Blut verwendet. Die DNA wurde aus den Lymphozyten
isoliert und mittels eines Photometers auf ihre Reinheit und Konzentration geprift. Zur Amp-
lifikation der gewonnen DNA wurde eine Polymerasekettenreaktion durchgefiihrt, welche
mithilfe einer Agarose-Gel-Elektrophorese Uberpruft wurde. Die Sequenzierung der DNA
erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung oder Exomsequenzierung (ES). Die DNA-Extraktion
und Amplifikation der Proben, die in dieser Arbeit analyisert wurden, wurden grof3teils von
Mitarbeitern des Instituts fir Humangenetik des Helmholtz Zentrums Miinchen und des Insti-
tuts fur Humangenetik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Mlinchen

durchgefhrt.

2.3.1 DNA-Isolierung

Manuelle DNA-Isolierung

Die manuelle DNA-Isolierung wird mithilfe des Gentra Puregene DNA Purification Kit von
Qiagen durchgefiihrt. Zur Lyse der kernlosen Erythrozyten werden 450ul des Patientenblutes
in ein Préparationsgefdll mit 1350ul Red Blood Cell Lysis Solution (RBC Lysis Solution) ge-
geben und vermischt. Anschliefend werden die kernhaltigen Zellen durch eine funfmindtige
Inkubation und eine Zentrifugation von 30 Sekunden bei 16.000 x g als weilles Prézipitat
sichtbar gemacht. Der Uberstand wird abgegossen und der zuriickbleibende Inhalt mithilfe

eines Vortexers vermischt.
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Durch Hinzufligen von 450ul Cell Lysis Solution und 2ul Proteinase K zu dem Préazipitat,
kommt es zur Lyse der kernhaltigen Zellen, einem Proteinabbau und der Freisetzung der Nuk-
leinsduren.

Zu der nun entstandenen Probe werden 150ul Protein Precipitation Solution hinzugefiigt und
fir 20 Sekunden mittels Vortexer vermischt. Das Gemisch wird fur eine Minute bei
16000G/min bis zur Entstehung eines braunen Prézipitates zentrifugiert. Der Uberstand, der
die DNA enthalt, wird in ein neues Gefal} gegeben. Nach Hinzufligen von 450ul 100%igem
Isopropanol sowie 0,5ul Glycogen Solution wird die DNA ausgeféllt und als weil3er Faden
sichtbar. AnschlieRend wird dieser durch Zentrifugation prazipitiert. Nachfolgend werden der
Probe 450ul 70%iges Ethanol zugefligt und erneut fiir eine Minute bei 16.000 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wird entfernt. Zur Losung des DNA-Pellets werden 50ul DNA-Hydration
Solution hinzugegeben. Die vollstandige Lésung der DNA erfolgt nach einer 60-minitigen

Inkubation bei 65° im Hybridisierungsofen.

Automatisierte DNA-Isolierung

Eine weitere Mdglichkeit, um DNA zu gewinnen, stellt die automatisierte DNA-Isolierung
dar. Diese wird mithilfe des Hamilton Chemagic STAR durchgefiihrt.

Am Anfang steht, wie bei der bereits beschriebenen manuellen DNA-Isolierung, die Lyse der
Zellen. AnschlieRend werden beads, kleine, magnetische Kiigelchen, welche die DNA effi-
zient binden, zur Probe hinzugegeben. Durch eine mit Plastik umhullte Stahlnadel, welche
durch einen Elektromagneten magnetisiert wird, werden die beads und somit die DNA ange-
zogen. Es folgt eine Aufreinigung der DNA mittels spezieller Puffer, wobei die gewaschene
DNA nach Abschluss an der Nadel fixiert bleibt. Das Losen der DNA erfolgt im Elutionspuf-
fer. Die leeren beads werden mit Hilfe der magnetischen Nadel wieder entfernt und gelOste

DNA im AuffanggefaR gesammelt.

Priufung der Reinheit der DNA
Mithilfe des NanoDrop 1000 Spektralphotometers wird die Qualitat und Quantitét der isolier-

ten DNA gepruft. Da die aromatischen Ringe der Basen Licht absorbieren, kann bei einer
Wellenlange von 260nm (=0D260) und 280nm (=0D280) eine Extinktion bestimmt werden.
Mithilfe dieser Werte wird der Extinktionskoeffizient (OD260/0OD280) errechnet, dieser sollte
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zwischen 1,8 und 2,0 betragen. Liegt er Uber diesem Bereich, ist eine Verunreinigung mit
RNA wahrscheinlich, liegt er darunter, sind Proteine in der Probe vorhanden.

Die DNA-Konzentration einer Probe kann anschliefend mithilfe folgender Formel errechnet
werden. Ein gemessener OD260-Wert von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von etwa

50ug/ml. Daraus folgt:

DNA [ug/ml] = gemessene OD260 [pg/ml] x 50 x Verdiinnungsfaktor

2.3.2 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird fur die Amplifikation der DNA verwendet. Mithil-
fe von Enzymen wird in vitro ein bestimmtes Fragment der DNA vervielfaltigt. Als Aus-
gangsmaterial, oder Template, geniigen geringe DNA-Mengen.

Neben der DNA sind Primer, eine hitzestabile DNA-Polymerase und Nukleotide flr die
Durchfuhrung der PCR erforderlich. Um die PCR durchfiihren zu kdnnen, mussen die Ba-
sensequenzen, welche das gewollte DNA-Fragment eingrenzen, bekannt sein. Passend zu die-
sen Sequenzen werden komplementare Oligonukleotide, sogenannte Primer, synthetisiert. Sie
markieren fir die DNA-Polymerase den Startpunkt der Replikation.

Zunéchst werden die beiden DNA-Strénge in der sogenannten Denaturierungsphase vonei-
nander getrennt. Dabei wird die Probe auf 95°C erhitzt, was zu einer Zerstérung der Wasser-
stoffbriicken, welche die Strange zusammenhalten, fihrt. Schlussendlich liegen zwei vonei-
nander getrennte Einzelstrange vor.

Im né&chsten Schritt, dem Annealing, wird die Temperatur auf 50-60°C gesenkt, damit sich die
Primer an die spezifischen komplementéaren Sequenzen der entstandenen Einzelstrange anla-
gern kénnen.

Der letzte Schritt, auch als Elongation bezeichnet, lauft bei Temperaturen zwischen 68°C und
72°C ab. Die DNA-Polymerase erkennt die freie 3°-OH-Gruppe der Primer und synthetisiert
von ihr ausgehend in 5°—3’ Richtung einen neuen Strang, jeweils komplementdr zu den Ein-
zelstrangen, mithilfe der freien Nukleotide. Dadurch entstehen wieder zwei Doppelstréange.
Diese stellen das Template fur die darauffolgenden Zyklen dar. Diese drei Schritte der PCR
werden insgesamt 20- bis 30-mal durchlaufen, sodass sich die urspriingliche DNA exponenti-

ell amplifiziert.
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Durchfiihrung der PCR

Zur Durchfuhrung der PCR wird ein sogenannter Mastermix zum Template hinzugefugt. Die-

ser setzt sich aus 30ul der folgenden Bestandteile zusammen:
e 1,2ul Primer Mix, 17,3l steriles Wasser, 3,0ul 10xPCR-Puffer, 3,0ul ANTP (2mM)
1,8ul MgClz (25mM): wird fiir die Tag-Polymerase zum Einbau von dNTPs benétigt

1,5ul DMSO (Dimethylsulfoxid): erhéht die Ausbeute an PCR-Produkten

0,2ul Tag-Polymerase [5U/ul]
2,0ul DNA (10ng/pul)
Der Mastermix wird in ein GefaR auf Eis gegeben und fir 5-10 Sekunden mittels Vortex ver-

mischt. Nach einer Vorheizphase bei 85°C durchléauft die Probe im Thermocycler folgendes

Programm:

Zyklen Temperatur Dauer

1 95°C 4:00 Min.

10 94°C 0:30 Min.
Touchdown | 65-55°C 0:30 Min.
72°C 0:15 Min.

30 94°C 0:30 Min.
58°C 0:30 Min.
72°C 0:15 Min.

1 72°C 3:00 Min.

Tab. 3. PCR-Touchdown-Programm

Beim Touchdown-Programm sinkt die Temperatur bei jedem Zyklus um 1°C, wodurch die
Spezifitat der PCR erhoht wird.

Detektion der PCR

AnschlieBend wird die PCR mithilfe einer Agarosegelektrophorese tberprift. Hierbei werden

die Nukleinsduren nach ihrer GréRe aufgetrennt.

Zur Herstellung eines 2,7%igen Agarosegels werden zundchst 2,7g Agarosepulver in 100ml
1XTBE-Puffer (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan-Borat-EDTA-Puffer) gegeben und erhitzt,
bis eine vollstdndige Ldsung erfolgt ist. Das Gel wird in eine Kammer gegossen, in die Kdm-

me eingehangt werden. Durch diese enstehen nach Verfestigung des Gels kleine Taschen.
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Nach dem Hinzufligen von 1ul Loading Dye zu der vervielfaltigten DNA wird diese in einer
Menge von 3pul in die entstandenen Taschen gegeben. Zuséatzlich wird durch Inkubation des
Agarosegels mit Midori Green die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht.

SchlieRlich erfolgt die Elektrophorese bei 230V fir 30 Minuten. Durch das AnschlieRen der
Kammer an eine Stromquelle wird ein elektrisches Feld erzeugt. Da die Phosphatgruppen der
DNA eine negative Ladung tragen, wandert die DNA durch das Gel zum Pluspol. Je nach
GroRe wandern die Molekile mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Zudem wandern kleine-
re Molekile schneller durch das komplexe Netzwerk aus Poren zur Anode als die gréReren
Molekdile.

Aufreinigung der PCR-Produkte
Durch die Aufreinigung wird die DNA von Rickstanden der PCR wie Primern, Nukleotiden,

Salzen und Polymerase befreit. Hierfiir werden die MultiScreen PCR-96-well Platten von
Millipore verwendet.

Die PCR-Produkte werden zundchst zentrifugiert und mit 190ul HPLC-Wasser vermischt.
Das Gemisch wird nun auf die Aufreinigungsplatte tbertragen, welche auf einem Vakuum-
manifold steht und mit einem Deckel abgedeckt wird. Bei einem Vakuum von 10mmHG bin-
den die PCR-Produkte auf die Membran. Danach wird die Aufreinigungsplatte auf ein Saug-
papier gestellt. Zur Lésung der PCR-Produkte werden 50ul HPLC-Wasser hinzugegeben.
Nach dem Verschlieen der Platte mit einer Folie wird der Inhalt fir 10 Minuten bei 750rpm
auf einem Vortexmixer vermischt.

SchlieRlich wird die geléste DNA in eine UV-Vermessungsplatte pipettiert und mithilfe der
Gelelektrophorese erneut kontrolliert. Am SpectraMax wird die Konzentration der PCR-
Produkte mittel Ermittlung der Extinktion bei 260nm/230nm und 260nm/280nm bestimmt.

Bei Werten zwischen 1,8 und 2,0 kann von einer reinen Probe ausgegangen werden.

2.3.3 Sanger-Sequenzierung

Die Reihenfolge der Nukleotide der aufbereiteten DNA wird mithilfe der Didesoxymethode
nach Sanger bestimmt. Die Sequenzierung funktioniert hierbei nach dem Prinzip des Ketten-
abbruchverfahrens. Zur Durchfiihrung werden die DNA, Primer, eine DNA-Polymerase und
Nukleotide (Desoxynukleotidtriphosphate, dNTP) bendtigt. Zudem sind Didesoxynukleotide
(Didesoxynukleotidtriphosphate, ddNTP) enthalten, die zur Erkennung jeweils mit einem un-
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terschiedlichen Farbstoff fluoreszenzmarkiert werden. Der Unterschied zu den dNTPs ist eine
fehlende OH-Gruppe am 3’-C-Atom. Bei Einbau der ddNTPs wahrend der Strangsynthese
kommt es aufgrund dessen zu einem Abbruch, und die DNA-Polymerase kann nicht weiter
synthetisieren. Da der Einbau zuféllig und je nach Strang an einer anderen Stelle erfolgt, ent-
stehen unterschiedlich lange DNA-Strange. Nach der Reaktion werden die Strange mittels
Elektrophorese (Kapillargelelektrophorese) aufgetrennt und uber eine optische Detektion der
farbmarkierten Kettenabbruchnukleotide (Laser, CCD-Kamera) die Abfolge der Nukleotide

festgestellt. Die komplementare Sequenz entspricht dem untersuchten DNA-Strang.

Durchfiihrung

Zur Durchfuhrung wird das Big Dye Terminator Version 1.1 Cycle Sequencing Kit verwendet,
die Reaktion erfolgt auf einer 96-well Mikrotiterplatte. Folgende Bestandteile werden bend-

tigt:

1ul M13-Primer (Forward oder Reverse)
e 2ul 5xSequencing-Buffer
e 0,75ul Big Dye Terminator Mix Version 3.1
o aufgereinigtes PCR-Produkt (Template)
e HPLC (high performance liquid chromatography)-gereinigtes Aqua dest.
Je nach DNA-Konzentration werden unterschiedliche Mengen an HPLC-gereinigtem Wasser

und Template zugegeben.

PCR-Produkt Template HPLC-gereinigtes Wasser
<5ng 2ul 4ul

5ng - 20ng Il Sul

> 20ng 0,5ul 5,5ul

Tab. 4. Zusammensetzung des Sequencing Kits

Die Probe durchlduft im Thermocycler folgendes Programm:

Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen | Vorgang
96°C 1 Minute Denaturierung
96°C 10 Sekunden 25 Zyklen Denaturierung
50°C 5 Sekunden Annealing
60°C 2-3 Minuten Extension
15°C Dauerhaft Kihlen

Tab. 5. Programm im Thermocycler
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Nach dem Durchlauf der Zyklen werden die Sequenzierprodukte gefallt. Hierfur werden 2,5ul
125mM EDTA und 30ul 100% Ethanol in die Wells pipettiert, die Probe dann fiir 15 Minuten
im Kuhlschrank inkubiert und anschlieBend auf einer gekihlten Zentrifuge (4°C) zentrifugiert
(30 Minuten bei 1500 x g). Nach Entfernung des Scotch-Pads wird die Platte mit einem Ta-
schentuch verschlossen, umgedreht und bei 185 x g erneut zentrifugiert. Abermals wird Etha-
nol (70%, 30pl) hinzugegeben und die Probe fiir 15 Minuten bei 2500 x g (4°C) zentrifugiert.
Nach Verschluss mit einem neuen Taschentuch kann der restliche Uberstand bei 185 x g fiir
eine Minute abzentrifugiert werden. Schlielich wird die Platte bei 35° C im Vakuum 15 Mi-

nuten lang in der Speed-Vac Zentrifuge getrocknet.

Sequenzanalyse

Eine kapillaerelektrophoretische Auftrennung der CycleSeqg-Produkte ist nun nétig, um die
Sequenzanalyse durchfiihren zu koénnen. Hierfir wird der ABI 3730xlI-Sequence-Analyzer
verwendet. Mit Hilfe einer Analysesoftware konnen vorhandene Sequenzvarianten untersucht

werden.

2.3.4 Exomsequenzierung

Seit der von Sanger entwickelten Didesoxymethode im Jahr 1977 konnten enorme technolo-
gische Fortschritte auf dem Gebiet der Sequenzanalyse verzeichnet werden. Mittlerweile ist es
mdoglich, das komplette menschliche Genom oder grofRe Untereinheiten davon zu sequenzie-
ren. Diese Sequenziermethoden werden auch als ,,Next-Generation-Sequencing® (NGS) be-
zeichnet (AW.), (Arnemann 2019). Eine Form von NGS stellt die Exomsequenzierung (ES)
dar. Hierbei wird das gesamte Exom, demnach mdglichst alle proteinkodierenden Bereiche

der DNA, angereichert und sequenziert.

Ablauf der Exomsequenzierung

Zur Durchfuhrung der Exomsequenzierung wurden das SureSelect Human All Exon 60 Mb V6
Kit (Anreicherung proteinkodierender Bereiche) und der HiSeq4000 von Illumina verwendet.
Mit diesem Hochdurchsatz-Sequenziergerat kann durch eine Sequenzierung von beiden En-
den jedes DNA-Fragments eine 144fache Abdeckung, 100-150bp ,,paired-end reads®, erreicht
werden. Das Alignment der reads erfolgt an das Human Genome Assembly GRCh37 (hg19).
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Die Illumina-Sequenzierung funktioniert, ahnlich der Sanger-Sequenzierung, nach dem Prin-
zip der Sequencing-by-Synthesis. Die verwendeten dNTPs tragen eine fluoreszierende Mar-
kierung, welche die DNA-Polymerase bei Einbau des nachsten Nukleotids hemmt. Durch den
Abbruch der Synthese kann somit die Nukleotidabfolge bestimmt werden.

Die Illumina-Sequenzierung lauft in mehreren Schritten ab. Zunéchst muss die isolierte DNA
wahrend der Fragmentation fur die Sequenzierung vorbereitet werden. Hierfir wird sie me-
chanisch (Ultraschall) in etwa 300bp lange Fragmente gespalten. Anschlieend werden an
beiden Enden der DNA-Fragmente Adapter angehédngt, deren Sequenzen zu den spater ver-

wendeten Primern komplementar sind (s. Abb. 5).

Genomische DNA —

l Fragmentation

[— ] [— |
Adapt —
[ s —
i Ligation

Zur Vorbereitung der Seguenzierung wird die genomische
DNA fragmentiert. An beide Fragmentenden werden
spezialisierte Adapter ligiert.

Abb. 5 DNA-Fragmentation und Ligierung von Adaptern (modifiziertnach (lllumina 2017)).

Im néchsten Schritt folgt die sogenannte Briicken-PCR. Hierbei werden die Fragmente Uber
die Adapter auf einer Flowcell, eine Platte mit Nanowells, angeheftet. In diesen Nanowells

befinden sich gebundene Primer, an welche sich die komplementdren Adapter anlagern.
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Dadurch entsteht eine ,,Beugung® der DNA, weshalb dieser Vorgang als Briicken-PCR be-
zeichnet wird. Eine DNA-Polymerase synthetisiert, wie bei der normalen PCR, vom Primer
ausgehend einen komplementéaren Strang. Dieser wird anschlieBend durch Denaturierung
wieder abgespalten, wodurch zwei Einzelstrange zustande kommen. Sie werden als Forward
Strang und Reverse Strang bezeichnet. Durch Wiederholung dieses Vorgangs entstehen auf
der Flowcell sogenannte Cluster, die aus DNA-Strdngen mit identischer Sequenz bestehen (s.
Abb. 6.).

l Flow Cell

Bricken-PCR

Cluster

Hybridisierung der Fragmente an die Flow Cell. Bildung von
Clustern mittels Brticken-PCR.

Abb. 6 Briicken-PCR und Clusterentstehung (modifiziert nach (Illumina 2017)).
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AnschlieRend detektiert ein Laser die fluoreszierenden Markierungen der dNTPs. Mittels ei-
ner Kamera wird das Bild dann gespeichert und die Cluster von einem Programm registriert
(s.Abb. 11.). Danach wird die Fluoreszenzmarkierung von dem Nukleotid enzymatisch abge-
spalten, damit das nachste dNTP von der DNA-Polymerase eingebaut werden kann. Dieser

Prozess wird so oft wiederholt, bis die DNA-Fragmente fertig synthetisiert sind.

e o 5 e
AR
1 : 3 ¢
{‘; \-_t&
Sequnezierungszyklen & i

Digitales Bild
Export der Daten in l
Ausgabedatel Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG... )
Cluster 4 > Read 4: ATAC...  Textdatei

Nach Hinzugabe fluoreszierender dNTPs werden diese
mittels Laser detektiert. Die Wellenlange und Intensitat
der Emission werden dann benutzt um die Basen zu
identifizieren. Dieser Zyklus wird ,n“-mal wiederholt um
ein Read einer Lange von n Basen zu erhalten.

Abb. 7 Fluoreszenzmarkierung und Detektion der Nukleotidabfolge (modifiziert nach (Illumina 2017)).

Zur Analyse der Sequenzvarianten wird SAMtools v. 0.1.7 verwendet. Zur Auswertung wer-
den ein autosomal-rezessiver sowie ein autosomal-dominanter Erbgang zugrunde gelegt. Sel-
tene relevante Varianten werden mithilfe der in-house Datenbank (>21.000 Exome) und im
Internet verfligbaren Datenbanken wie dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/),
Genome Aggregation Database (Exome/Genome von uber 135000 Individuen, gnomAD,

http://gnomad.broadinstitute.org) verglichen und mit Vorhersageprogrammen wie SIFT
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(http://sift.jcvi.org), CADD (http://cadd.gs.washington.edu) und PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) bewertet. Danach werden die Varianten anhand der
ACMG-KTriterien (American College Medical Genetics and Genomics) eingestuft (Richards,
Aziz et al. 2015, Abou Tayoun, Pesaran et al. 2018, Ellard, Baple et al. 2019). Die Herange-
hensweise des ACMG gilt flr die Interpretation von Varianten bei Patienten mit vermutlich
erblicher (v.a. mendelscher/monogener) Erkrankung. Sie gilt nicht flr die Interpretation von
somatischen Varianten, pharmakogenetischen Varianten oder Varianten, die in Verbindung
mit multigenetischen nicht-mendelschen komplexen Erkrankungen stehen. In Bezug auf Kan-
didatengene muss jedoch beachtet werden, dass diese Anleitung nicht beabsichtigt, neue Gene
zu identifizieren. Die ACMG-KTriterien dirfen auch zur Evaluation von Varianten, die bei
gesunden Individuen oder im Analyseprozess nebenbefundlich auffallen, eingesetzt werden.
Es ist wichtig zu unterscheiden, ob eine Variante pathogen, also krankheitverursachend, ist
oder nur disruptiv/schadigend fur das kodierte Protein. Die Pathogenitét sollte unabhéngig
von der Interpretation iiber die Atiologie der Erkrankung des Individuums festgelegt werden.
Zum Beispiel sollte eine identische Variante in unterschiedlichen Féllen nicht widersplchlich
eingestuft werden, nur weil die Variante in einem Fall nicht als urséchlich fir die Krankheit
angesehen wird. Die Pathogenitat sollte aufgrund der Gesamtheit der Evidenz, einschliellich
aller untersuchten Falle, festgelegt werden.

Erfullt eine Varinte weder die Kriterien der Pathogenitidt noch der Benignitit oder ergeben
sich widersprichliche Einschatzungen, wird sie als Variante unklarer Signifikanz bezeichnet
(Richards, Aziz et al. 2015).
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ACMG-KTriterien zur Einstufung pathogener Varianten:

Evidenz fur die Kategorie
Pathogenitat

Nullvariante (Nonsense, Frameshift (Leserastermutation), kanonisch
* 1 oder 2 Spleifstellen, Initiationkodon, single- oder multiexon
Deletion) in einem Gen mit bekanntem Krankheitsmechanismus

Selber Aminosaureaustauch als in einer bereits als pathogen
eingestuften Variante unabhéngig vom Nukleotidaustausch

De novo Variante bei einem von der Krankheit betroffenen Patienten
mit negativer Familienanamnese

Etablierte funktionelle Studien, die den negativen Effekt auf das Gen
bzw das Genprodukt unterstiitzen

Erhohte Pravalenz der Varianten bei betroffenen Personen im
Vergleich zu Kontrollgruppen

Lokalisation in einem Mutationshotspot und/oder in einer etablierten
funktionellen Doméne (z.B. aktives Zentrum eines Enzyms), ohne die
Kriterien einer benignen Variante zu erfllen

Variante fehlt in Kontrollenpopulationen (Exome Sequencing
Project, 1000 Genoms Project, Exome Aggregation Consortium)

Variante, welche in trans (auf anderen Genkopie liegend) zu einer
pathogenen Variante bei einer rezessiven Erkrankung steht

Verénderung der Proteinlénge als Ergebnis einer in-frame-
Deletion/Insertion in einer nonrepeat Region oder Stop-Loss-
Varianten (Stopkodon wird zu einem Aminoséure-Kodon)
Neue Missense-Variante in einer Position, in der bereits andere
Missense-Varianten als pathogen eingestuft wurden

Vermutete de novo Variante, ohne paternale oder maternale Testung

Kosegregation in einem bekannten Krankheitsgen bei Erkrankungen
mit mehreren betroffen Familienmitgliedern

Missense-Variante in einem Gen mit niedriger Rate an benignen
Missense-Varianten und mit Missense-Varianten als iblichem
Krankheitsmechanismus

Multiple in silico Evidenz, welche einen negative Effekt auf das Gen
bzw. das Genprodukt unterstiitzt

Phanotyp oder Familenanamnese mit hoher Spezifizitat flir eine
monogene Ursache

Variante von einer anerkannten Quelle als pathogen eingestuft. Die
Evidenz steht dem Labor jedoch nicht zur eigenen Evaluation zur
Verfiigung.

Tab.6. Kriterien des ACMG zur Einstufung pathogener Varianten (Richards, Aziz et al. 2015, Abou Tayoun,
Pesaran et al. 2018, Ellard, Baple et al. 2019)
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Kriterien zur Einstufung benigner Varianten:

Evidenz des benignen Kategorie
Effekts
_-I Allelfrequenz >5% in Kontrollpopulationen
Hoch BS1 Hdohere Allelfrequenz als fiir diese Erkrankung erwartet

BS2 | Variante bei einem gesunden Individuum beobachtet (gilt fur
rezessive, dominante und X-gekoppelte Erkrankungen mit
vollstdndiger Penetranz in jungem Alter)

BS3 Etablierte funktionelle in vitro und in vivo Studien zeigen keinen
schadigenden Effekt auf die Proteinfunktion und das Splicing

BS4 Mangelhafte Segregation bei mehreren betroffenen
Familienmitgliedern

Unterstitzend BP1 Missense Variante in einem Gen, in welchem verkiirzende Varianten
als krankheitsverursachend gelten

BP2 Variante in trans mit einer pathogenen Variante in einem Gen mit
vollstandiger Penetranz bzw. in cis (auf der gleichen Genkopie
liegend) mit einer pathogenen Variante unabhangig vom
Vererbungsmodus

BP4 | Multiple in silico Evidenz, welche keinen Effekt auf das Gen bzw
Genprodukt suggeriert

BP5 Beobachtete Variante bei einer Erkrankung mit alternierender
molekularer Grundlage

BP6 Variante von einer anerkannten Quelle als benigne eingestuft. Die
Evidenz steht dem Labor jedoch nicht zur eigenen Evaluation zur
Verfugung.

BP7 Synonyme Variante, fur welche pradiktve Algorithmen keinen Effekt
auf die Splice Konsensussequenz oder die Enstehung neuer
SpleiBstellen vorhersagen UND mit schlecht konserviertem
Nukleotid

Tab. 7. Kriterien des ACMG zur Einstufung benigner Varianten (Richards, Aziz et al. 2015, Abou Tayoun,
Pesaran et al. 2018, Ellard, Baple et al. 2019)
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Mit diesen ACMG-KTriterien kann nun die Einstufung der Pathogenitat bzw. Benignitat wie
folgt abgeschlossen werden:

1 Sehr hoch evidentes Kriterium (PSV1) und
a) >1 hoch evidentes Kriterium(PS1-PS4) oder
b) >2 moderat evidente Kriterien (PM1-PM6) oder
c) 1 moderat evidentes (PM1-PM6) und 1 unterstiitzendes Kriterium
(PP1-PP5) oder
d) >2 unterstitzende Kritertien
>2 hoch evidente Kriterien oder
1 hoch evidentes Kriterium und
a) >3 moderate Kriterien (PM1-PM6) oder
b) 2 moderate Kriterien und >2 unterstiitzende Kriterien (PP1-PP5) oder
¢) 1 moderates Kriterium und >4 unterstitzende Kriterien (PP1-PP5)

1 sehr hoch evidentes Kriterium (PSV1) und 1 moderat evidentes Kriterium
(PM1-PM6) oder

1 hoch evidentes Kriterium (PS1-PS4) und 1-2 moderat evidente Kriterien
(PM1-PM6) oder

1 hoch evidentes Kriterium (PS1-PS4) und >2 unterstitzende Kriterien (PP1-
PP5) oder

>3 moderat evidente Kriterien (PM1-PM6)

2 moderat evidente Kriterien und >2 unterstiitzende Kriterien

1 moderat evidentes Kriterium und >4 unterstiitzende Kriterien

1 unabhéngiges Kriterium (BA1) oder
>2 hoch evidente Kriterien (BS1-BS4)

Wahrscheinlich benigne 1 hoch evidentes Kriterium und ein unterstiitzendes Kriterium (BP1-BP7)
>2 unterstltzende Kriterien

Unklare Signifikanz Oben erwdhnte Kriterien werden nicht eingehalten
Widersprichliche benigne und pathogene Kriterien

Tab. 8. AbschlieRende Einstufung (Richards, Aziz et al. 2015)

2.4 Statistische Analyse

Kategoriale Daten werden mittels absoluter und relativer Haufigkeiten beschrieben. Stetige
nicht-normalverteilte Variablen werden mit Hilfe des Medians und des Interquartilabstandes
(IQR, 25.-75. Perzentile) ausgedriickt. Zur Berechnung des diagnostischen Ertrages wurden
nur nach den ACMG-Standars und —Richtlinien pathogene und wahrscheinlich pathogene
Varianten mit passendem Genotyp verwendet (entsprechend krankheitsverursachende Varian-
ten). Indexpatienten, die pathogene oder wahrscheinlich pathogene Varianten aufwiesen,
wurden als ,,molekulargenetisch geloste Fille* bezeichnet. Zur Untersuchung von Gruppen-
unterschieden wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Alle statistischen Tests waren
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zweiseitig, und ein p-Wert von <0,05 wurde als signifikant angesehen. Die statistische Analy-
se wurde mit Hilfe von SPSS version 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Uber das hausinterne Screening von 1700 Patienten wurden 40 Indexpatienten aus 40 nicht
verwandten Familien in die Studie eingeschlossen. 20 Indexpatienten aus 20 nicht verwandten
Familien wurden von externen Partnern eingereicht. 25 Indexpatienten zeigten eine Erstmani-
festation ihrer Nierenerkrankung nach bzw. ab dem 18. Lebensjahr, 35 Indexpatienten er-
krankten vor dem 18. Lebensjahr.

In dieser Arbeit wird nur auf die Indexpatienten, welche vor dem 18. Lebensjahr erkrankt
sind, eingegangen werden (siehe Abb. 12). Von diesen 35 Indexpatienten waren 17 (49%)
mannlich und 18 (51%) weiblich. 28 (80%) Indexpatienten waren europdischer (nicht-
finnischer) Herkunft, 6 (17%) Indexpatienten arabischer Herkunft und 1 (3%) Indexpatient
asiatischer Herkunft. 5 Indexpatienten (14%) stammten aus konsanguinen Familien. 3 (60%)
dieser 5 Indexpatienten wiesen nach Exomsequenzierung eine krankheitsverursachende Vari-
ante auf. Bei 8 (23%) von 35 Indexpatienten konnte eine krankheitsverursachende Variante

in einem bekannten FSGS/SRNS-Gen gefunden werden (siehe 3.4).

Hausinternes Screening
n=1700

Hausinterne Externe Indexpatienten
Indexpatienten n=20

n=40

Gesamte Anzahl der Indexpatienten
n=60

l Kohorte dieser Arbeit 1

Erkrankungsalter 218. LJ.
n=25

Erkrankungsalter <18. LJ.
n=35

Abb. 8 Studienkohorte
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Die 35 Indexpatienten zeigten ein medianes Erkrankungsalter von 6,0 (2,4-12,8) Jahren. Die 8
Indexpatienten, die nach der Exomsequenzierung eine krankheitsverursachende Variante in
einem bekannten Krankheitsgen (geldst) aufwiesen, zeigten ein medianes Erkrankungsalter
von 3,8 (1,0-11,0) Jahren. Die 27 Indexpatienten, die keine genetische Variante, Varianten
unklarer Signifikanz oder Varianten in Kandidatengenen aufwiesen, zeigten ein medianes
Erkrankungsalter von 8,00 (2,7-12,8) Jahren (siehe Abb. 9.). Es bestand kein signifikanter
Unterschied im Erkrankungsalter dieser beiden Gruppen (p = 0,27).

Erkrankungsalter der ungelésten vs. gelosten Fille

20

p=0,271

Erkrankungsalter (Alter in Jahren)
3 &

(L]

0
Ungeldste Falle Geloste Falle

Abb. 9 Darstellung Erkrankungsalter der geldsten vs. ungeldsten Falle; ungeldste Falle=keine genetischen Vari-
ante, Variante unklarer Signifikanz (VUS), Variante in Kandidatengen; geltste Falle= (wahrscheinlich) pathoge-
ne Varianten in bekannten FSGS/SRNS-Genen

17 der 35 Indexpatienten (49%) litten an terminalem Nierenversagen. Das mediane Manifes-
tationsalter des terminalen Nierenversagens lag bei 17 (9,0-20,8) Jahren. 6 der 8 Indexpatien-
ten (75%), die nach Exomsequenzierung eine (wahrscheinlich) pathogene Variante in einem
bekanten Krankheitsgen zeigten, litten an terminalem Nierenversagen. Diese Patienten wiesen
ein medianes Manifestationsalter des terminalen Nierenversagens (ESRD) von 5,8 (1,9-22,6)
Jahren auf. Von den 27 Indexpatienten, deren Falle von uns als ungelost eingestuft wurden,
litten 11 (41%) an terminaler Niereninsuffizienz. Eine terminale Niereninsuffizienz trat bei
diesen 11 Indexpatienten im Median im 17. (12,0-20,0) Lebensjahr auf (siehe Abb. 10). Ein
signifikanter Gruppenunterschied konnte nicht nachgewiesen werden (p = 0,76).
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Manifestationsalter der terminalen Niereninsuffizienz der ungeldsten vs. gelésten Falle

50

p=0,763

40

30

(Alter in Jahren)

20

Manifestationsalter der terminalen Niereninsuffizienz

o

Ungeloste Falle Geloste Falle

Abb. 10 Darstellung Manifestationsalter bei ESRD der geldsten vs. ungeldsten Félle; ungeldste Falle=keine
genetischen Variante, Variante unklarer Signifikanz (VUS), Variante in Kandidatengen; geldste Félle= (wahr-
scheinlich) pathogene Varianten in bekannten FSGS/SRNS-Genen
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Ergebnisse

3.1 Familienauswahl
F19
Diagnose: FSGS, Niereninsuffizienz Stadium I11

Erkrankungalter: 1. Lebensjahr

Herkunft: Deutschland

I1-1

Abb. 11 Stammbaum Familie F19

F20
Diagnose: Charcot-Marie-Tooth-Syndrom, FSGS
Erkrankungsalter: 15. Lebensjahr

Herkunft: Deutschland

7
1-1

Abb. 12 Stammbaum Familie F20
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F22
Diagnose: Nephrotisches Syndrom

Erkrankungsalter: 11-1: 1. Lebensjahr 11-2: keine Angaben verfligbar

Herkunft: Deutschland

I1-1 I1-2

Abb. 13 Stammbaum Familie F22

F24

Diagnose: Primare Mikrocephalie, FSGS, V.a Galloway-Mowart-Syndrom
Erkrankungsalter: 11-1: 2. Lebensjahr, 11-2: kongenital

Herkunft: Libanon/Paléstina

O

I1-1 I1-2

Abb. 14 Stammbaum Familie F24
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Ergebnisse

F25
Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 8. Lebensjahr

Herkunft: Vereinigte Arabische Emirate

O

7
1-1

Abb. 15 Stammbaum Familie F25

F28

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 15. Lebensjahr
Herkunft: Tlrkei

7
N

I-1 1-2 Hypertonie
| Diabetes mellitus 11 |

—0

1-1 11-2 Hypertonie 1I-3 Hypertonie

|
O U

ITI-1 Hypertonie

Abb. 16 Stammbaum Familie F28

11-4 Hypertonie



-37- Ergebnisse
F29
Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 3. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland
I-1 [-2 Hamaturie I-1 I-2 Doppelniere
[ Hypertonie ]
Hypertonie [I-1 Himaturie 1I-2 Nierensteine Hypertonie
7

ITI-1 Héamaturie

Abb. 17 Stammbaum Familie F29
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E30

Diagnose: Nephrotisches Syndrom

Erkrankungsalter: 11-2: 5. Lebensjahr, 11-3: in Kindheit, keine ndheren Angaben verfugbar
Herkunft: keine Angaben (Arabisch)

"/‘-\'I \'/{ ™ 4 - 4 l Y
\ ) \ / | !
"\_;./‘ '\._7_./4 N/ N/
s
I-1 -2 -3 -4 -5 -6 - -9 -10

Abb. 18 Stammbaum Familie F30

F3l
Diagnose: Nephrotisches Syndrom
Erkrankungsalter: 4. Lebensjahr

Herkunft: Saudi-Arabien

I1-1 I1-2

Abb. 19 Stammbaum Familie F31
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E32
Diagnose: Steroid-sensibles nephrotisches Syndrom (SSNS)
Erkrankungsalter: 11-1: 8. Lebensjahr, 11-2: keine Angaben verfugbar

Herkunft: Libyen

I1-1 I1-2

Abb. 20 Stammbaum Familie F32

F65
Diagnose: SRNS
Erkrankungsalter: 7. Lebensjahr

Herkunft: Deutschland

7
1-1

Abb. 21 Stammbaum Familie F65
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Ergebnisse

F93
Diagnose: FSGS, SRNS
Erkrankungsalter: 12. Lebensjahr

O

Herkunft: Kroatien

I1-1

Abb. 22 Stammbaum Familie F93

Fo7
Diagnose: FSGS, SRNS

Erkrankungsalter: 3. Lebensjahr

Herkunft: Deutschland

I1-1

Abb. 23 Stammbaum Familie F97
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Ergebnisse

F201

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 1. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

O

I-1 I-2
[ Hypertonie |

II-1 -2 -3

Abb. 24 Stammbaum Familie F201

F204
Diagnose: FSGS

Erkrankungsalter: 2. Lebensjahr

Herkunft: Turkei

I-1 Nierensteine I-2

7

II-1

Abb. 25 Stammbaum Familie F204
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F214
Diagnose: Nephrotisches Syndrom

Erkrankungsalter: 15. Lebensjahr

Herkunft: Aserbaidschan

I1-1

Abb. 26 Stammbaum Familie F214

F227
Diagnose: Nephrotisches Syndrom
Erkrankungsalter: kongenital

Herkunft: Vereinigte Arabische Emirate

I\ /,L\ N ~ N P
| ) | ) ( ) ( ) [ ) [
N/ N/ N/ N N N/
rl
-1 1 -4

-2 -3
d. im Kindesalter d.im Kindesalter

[ Niereninsuffizien | [ Niereninsuffiziens |

Abb. 27 Stammbaum Familie F227

-5 -6 -7 -8 -9 1-10 111



-43-

Ergebnisse

F234

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 12. LJ
Herkunft: Deutschland

O

117 -8

7
118

Abb. 28 Stammbaum Familie F234

F253
Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 10. Lebensjahr

Herkunft: Deutschland

I1-1

Abb. 29 Stammbaum Familie F253



- 44 - Ergebnisse

F261

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 5. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

O

1

III-1 II1-2
[ Proteinurie ]

Abb. 30 Stammbaum Familie F261

F290
Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 2. Lebensjahr

Herkunft: Kosovo

O

”

-1
Abb. 31 Stammbaum Familie F290
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Ergebnisse

F291
Diagnose: FSGS

Erkrankungsalter: 6. Lebensjahr

O

Herkunft: Kosovo

I1-1
Abb. 32 Stammbaum Familie F291

F312
Diagnose: Schrumpfniere rechts, chronische Glomerulonephritis links
Erkrankungsalter: 4. Lebensmonat

Herkunft: Deutschland

I-1 1-2
d. 51. LJ (Herzstillstand)

-1 -2 11-3 11-4
[ Doppelniere ]

-1 1II-2 1I1-3

Abb. 33 Stammbaum Familie F312
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Ergebnisse

E313

Diagnose: Nephrotisches Syndrom
Erkrankungsalter: 11. Lebensjahr
Herkunft: China

O

7
111

Abb. 34 Stammbaum Familie F313

E319

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 12. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

O

I-1 I-2
[ Hypertonie, Akutes Nierenversagen ] [ Hypertonie ]

II-1 11-2

Abb. 35 Stammbaum Familie F319
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Ergebnisse

E321

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 2. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

O

7
11-1

Abb. 36 Stammbaum Familie F321

E324

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 15. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

O

I-1 12
[ Nicht fiir Spende geeignet ]

7

-1

Abb. 37 Stammbaum Familie F324
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Ergebnisse

E327

Diagnose: MCGN
Erkrankungsalter: 5. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

O

I1-1

Abb. 38 Stammbaum Familie F327

F338
Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 13. Lebensjahr

O

Herkunft: Ruménien

I1-1

Abb. 39 Stammbaum Familie F338
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F339
Diagnose: SRNS, Nephrokalzinose
Erkrankungsalter: 1. Lebensjahr

Herkunft: Rumaénien

Abb. 40 Stammbaum Familie F339

F340
Diagnose: SRNS
Erkrankungsalter: 11. Lebensjahr

Herkunft: Rumanien

O

I-1 I-2

[ Hydronephrose Grad IT ]

7

II-1

Abb. 41 Stammbaum Familie F340
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E485

Diagnose: FSGS, Zehennégeldeformitat
Erkrankungsalter: 13. Lebensjahr
Herkunft: Deutschland

i

I-1 -2
[ Zehennigelverinderungen |

O @

-1
[ Zehennigelverinderungen | [ Zehenn:

igelverinderungen |

-1 11-2 1I1-3

Abb. 42 Stammbaum Familie F485

F487

Diagnose: V.a kongenitale mesangiale Sklerose
Erkrankungsalter: 4. Lebensjahr

Herkunft: Tirkei

Abb. 43 Stammbaum Familie F487
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F491
Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 13. Lebensjahr

Herkunft: Deutschland

7
11-1

Abb. 44 Stammbaum Familie F491

E501

Diagnose: FSGS
Erkrankungsalter: 13. Lebensjahr
Herkunft: Tlrkei

Abb. 45 Stammbaum Familie F501
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3.2 Prozentuale Verteilung der verschiedenen Diagnosen

Im folgenden Kreisdiagramm sind die Symptome bei Erstmanifestation aller Indexpatienten
nach ihrer Haufigkeit gelistet. Am hdaufigtsen zeigten die Patienten ein nephrotisches Syn-
drom (n=14; 40%) und/oder Odeme (n=7; 20%). Die Proteinurie (n=5; 14%) war ebenfalls
haufig Grund der Erstvorstellung beim Arzt. Die Nierenerkrankung manifestierte sich bei den
8 Indexpatienten mit genetisch geléstem Ergebnis am haufigsten als Proteinurie (n=5; 63 %).
2 dieser 8 Indexpatienten (25%) stellten sich erstmals mit einem nephrotischen Syndrom beim

Arzt vor, und 1 Patient (13%) wies bei der Erstvorstellung Odeme auf.

ART DER ERSTMANIFESTATION

ENS m Odeme Proteinurie
W Hamaturie SRNS M arterielle Hypertonie
B Schrumpfniere W schlechte Nierenwerte M keine Angaben

Abb. 46 Prozentualer Anteil der Symptome bei Erstmanifestationen
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Abbildung 47 stellt die H&aufigkeit der verschiedenen Nierenbiopsieergebnisse dar. Die
Indexpatienten wiesen uberwiegend, entsprechend den Einschlusskriterien, eine FSGS (n=16;
46%) und eine MCGN (n=8; 23%) auf. Jedoch gab es auch (,Andere“; n=5; 14%)
abweichende  Biopsieergebnisse.  Hierzu zdhlen u.a.  Alport-Syndrom-spezifische
Verénderungen, tubulare Atrophie und interstitielle Fibrose. Bei 5 (14%) der Patienten wurde
keine Biopsie durchgefihrt. Innerhalb der 8 geldsten Félle wurde bei 4 (50%) Patienten eine
FSGS, bei einem Patienten (13%) eine MCGN und bei einem Patienten (13%) ein Befund
vereinbar mit einem Alport-Syndrom und einer FSGS in der Biopsie festgestellt. Bei 2

Indexpatienten lag kein Biopsieergebnis vor.

NIERENBIOPSIE

EFSGS mMCGN Andere M kein Ergebnis keine Biopsie

Abb. 47 Prozentualer Anteil der Nierenbiopsieergebnisse der Indexpatienten (n=35), FSGS=Fokal segmentale
Glomerulosklerose, MCGN=Minimal-Change-Glomerulonephritis, Andere=Alport-Syndrom-spezifische
Verénderungen, tubulédre Atrophie und interstitielle Fibrose
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3.3 Prozentuale Verteilung der phanotypischen Auspragung

Nachfolgend ist die Haufigkeit der phénotypischen Auffélligkeiten der Indexpatienten illus-
triert. 15 Indexpatienten (43%) wiesen neben den Symptomen der Nierenschadigung keine
weiteren phéanotypischen Aufféalligkeiten auf. 12 Indexpatienten (34%) zeigten jedoch extra-
renale Manifestationen, darunter Schwerhdrigkeit, Augenfehlbildungen, geistige Retardie-
rung, Wachstumsretardierung, Mikrozephalie, und Herzfehlbildungen. 8 Indexpatienten
(23%) zeigten sonstige phanotypische Merkmale auf, welche primér nicht kategorisiert wur-
den. Dazu zdhlen Tachykardie, Vitiligo, Splenomegalie, Osteochondrose, Pseudo-Lennox-
Syndrom, Syndrom der polyzsystischen Ovarien, hereditére sensomotorische Neuropathie und
Morbus Basedow (siehe Abb. 48).

PHANOTYPISCHE AUFFALLIGKEITEN

H Augenfehlbildungen B Mikrozephalie
geistige Retardierung B Wachstumsstérung
Gehorlosigkeit/Schwerhorigkeit MW Herzfehlbildungen

M Skelettfehlbildungen H Sonstige

M keine weiteren phanotypischen Auffalligkeiten

Abb. 48 Prozentuale Verteilung der phanotypischen Auffélligkeiten der Indexpatienten (n=35)
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67% (n=8) der Indexpatienten mit genetischem Ergebnis zeigten neben der Nierenschadigung
keine weiteren phanotypischen Auffalligkeiten. 33% (n=4) der Indexpatienten mit
genetischem Ergebnis zeigten neben Nierenaufféalligkeiten eine oder mehrere weitere
phanotypische Auffélligkeiten auf. In der folgenden Tabelle 9 sind diese phénotypischen
Auffalligkeiten aufgelistet. Die Indexpatienten ohne genetisches Ergebnis (ungeldst) zeigten
zu 78% (n=16) keine weiteren phanotypischen Merkmale. 22% (n=5) wiesen eine oder

mehrere Auffalligkeiten auf.

3.4 Sequenzierungsergebnisse

In der folgenden Tabelle sind die Sequnzierungsergebnisse der Exom- bzw.
Sangersequenzierungen zusammengefasst. Bei 10 der 35 Indexpatienten wurde eine Trio-
Exomsequenzierung durchgefuhrt, d.h. neben dem Indexpatienten wurden die Eltern
sequenziert. 3 Indexpatienten erhielten eine Duo-Exomsequenzierung, d.h. neben dem
Indexpatienten wurde ein weiterer betroffener Verwandter (in unseren Fallen betraf dies die
Geschwister) sequenziert. Bei 21 Indexpatienten wurde nur eine Single-Exomsequenzierung
durchgefuhrt. Dies bedeutet, dass nur der Indexpatient eine Exomsequenzierung erhalten hat.
Die Eltern von 4 dieser 21 Indexpatienten wurden mittels Segregationsanalyse (Sanger-
Zieldiagnostik) gezielt auf die Varianten untersucht, die bereits in der Exomsequenzierung
des Kindes ausfindig gemacht werden konnten. Bei einem Indexpatienten (F327) wurde eine
NGS-Panel-Diagnostik  durchgefuhrt. Die Eltern dieses Patienten wurden mittels

Segregationsanalyse (Sanger-Zieldiagnostik) nachuntersucht.



Familie Gen (rRanskript) Chromosomale Positin  Nukleotidaustausch Aminosaureaustausch ~ Verer- gnomAD?, ACMG- Klinische Erst- Betroffene  Postitive Fami-  Konsanginitat  Alter (in Jahren) Einschlusskriterien®  Vorhan
(Herkunft) (hg19) bung MAF Kriterien(- manifestation Familien-  lienanamnese, dene
Rating) mitglieder Pub-
(Geschlecht) likation
= —
Erkrankungs ESRD
beginn
F19 (D) WT1 NC_000011.9:9.324562 ¢.598G>T, p.(Gly170Cys) AD Nicht PS2 PM2 PP3 FSGS (NS) 1(w) Nein Nein 1 - 1,2 Nein
(NM_024426.4) 94C>A aufgefiihrt (wahrscheinlich
pathogen)
F20(D) INF2 NC_000014.8:9.105167 ¢.224_256del, p.[Asp75_Ser85del] AD Nicht PM1PM2PM4  £sGS(Proteinurie) 1 (m) Ja Nein 15 18 245 Ja
(NM_022489.3) 926_105167958del aufgefiihrt (wahrscheinlich
- pathogen)
F29 (D) COL4A3 NC_000002.11:9.22813 ¢.1831G>A, p.(Gly611Arg) AR Nicht PS4_unterstitzend MCGN(Hamaturie, 1 (w) Nein Nein 3 - 1,2 Ja®
(NM_000091.4) 7737G>A aufgefiihrt PM1_hoch PM2  Proteinurie)
- ClinVar-1D: PP3 (wahrschein-
SCV001150053.1 lich pathogen)
NC_000002.11:9.22817 ¢.4421T>C p-(Leul474Pro) AR 0,002664 PS4_moderat (in Jad
2594T>C trans mit pathoge-
ClinVar-1D * nen Varianten)
SCV001149720.2 PM1PM3 PP3
(wahrscheinlich
pathogen)
F65 (D) TRIM8 NC_000010.10:9.10441 c¢.[1375C>T] p.(GIn459%) - Nicht PS2 PS3 FSGS(Proteinurie) 1 (m) Nein Nein 8 - 1,2 Ja
(NM_030912.2) 6830C>T aufgefiihrt PS4 _moderat PM2
- (pathogen)
F201 (D) ("\\IKAH%214625 2 NC_000001.10: C.413G>A p.(Arg138GIn) AR Nicht Sﬁﬂ‘*z,nggdsefata FSGS(Odeme) 1(m) Nein Ja 1 7 1,2,6 Ja
. i § un
_ 4.179530462C>T aufgefuiit Ve Unterstit
ClinVar-ID: zend
SCV001150184.1 (wahrschein-
lich pathogen)
NC_000001.10: ¢.467dup p.(Leu156Phefs*11) AR Nicht S\S/ASL derat Jaf
.179561327C>T foefiihrt _moaerat,
9 aultgettd PMZ (patho-
gen)
F227 (A) NPHS1 NC_000019.9:9.363418 ¢ 515 517del p.(Thr172del) AR 0,000007964 PVS1 KA. 3(m) Ja Ja kongen- 1 1,2,5,6 Ja
(NM_004646.3) 72_36341874del PS4_moderat ital
PM2 (patho-
gen)
F261 (D) COL4AS NC_000023.10:9.10782 ¢.645+1G>T p.(?) XL Nicht PVS1_hoch FSGS (Hamaturie, 1(w) Nein Ja 5 43 1,26 Jah
(NM_000495.4) 1218G>T aufgefihrt ~ PM2 (wahr- Proteinurie)
ClinVar-I1D: scheinlich
SCV001149728.1 pathogen)
F324(D) TRPC6 NC_000011.9:9.101341 ¢€.2392G>C p.(Asp798His) AD 0,0001805  PS4_unterstiitzend FSGS(Odeme) 1(w) Nein Nein 15 16,3 12 Nein
(NM_004621.5) 931C>G PP3 (VUS)
F327(D) TRPC6 NC_000011.9:9.101375 ¢.253_264dup p.(Phe88_Ser89insSerAs AD Nicht BS1, BS2 MCGN(NS) 1(m) Nein Nein 55 - 12 Nein
(NM_004621.5) 436_101375447dup pArgSer) aufgefiihrt
F340(RO) DGKZ NC_000011.9:9.463940 c.1559A>C p.(Asp520Ala) - Nicht MCGN(NS) 1(w) Nein Nein 16 - 125 Nein
(NM_001105540.1)  45A>C aufgefihrt
F485(D) LMX1B NC_000009.11:9.12945 ¢.917_926del p.(Met306Thrfs*50)  AD Nicht PVS1_hoch PM2  FSGS(Proteinurie) 1(m) Nein Nein 13 278 12 Jai
(NM_002316.3) 8148_120458157del aufgefihrt  (wahrscheinlich
- ClinVar-1D: pathogen)
SCV001150151.1
F487(TU)  PLEC1 €.3346C>T p.(Arg1116%) AR 0,00000401  PVS1 -(NS) 2(m,w) Ja Ja 45,25 45;3 1,256 Jai

(NM_016341.3)

NC_000010.10:9.96014
013C>T

PS4_unterstitzend
PM2 (pathogen)
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Tab. 9. Sequenzierungsergebnisse der analysierten Indexpatienten (n=35) P pathogen, PP unterstitzend
pathogen, VS sehr hoch, S hoch, M moderat, AR autosomal-rezessiv, AD autosomal-dominant, XL X-linked
ClinVar ID https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/, ESRD end-stage renal disease, FSGS fokal-segmentale
Glomerulosklerose, D Deutschland, A Arabisch, RO Rumanien, TU Tirkei, MAF Minor allele frequency, NS
nephrotisches Syndrom, k.A. keine Angaben, — nicht anwendbar.

aGenome Aggregation Database (https://gnomad.broadinstitute.org/)

bEinschlusskriterien: 1: Ausschluss einer sekundéren Ursache fiir eine FSGS; 2: Alter bei Erstdiagnose <18
Jahre; 3: Nierenbiopsie hinweisend auf eine hereditdre Ursache; 4: extrarenale Manifestationen (syndromales
Krankheitsbild); 5: positive Familienanamnese; 6: Konsanguinitat

chi(Riedhammer KM 2020), 9(Chatterjee Rajshekhar 2013, Gast, Pengelly et al. 2016), é(Boute N 2000, Caridi,
Gigante et al. 2009, Cara-Fuentes, Araya et al. 2013), f(Wang, Zhang et al. 2017), 9(Al-Hamed, Al-Sabban et al.
2013), !(Hinkes, Wiggins et al. 2006)

8 Indexpatienten zeigten 10 Varianten, welche als pathogen bzw. wahrscheinlich pathogen
eingestuft wurden, in 8 bekannten SRNS- bzw. FSGS-Genen (WT1, INF2, COL4A3, NPHS2,
NPHS1, COL4A5, LMX1B, PLEC1) . Somit ergibt sich eine Detektionsrate (diagnostic yield)
von 23%. 9 dieser 10 Varianten wurden in anderen Publikationen bereits beschrieben (siehe
Tab.8.). 1 dieser 10 Varianten wurde bisher nicht beschrieben, konnten aber gemé&R den
ACMG-KTriterien als krankheitsverursachend eingestuft werden: die Variante ¢.598G>T im
Gen WT1 konnte nicht bei den Eltern des Indexpatienten nachgewiesen werden (de novo) und
ist nicht in gnomAD gelistet. Somit wurde die Variante als wahrscheinlich pathogen
eingetstuft. Bei 6% der Patienten war eine Variante unklarer Signifikanz (VUS; 2x VUS im
TRPC6-Gen) nachweisbar. Zwei Patienten (6%) wiesen Varianten in einem Gen auf, welches
bisher noch nicht im Rahmen einer FSGS bzw. eines NS beschrieben wurde, von uns jedoch
als moglicherweise krankheitsverursachend eingestuft werden. Diese Gene (TRIM8, DGKZ)
werden als Kandidatengene bezeichnet. 65% (n=23) der Falle wurden als ungeldst eingestuft.
Davon wurden bei 11% der Patienten eine Variante gefunden, welche von uns als nicht
pathogen oder wahrscheinlich pathogen klassifiziert wurde, und bei 54% der Patienten konnte
keine Variante nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind in folgenden Abbildungen
nochmals zusammengefasst. Alle beschriebenen Varianten sind bis mindestens M. musculus

konserviert.
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Indexpatienten mit Erkrankungsalter < 18 Jahren
n=35
UngelGste Falle Geldste Fille
n=27 (77%) n=8 (23%)
Keine genetische Varianten unklarer Va.rianten in
Variante Signifikanz Kandidatengenen
n=23 (65%) n=2 (6%) n=2 (6%)

Abb. 50 Zusammenfassung der Sequenzierungsergebnisse; VUS=Variante unklarer Signifikanz; Geldste Félle=
pathogene oder wahrscheinlich pathogene Varianten in bekannten FSGS/SRNS-Genen

SEQUENZIERUNGSERGEBNISSE

M Varianten in bekannten Genen M Varianten unklarer Signifikanz ~ ® Kandidatengene B Ungelost

Abb. 49 Prozentuale Verteilung der Sequenzierungsergebnisse der analysierten Indexpatienten (n=31)
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3.5 Phanotypische Auffalligkeiten

Um die phéanotypischen Auffalligkeiten unserer Patienten auf eventuell vorbestehende Publi-

kationen zu prifen, wurde mittels der Plattform OMIM (https://www.omim.org/) eine prazise

Recherche durchgefihrt. Daraus ergab sich folgende Tabelle:

Gen Phéanotyp unserer Patienten Phéanotyp auf OMIM Ubereinstimmung/Zusétzliche Beobachtung
WT1 . Erkrankungsalter: 1. LJ Nephrotisches Syndrom Typ 4: Ubereinstimmungen:
. FSGS . Niere: . Friihes Erkrankungsalter
. NS - nephrotisches Syndrom . FSGS
D Wachstumsretardierung - Nierenversagen . NS
- Diffuse mesangiale Sklerose . Progressivitat
- Focal segmentale Glomerulosclerose (seltener)
. Sonstiges:
- Fruhes Erkrankungsalter
- Progressivitat
INF2 D Erkrankungsalter: 15. LJ Charcot-Marie-Tooth-Syndrom: Ubereinstimmungen:
. FSGS . Gehor: . Erkrankungsalter
. Proteinurie - Schallempfindungsschwerhérigkeit . FSGS
D ESRD 3 Niere: D Proteinurie
. Schwerhérigkeit - FSGS . ESRD
e Hereditdre sensomotorische Neuropathie - Proteinurie »  Schwerhorigkeit
- End-stage renal disease (ESRD) e Sensomotorische Neuropathie
. Skelettsystem:
- Krallenhand
- Pes cavus
- Hammerzehen
. Weichteilgewebe:
- Muskelatrophie, distale obere und untere Extremi-
taten
. Peripheres Nervensystem:
- Distale Muskleschwache durch periphere Neuro-
pathie
- Distale Muskelatrophie durch periphere Neuropa-
thie
- Steppergang
- Fallfull
- Hyporeflexie
- Areflexie
- Distale sensorische Beeintrachtigung
- Suralishiopsie: Axonverlust, Zwiebelring-
Formation
- Niedrige bis normale Nervenleitgeschwindigkeit
(23 bis 45 m/sec)
. Sonstiges:
- Medianes Alter bei Ausbruch der Proteinurie 18
Jahre (10 bis 21)
- Medianes Alter bei Ausbruch der neurologischen
Symptomatik 13 Jahre (5 bis 28)
- Progressivitdt
COL4A3 . Erkrankungsalter 3. LJ Alport-Syndrom Ubereinstimmung:
. MCGN Benigne familidre Hamaturie: . Erkrankungsalter
. Hamaturie 3 Niere: . Hamaturie
e Proteinurie - Mikroskopische Hamaturie e Keine Progression
. SRNS - Diinne GBM . Kein Nierenversagen
. Sonstiges: Zusatzliche Beobachtung
- Erkankungsbeginn in Kindheit . SRNS
- Nicht progressive . MCGN
- Kein Nierenversagen o Proteinurie
TRIM8 . Erkankungsalter 8. LJ Noch kein Phanotyp auf OMIM beschrieben Noch kein FSGS/SRNS-Gen
e FSGS in Nierenbiopsie Kandidatengen
. NS
. Proteinurie
. Pseudo-Lennox-Syndrom mit encephalo-
pathischem Verlauf
. Sprachentwicklungsstdrung
NPHS2 . Erkrankungsalter: 1. LJ Nephrotisches Syndrom Typ 2 Ubereinstimmung:
. FSGS . Niere: . Erkrankungsalter
. Odeme - NS . FSGS
. ESRD - Proteinurie . Odeme
e Vitiligo - MCGN o e ESRD
. Splenomegalie - Mesangiale Zellproliferation Zusétzliche Beobachtung:
- FSGS . Vitiligo
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Podozytenschadigung

Mesangiale Ablagerung von IgM
Weichteilgewebe:

Odeme

Laborwerte:

Hyperlipidamie

Hypoalbumindmie

Sonstiges:

Variabler Schweregrad
Erkrankungsalter von 1. bis 3. Decade
ESRD in 1. oder 2. Decade

Oft schlechtes Ansprechen auf Steroidtherapie

. Splenomegalie

NPHS1

Kongenital
NS
ESRD im 1. LJ

Nephrotisches Syndrom Typ 1:

Wachstum:
Wachstumsretardierung
Nieren:
NS
Proteinurie
Dilatierte proximale Tubuli
Tubulusatrophie
Interstitielle Fibrose
Mesangiale Zellproliferation
Diffuse mesangiale Sklerose
Glomerulosklerose und Fibrose
Podozytenschadigung
Weichteilgewebe:
Odeme
Pranatale Manifestationen:
Fruchtwasser: Proteinurie, erhdhtes Alpha-
Fetoprotein
VergroRerte Plazenta
Fruhgeburtlichkeit
Laborwerte :
Hyperlipiddmie
Hypoalbuminamie
Sonstiges :
Kongenitalitat
Rapide Progression
Frilher Tod ohne Nierentransplantation
Steroidresistenz

Ubereinstimmung:

. Kongenitalitat

. NS

. Rapide Progression

COL4A5

Erkrankungsalter 5. LJ

Hamaturie

Proteinurie

ESRD

Skelettfehlbildung (Ulnavariante links)

Alport-Syndrom (X-linked):

Gehor:
Schallempfindungsschwerhdrigkeit (55% der
Manner und 45% der Frauen)
Sehvermdgen:
Anteriorer Lentikonus
Linsentriibungen
Katarakt
Myopie
Pigmentationsveranderungen in der perimacula-
ren Region
Korneale Erosionen
Korneale endotheliale Vesikel
Vaskuldres System
Hypertension
Nieren:
Glomerulonephropathie
ESRD
Verdinnung der GBM
Aufsplitterung der GBM
Diffuse Lamellierung der GBM
Laborwerte:
Makro-/Mikrohédmaturie
Proteinurie
NS
Sonstiges:
Maénner schwerer betroffen als Frauen
Betroffene Ménner zeigen eine Hamaturie bereits
im1. LJ
Progressivitat
Schwerhdrigkeit tritt in spater Kindheit auf
Anlagetragerinnen kdnnen eine intermittierende
Héamaturie aufzeigen
Ca. 15% der Anlagetragerinnen werden in der 2.
oder 3. Dekade niereninsuffizient
Ca. 1-5% der Patienten, welche eine Nierentrans-
plantation erhalten, entwickeln eine Anti-GBM
vermittelte Gloerulonephritis

Ubereinstimmung:
. Hématurie
. Proteinurie
. ESRD

Zusétzliche Beobachtung:
. Skelettfehlbildung
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TRPC6 . Erkrankungsalter 15. LJ bzw. 6. LJ FSGS: Ubereinstimmungen:
. FSGS . Vaskuldres System: . FSGS
. NS - Hypertension . NS
. Odeme . Nieren: . ESRD
. ESRD - FSGS
e Syndrom der polyzystischen Ovarien - ESRD Zusétzliche Beobachtung:
. Long-QT-Syndrom - NS o . Erkrankungsalter
- Proteinurie . Long-QT-Syndrom
. Laborwerte: . Syndrom der polyzystischen Ovarien
- Proteinurie (>3+ in quantitativer Urinanalyse)
. Sonstiges:
- Mittleres Alter bei Vorstellung beim Arzt: 33
Jahre (16 bis 61)
DGKZ . Erkrankungsalter 12. LJ Noch kein Phéanotyp auf OMIM beschrieben Noch kein FSGS/SRNS-Gen
. MCGN Kandidatengen
SRNS
LMX1B Erkrankungsalter 13. LJ Nail-Patella Syndrom Ubereinstimmung:

FSGS

Proteinurie

ESRD im 28. LJ
Zehennageldeformitéaten

. Wachstum:
- Geringe Korpergrofe
. Gehor:
- Schallempfindungsschwerhdrigkeit
. Sehvermdgen:
- Ptosis
- Glaukom
- Abnorme Irispigmentation
- Keratokonus
- Katarakt
- Mikrokornea
- Mikrophakie
. Mund:
- Lippenspalte
- Gaumenspalte
. Thorax:
- Verdickung der lateralen Scapula
- Glenoidhypoplasie
- Sternummalformation
- Hypolpasie der ersten Rippen
. Nieren:
- Glomerulonephritis
- NS
- Nierenversagen
. Skelettsystem:
- Skoliose
- Spina bifida

- Iliakale Hervorhebungen ausgehen von der exter-

nen Fossa iliaca

- Elongierter Radius mit Hypoplasie des Radius-

kdpfchens

- Ellenbogendeformitéten mit eingeschrankter Be-

weglichkeit
- Hypoplastische oder fehlende Patella
- Patelladislokation

- Disproportionierte Prominenz des medialen

Femurkondylus
- Klinodaktylie des 5. Fingers
- Pes equinovarus
. Négel:
- Longitudinale Furchen

- Abnorm geformte, dreieckige oder fehlende

Lunulae
- Langsames Nagelwachstum
- Hohlnégel
- Anonychie
- Radial stérker ausgeprégt als ulnar

- Zehennégel bei 1/7 der Patienten beteiligt

. Weichteilgewebe
- Pectoralis-minor-aplasie
- Bicepsaplasie
- Tricepsaplasie
- Quadricepsaplasie
. Zentrales Nervensystem:
- Spina bifida
. Laborwerte:
- Proteinurie
- Hématurie

. ESRD
. Proteinurie
. Zehenageldeformitéaten
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PLCE1

Erkrankungsalter 5. LJ Nephrotisches Syndrom: Ubereinstimmung:
NS . Niere: . Erkrankungsalter
ESRD im 5. LJ - NS . NS

Heterozygote Faktor-V-Leiden-Mutation - Diffuse mesangiale Sklerose . ESRD
- FSGS Progressivitat

. Weichteilgewebe:
Odeme
. Laborwerte:
Proteinurie
Hypoalbuminamie
. Sonstiges:
Erkrankungsbeginn in frihen Kindheit
Progressivitat

Tab. 10. Phénotypische Auffalligkeiten unserer Indexpatienten im Vergleich zu vorbeschriebenen Phanotypen
auf OMIM (Stand Mérz 2021)

Die Tabelle stellt dar, dass die meisten unserer Patienten (n=6; 50%) einen Phanotypen
aufweisen, der fir das jeweilige Gen bereits mehrfach beschrieben wurde und bekannt ist. 3
Indexpatienten hatten jedoch phé&notypische Merkmale, die noch nicht mit Varianten in den
jeweiligen Genen assoziert wurden. Dazu zéhlen das Long-QT-Syndrom und das Syndrom
der polyzstischen Ovarien bei Varianten im TRPC6-Gen, Vitiligo und Splenomegalie bei
Varianten im NPHS2-Gen sowie Skelettfehlbildungen bei Varianten in COL4ADb.
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4 Diskussion

Durch eine Exomsequenzierung war es moglich, bei 22,9% (8/35) Indexpatienten eine oder
mehrere krankheitsverursachende Varianten in bekannten FSGS/SRNS-Genen zu identifzie-
ren. Zudem waren bei 2 (5,7%) der Indexpatienten Varianten in bisher noch nicht mit der
FSGS assoziierten Genen nachweisbar, welche mit Hilfe der ACMG-Kriterien und dem Pha-
notyp der Patienten als wahrscheinlich krankheitsverursachend eingestuft werden konnten
(siehe 4.5). Mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens konnten phanotypische Merkmale
der Indexpatienten gezielt abgefragt und so eine standardisierte Phanotypisierung erhoben
werden. Dabei stellte sich heraus, dass die 8 Indexpatienten mit genetisch geléstem Ergebnis
im Median ein geringeres Alter bei Erstmanifestation aufzeigten als die Indexpatienten, deren
Falle von uns als ungeldst eingestuft wurden (4 versus 8 Jahre). Zudem trat das terminale Nie-
renversagen im Median bei diesen Indexpatienten friiher auf als bei den ungeltsten Féllen (6
versus 17 Jahre). Diese Unterschiede erwiesen sich jedoch als nicht signifikant. Innerhalb der
gelosten Félle wurde bei 50% (4/8) der Indexpatienten eine FSGS in der Niernenbiopsie
nachgewiesen. Zusatzlich wiesen die Indexpatienten mit Ergebnis nach Exomsequenzierung
haufiger extrarenale Symptome auf als solche ohne Ergebnis nach Exomanalyse (33% versus
21%).

4.1 Sequenzierungsergebnisse

Unser diagnostischer Ertrag von 23% bei Indexpatienten mit einem Erkrankungsalter von
unter 18 Jahren ist vereinbar mit Ergebnissen anderer Studien. Bei Kindern mit einer
FSGS/SRNS konnten bisher in 11-44% der Falle pathogene Varianten in einem der tber 50
bekannten Gene ausfindig gemacht werden (Lovric Svetlana 2015, Sadowski C 2015,
Sadowski, Lovric et al. 2015, Vivante and Hildebrandt 2016, Tan, Lovric et al. 2018,
Warejko, Tan et al. 2018, Park, Lee et al. 2020). Die Haufigkeit, mit der eine krankheitsverur-
sachende Variante nachgewiesen wurde, wurde als umgekehrt proportional zum Alter bei
Erstmanifestation beschrieben: Erstmanifestation in den ersten 3 Lebensmonaten (100%),
zwischen 4 und 12 Monaten (60%), zwischen 1 und 6 Jahren (33%) und zwischen 13 und 18
Jahren (12%) (Sadowski, Lovric et al. 2015). Dies kann fur den klinischen Alltag bedeuten,
dass je frlher sich ein steroid-resistentes nephrotisches Syndrom bzw. eine FSGS manifes-
tiert, desto eher kann eine Exomsequenzierung zum Nachweis einer monogenen Ursache in-

diziert sein. Dies kann einen Einfluss auf das therapeutische VVorgehen haben. Eine friihzeitige
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molekulargenetische Diagnosesicherung kann eine unndétige immunsuppressive Therapie und
damit mdgliche Nebenwirkungen dieser Therapie verhindern bzw. verkirzen (Sadowski C
2015, Sadowski, Lovric et al. 2015, Vivante and Hildebrandt 2016, Tan, Lovric et al. 2018,
Warejko, Tan et al. 2018, Park, Lee et al. 2020). Es ist zu beachten, dass in unserer Studie 59
FSGS/SRNS-Gene als bekannt galten, wobei man in friheren Studien von 24-57 bekannten
FSGS/SRNS-Genen ausging (Sadowski C 2015, Sadowski, Lovric et al. 2015, Vivante and
Hildebrandt 2016, Tan, Lovric et al. 2018, Warejko, Tan et al. 2018, Park, Lee et al. 2020).

Zur Analyse der Varianten wurden bisher keine einheitlichen Kriterien verwendet. In dieser
Arbeit wurde nach den neusten ACMG-Standards und -Empfehlungen zur Einstufung der
Varianten vorgegangen (siehe 2.3.4). In der Studie von Lovric et al. 2016 wurden bspw. fol-
gende Kriterien angewandt: autosomal-dominante Varianten galten als krankheitsverursa-
chend, wenn es sich (1) um proteinverkiirzende Varianten (Stop, Aufhebung des Stop- oder
Start-Codons, Splice-Variante, Frameshift) in einem exprimierten Gen (MRNA, Sequenzkon-
servierung, Proteinexpression) mit Konservierung bis mindestens Danio rerio (Zebrabarbling)
handelte oder (2) Missense-Varianten, welche bis Danio rerio konserviert waren, durch funk-
tionelle Daten unterstiitzt wurden und eine vollstdndiger Segregation (=11 Betroffene) auf-
zeigten. Zudem mussten Varianten in bekannten Genen mit &hnlichem Phanotyp ausgeschlos-
sen werden. Autosomal-rezessive Varianten galten als krankheitsverursachend, wenn es sich
(1) um proteinverkirzende Varianten in exprimierten Genen handelte oder um (2) Missense-
Varianten, welche bis Danio rerio konserviert waren und bei denen Loss of function ein von
funktionellen Daten unterstltzter Krankheitsmechanismus war. Varianten mit einer Heterozy-
gotenfrequenz von >0,1% fur autosomal-dominante Varianten bzw. 1% fir autosomal-
rezessive Varianten, sowie Varianten mit Non-Segregation (z.B ein betroffener Verwandter
trégt die Variante nicht) wurden ausgeschlossen (Lovric, Ashraf et al. 2016). Hierbei ist zu
beachten, dass die oben genannten Kriterien dem zu dem jeweiligen Zeitpunkt herrschenden
Stand der Forschung entsprachen und die ACMG-Richtlinien (Richards, Aziz et al. 2015),
welche in unserer Studie verwendet wurden, die heutigen Standards erftillen. Die erwéahnten
Kriterien tberschneiden sich in einigen Punkten mit den aktuell etablierten Standards: Art der
Variation (proteinverkiirzende Varianten und Nullvarianten), Art des Krankheitsmechanismus
(Loss-of-Function), Vergleich mit funktionellen Daten und Segregationsanalyse. In den aktu-

ellen Standards wird jedoch nicht mehr zwischen autosomal-dominant- und autosomal-
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rezessiv-verebten Varianten unterschieden (Richards, Aziz et al. 2015). Zudem werden Vari-
anten nach den aktuellen Empfehlungen erst ab einer Heterozygotenfrequenz >5% ausge-
schlossen bzw. als benigne gewertet. Hinzu kommt, dass die funktionellen Domanen und Mu-
tationshotspots der jeweiligen Gene in die Beurteilung mit einbezogen werden (Richards,
Aziz et al. 2015).

Auch die Methode zur Analyse des Erbguts, ist nicht einheitlich. Einige benutzten Gen-
Panels, teilweise in Kombination mit Sanger-Sequenzierung (Sadowski, Lovric et al. 2015,
Trautmann, Bodria et al. 2015, Park, Lee et al. 2020), andere Exomsequenzing (ES)
(Bierzynska, McCarthy et al. 2017, Warejko, Tan et al. 2018). Zusétzlich ist zu beachten, dass
die meisten Studien das steroidresistente nephrotische Syndrom (SRNS) als Einschlusskriteri-
um gewahlt haben (Sadowski, Lovric et al. 2015, Tan, Lovric et al. 2018, Warejko, Tan et al.
2018). Das Ansprechen bzw. Nichtansprechen auf eine Steroidtherapie stellte in dieser Arbeit
jedoch kein Kriterium zum Einschluss in die Studie dar. Allerdings stellt die FSGS mit 36-
69% einen der hdufigsten Biopsiebefunde bei SRNS dar (Banaszak and Banaszak 2012,
Buscher, Beck et al. 2016, Trautmann, Lipska-Zietkiewicz et al. 2018).

Die Interpretation der genetischen Ergebnisse zeigt jedoch auch Schwéchen. Ein fehlender
Nachweis von pathogenen Varianten schlie8t eine genetische Ursache nicht aus, da auch pa-
thogene Varianten in nicht-kodierenden Bereichen von bekannten und bisher unbekannten
Krankheitsgenen ggf. ursdchlich sein kénnen, diese aber mit den heutigen Techniken noch
nicht ausreichend erfasst werden. Waéhrend bei der Panel-Diagnostik alle bisher in der Litera-
tur bekannten Krankheitsgene untersucht werden, erlaubt die Exomsequenzierung die unvor-
eingenommene Analyse des gesamten kodierenden Bereiches des menschlichen Genoms und
somit auch die Identifizierung neuer Krankheitsgene. Im Gegensatz dazu analysiert die Ge-
nom-Sequenzierung das ganze Genom und erlaubt es somit, auch die nicht-kodierenden Be-

reiche zu untersuchen (Lovric, Ashraf et al. 2016).

4.2 Phanotypisierung

Die phéanotypischen Merkmale der Indexpatienten wurden mittels standardisierten
Fragebogen erhoben. Dabei manifestierte sich die Nierenerkrankung bei den genetisch
gelosten Féllen mit im Median vier Jahren fruher als bei ungeldsten. Obwohl sich dieser

Altersunsterschied nicht signifikant darstellt, reflektiert er die aktuelle Studienlage, in der ein
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Manifestationsalter von 0,2-4,8 Jahren bei genetisch geklarten Fallen beschrieben wird
(Sadowski, Lovric et al. 2015, Buscher, Beck et al. 2016, Bierzynska, McCarthy et al. 2017,
Tan, Lovric et al. 2018, Warejko, Tan et al. 2018). Einige dieser Studien zeigen ein
signifikant friheres Erkrankungsalter der Patienten mit krankhetsverursachender genetischer
Variante (Sadowski, Lovric et al. 2015, Buscher, Beck et al. 2016, Warejko, Tan et al. 2018).
Zudem heben einige Studien einen signifikanten Unterschied im Erkrankungsalter zwischen
Indexpatienten mit rezessiven Varianten und solchen mit dominanten Varianten hervor
(Hildebrandt and Heeringa 2009, Tan, Lovric et al. 2018). 6 der 8 Indexpatienten (75%) mit
genetisch gelostem Ergebnis erkrankten im Median mit 6 (1,9-22,6) Jahren an terminalem
Nierenversagen. Von den 27 Indexpatienten, deren Félle von uns als ungeldst eingestuft
wurden, erkrankten 41% im Median mit 17 (12,0-20,0) Jahren an terminaler
Niereninsuffizienz. Dieser Unterschied im Manifestationsalter der ESRD spiegelt die
Erkenntnisse der bereits bestehenden Studienlage wider (Trautmann, Schnaidt et al. 2017,
Tan, Lovric et al. 2018, Trautmann, Lipska-Zietkiewicz et al. 2018, Nagano, Yamamura et al.
2020).

Zudem stellte sich das nephrotische Syndrom (NS) mit 40% (n=14) als haufigste klinische
Diagnose bei Erstvorstellung heraus. Die Indexpatienten mit molekulargenetisch geléstem
Ergebnis stellten sich am h&ufigsten (n=5, 62,5%) erstmals mit einer Proteinurie beim Arzt
vor. Die gesamte Kohorte betrachtend spiegelt dies die Erkenntnis wider, dass das NS sich
bioptisch meist als FSGS/MCGN manifestiert. Zudem wurde in groReren Studien eine
ahnliche Haufigkeitsverteilung von 61% bzw. 68% beschrieben (Warejko, Tan et al. 2018,
Park, Lee et al. 2020). Bei den Indexpatienten mit Nachweis einer (wahrscheinlich)
pathogenen Variante gibt es unterschiedliche Haufigkeitsverteilungen in der klinischen Art
der Erstmanifestation. Einerseits wird das NS mit 65% als haufigste klinische Manifestation
beschrieben (Warejko, Tan et al. 2018), anderseits stellt die Proteinurie mit 57% bzw. 50%
(Tan, Lovric et al. 2018, Park, Lee et al. 2020) die haufigste klinische Erstmanifestation dar.
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Proteinurie ein Teil des Symptomkomplexes des
nephrotischen Syndroms darstellt und sich diese auch isoliert vor Ausbildung des gesamten
Symtomkomplexes manifestieren kann. 46% (n=16) der Indexpatienten wiesen eine FSGS in
der Biopsie auf. Die genetisch positiven Indexpatienten wurden bioptisch sogar zu 50% mit
einer FSGS diagnostiziert. Auch diese Haufigkeitsverteilung spiegelt die aktuelle Studienlage
wider (24-61,4% FSGS bei Patienten mit krankheitsverursachenden Varianten (Sadowski,
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Lovric et al. 2015, Bierzynska, McCarthy et al. 2017, Tan, Lovric et al. 2018, Warejko, Tan et
al. 2018, Park, Lee et al. 2020)).

34% (n=4) der Indexpatienten, mit genetischer Variante wiesen extrarenale Symptome auf.
Dieser Anteil ist etwas hoher als in bereits verdffentlichten Studien. Trautmann et al.
beschrieb einen Anteil von 17,3% mit einer Prddominanz von morphologischen und
funktionalen Einschrankungen des ZNS (Trautmann, Bodria et al. 2015). Der erhohte Anteil
an extrarenaler Symptomatik in unserer Kohorte steht wahrscheinlich im Zusammenhang mit
den Einschlusskriterien, welche extrarenale Auffalligkeiten im Gegensatz zu anderen Studien

mit einschlieflen.

4.3 Einschlusskriterien

Die Auswahl der Indexpatienten erfolgte anhand der oben beschriebenen Selektionskriterien,
was mdoglicherweise die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer FSGS bzw. SRNS
hereditéren Genese erhohte. Diese Einschlusskriterien setzten neben einer FSGS bzw. MCGN
im Nierenbiopsiebefund entweder den Ausschluss einer sekundaren Ursache der FSGS, ein
Alter bei Erstdiagnose <18 Jahre, eine positive Familienanamnese und/oder Konsanguinitat,
eine Nierenbiopsie hinweisend auf eine hereditare Ursache oder extrarenale Manifestationen
(syndromales Krankheitsbild) voraus. Diese Kriterien unterscheiden sich von anderen
bekannten Arbeiten. Als Erstes ist auf das Alter der Patienten bei Erstdiagnose hinzuweisen.
Die meisten Studien schlossen Patienten mit einem Erstdiagnosealter von < 20 bzw. 25 Jahren
ein (Sadowski, Lovric et al. 2015, Trautmann, Bodria et al. 2015, Tan, Lovric et al. 2018,
Warejko, Tan et al. 2018, Park, Lee et al. 2020), wohingegen unsere Patienten bei
Erstmanifestation ihrer Erkrankung <18 Jahre alt waren. Dies scheint jedoch keinen Einfluss
auf den diagnostischen Ertrag zu haben, da die meisten Studien, trotz dem Einschluss spéater
Erkrankter, eine hohere Detektionsrate aufzeigten (Sadowski, Lovric et al. 2015, Warejko,
Tan et al. 2018, Park, Lee et al. 2020). Als Zweites ist zu beachten, dass die meisten Studien
ein bestimmtes klinisches Erscheinungsbild voraussetzten. Dazu gehoérten v.a das steroid-
resistente nephrotische Syndrom oder die nephrotische Proteinurie mit obligatorischer FSGS
oder DMS in der Biopsie (Sadowski, Lovric et al. 2015, Tan, Lovric et al. 2018, Warejko,
Tan et al. 2018), wobei in unserer Studie die Art der klinischen Erstmanifestation bzw. das
Ansprechen/Nichtansprechen auf eine Steroidtherapie zum Einschlusszeitpunkt nicht erfasst

wurden. Die Erkenntnis, dass die Steroidresistenz mit einer hoheren Wahrscheinleichkeit fur
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eine hereditare Genese korreliert (Lovric Svetlana 2015, Sadowski, Lovric et al. 2015), tragt
vermutlich zu einer hoheren Detektionsrate bei. Die in dieser Arbeit verwendeten
Einschlusskriterien zielten auf eine moglichst hohe Anzahl an einzuschlieenden Patienten ab
und fihrten somit zu einem heterogeneren Patientenkollektiv. Die Kriterien der positiven
Familienanamnese, der Konsanguinitat und des syndromalen Krankheitsbildes decken jedoch
spezifischer die hereditare Genese ab. Dies erklart wahrscheinlich die Tatsache, dass unser

diagnostischer Ertrag doch im Rahmen der bisher vertdffentlichten Erkenntnisse liegt.

4.4 Neue phanotypische Auspragungen

Auf der Plattform OMIM wurden die aktuell beschriebenen Phanotypen fur jedes Gen zu-
sammengetragen. Diese Phanotypen wurden dann mit den Phénotypen unserer Indexpatienten
verglichen. Dabei zeigten sich in der vorliegenden Arbeit zusétzliche, bisher noch nicht in
Zusammenhang mit dem jeweiligen Gen beschriebene phénotypische Merkmale: Long-QT-
Syndrom und Syndrom der polyzstischen Ovarien bei Varianten im TRPC6-Gen, Vitiligo und
Splenomegalie bei Varianten im NPHS2-Gen sowie Skelettfehlbildungen bei Varianten in
COLA4AS.

Mittels RT-PCR konnte eine erhéhte Expression des TRPC6 in menschlichen Herzen mit dila-
tativer Kardiomyopathie festgestellt werden (Kuwahara, Wang et al. 2006). Herzspezifische
Uberexpression von TRPC6 in transgenen Mausen resultierte in einer erhéhten Sensitivitat
gegenuber Stress, eine Neigung zu letaler HerzvergrolRerung und Herzinsuffizienz (Kuwahara,
Wang et al. 2006). Ein Zusammenhang zum Long-QT-Syndrom ist jedoch unwahrscheinlich,
da in der weiteren Recherche keine weiteren Patienten mit Varianten in TRPC6 und Long-
QT-Syndrom gefunden werden konnten. Da eine erhohte TRPCG6-Expression sich jedoch un-
gunstig auf das Herz auswirkt, kann ein Zusammenhang nicht ganzlich ausgeschlossen wer-
den. Neben der Tatsache, dass TRPC6 im Ovar exprimiert wird (Chen, Zhou et al. 2020) und
eine Uberexpression von Splicevarianten des TRPC6 im ovariellen Adenokarzinom nachge-
wiesen werden konnte (Zeng, Yuan et al. 2013), konnte so weit kein Zusammenhang zwi-
schen einer Variante im TRPC6-Gen und dem Syndrom der polyzystischen Ovarien gefunden
werden. NPHS2 zeigt weder in der Haut noch in der Milz eine Uberexpression (Boute,
Gribouval et al. 2000), sodass ein Zusammenhang der Variante in NPHS2 mit der bei Patient
HN-F201-11-1 diagnostizierten Vitiligo und Splenomegalie als unwahrscheinlich anzusehen

ist. Zusatzlich konnten keine weiteren Patienten mit diesen phénotypischen Merkmalen und
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Varianten in NPHS2 ausfindig gemacht werden. Bisher wurde in einem Case report eine As-
soziation von COL4A5/Alport-Syndrom mit skeletalen Veranderungen beschrieben (Sethi,
Mehta et al. 2019). Der in diesem Case report beschriebene 24-jahrige Patient mit Alport-
Syndrom und einer hemizygoten 5" Splicesite-Variante im Intron 10 von COL4A5 zeigte mul-
tiple kndcherne Schwellungen hinweisend auf eine Metachondromatose. Zudem wies der Pa-
tient eine Missense-Variante im PTPN11-Gen auf, einem bekannten Metachondromatose-
Gen. Die Metachondromatose ist eine seltene Erkrankung mit autosomalem Vererbungsmus-
ter und unvollistandiger Penetranz, charakterisiert durch die Bildung von Osteochondromen
und Enchondromen (Sethi, Mehta et al. 2019). Inwiefern die Metachondromatose mit dem
Alport-Syndrom bzw. einer Variante in COL4A5 zusammenhéngt, konnte in diesem Case
report jedoch nicht begriindet werden. Zu beachten ist jedoch, dass auch unser Patient eine
Splicevariante im COL4A5-Gen tragt. Weitere Zusammenhénge zwischen COL4A5 und Ske-
lettverdnderungen konnten nicht eruiert werden.

Zu berucksichtigen ist die Tatsache, dass die oben beschriebenen phanotypischen Auspragun-
gen nicht zwangslaufig mit den Varianten in den genannten Genen zusammenhangen missen,
sondern auch das Resultat von Varianten in anderen Genen sein kdnnen. So kdnnten bei-
spielsweise die Skelettveranderungen der oben beschriebenen Patienten mit Varianten im
COL4A5-Gen auf bisher nicht erkannte Varianten im PTPN11-Gen zurlickzufihren sein.

4.5 Kandidatengene

451 TRIM8

TRIMS8, auch bekannt als Ringfingerprotein 27 (RNF27) oder Glioblastoma expressed
ringfinger protein (GERP), kodiert fir ein Mitglied der sogenannten tripartite motif
Proteinfamilie, welche definiert ist durch das Vorhandensein einer gemeinschaftlichen
Struktur bestehend aus einer Ringfinger-Domane, einer oder zwei B-Box-Doménen und
einem Coiled-Coil Motiv (Caratozzolo, Marzano et al. 2017). Das kodierte Protein hat eine
Lange von 551 Aminosduren, und das Gen ist auf Chromosom 1024 lokalisiert (Vincent,
Kwasnicka et al. 2000). Mittels Northern-Blot-Analyse konnten 5-kb Transkripte des Gens in
Niere, zentralem Nervensystem, Herz, Skelettmuskel und Lunge festgestellt werden. Eine
geringe Genexpression zeigte sich auch in der Plazenta, der Leber, den Leukozyten und dem
Intestinum (Vincent, Kwasnicka et al. 2000). Zudem konnten kurze DNA-Sequenzen von

TRIM8/RNF27 in einer Vielzahl von Tumoren festgestellt werden, darunter auch im
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anaplastischen Oligodendrogliom (Vincent, Kwasnicka et al. 2000). Innerhalb der
menschlichen fetalen Niere konnte, mittels Uberpriifung bestehender Datensitze aus
Einzelzell-RNA (Lindstrom, De Sena Brandine et al. 2018, Menon, Otto et al. 2018), eine
uberwiegende Expression von TRIM8 in den Podozyten nachgewiesen werden (Weng,
Majmundar et al. 2021). TRIM8 spielt unterschiedliche Rollen in einigen biologischen
Prozessen, einschlieBlich Entziindung und Tumorentstehung, durch Regulation verschiedener
Signalwege, wie den Interferon-gamma- und Zytokin-Signalwegen (Reymond, Meroni et al.
2001, Li, Yan et al. 2011, Tomar, Sripada et al. 2012). Zudem scheint das kodierte Protein
eine E3 Ubiquitin-Protein-Ligase zu sein. Im Rahmen der Regulation des Zellwachstums
kann TRIM8 entweder die Rolle eines Tumsuppressorgens oder eines Onkogens bernehmen
(Caratozzolo, Marzano et al. 2017). Die fruhkindliche epileptische Enzephalopathie und die
mentale Retardierung sind mit diesem Gen bereits assoziierte Erkrankungen (Sakai, Fukai et
al. 2016, von Deimling, Hasler et al. 2017). In der Familie F65 weist der Indexpatient eine de
novo Variante in TRIM8 auf (c.1375C>T, p.(GIn459%)). Diese flihrt zu einer Verkilrzung des
kodierten Proteins und ist bisher nicht in gnomAD gelistet. Phénotypisch zeigt sich eine
FSGS sowie ein Lennox-Gastaut-Syndrom. Konsanguinitat der Eltern besteht nicht, und es
sind auch keine weiteren Verwandten betroffen. Die epileptische Enzephalopatie, welche sich
in Form eines Lennox-Gastaut-Syndroms duf3ern kann, wurde bereits in Zusammenhang mit
TRIM8 beschrieben (Sakai, Fukai et al. 2016, Assoum, Lines et al. 2018). Assoum et al.
berichtete von einem Indexpatienten, der zusétzlich zu der epileptischen Enzephalopatie an
einem nephrotisches Syndrom litt. Im Alter von 4 Jahren wurde neben den neurologischen
Auffélligkeiten eine glomeruldre Proteinurie festgestellt (Protein/Kreatinin Verhaltnis 400
mg/mmol, Proteinurie 54g/l, Serumalbumin 27 g/l). In der Nierenbiopsie zeigte sich eine
mesangiale Glomerulonephritis mit unspezischen IgM-Ablagerungen. 2 weitere Kirzlich
veroffentlichte Fallberichte beschrieben den Zusammenhang von TRIM8 mit der FSGS und
der frihkindlichen epileptischen Enzephalopathie bzw. einer milden mentalen Retardierung
(McClatchey, du Toit et al. 2020, Warren, Takeda et al. 2020). Die Indexpatienten dieser
Fallberichte wurden im Alter von ca. 2 Jahren mit einer Proteinurie nephrologisch auffallig,
und beide zeigten im weiteren Verlauf eine FSGS in der Nierenbiopsie. Zudem entwickelten
beide Indexpatienten eine milde bzw. schwere mentale Retardierung (motorische Defizite und
Sprachentwicklungsverzdogerung) und mehr oder weniger stark ausgeprégte epileptische

Anfélle. Genetisch wiesen die Patienten Varianten im C-terminalen Anteil von TRIM8 auf
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(c.1198 1220del; ¢.1380T>A) (McClatchey, du Toit et al. 2020, Warren, Takeda et al. 2020).
Warren et al. flhrte zur weiteren Beurteilung eine immunhistologische Untersuchung am
Biopsiepraparat seines Patienten durch. Dabei konnte im Vergleich zu den Kontrollen keine
TRIM8-Farbung nachgewiesen werden, sodass man von einem dominant negativen Effekt
dieser heteozygoten Nonsense-Variante ausging (Warren, Takeda et al. 2020). Unser
Indexpatient der Familie F65 wurde etwas spater im Alter von knapp 8 Jahren durch eine
Proteinurie nephrologisch aufféllig. In der Nierenbiospie zeigte sich ebenfalls eine FSGS.
Dies verstarkte die Annahme, dass TRIM8 ein Kandidatengen fur die FSGS darstellt.
Inzwischen konnten weitere Patienten mit Lennox-Gastaut-Syndrom assoziiert mit
nephrotischem Syndrom identifiziert werden. Ein groRangelegte Studie von Weng,
Majmundar, Khan et al. sammelte und analysierte Exom- bzw. Genomsequenzierungs-
Ergebnisse von 60 114 Patienten (2 501 SRNS/FSGS-Falle, 48 556 Kontrollen und 9 057
Patienten mit Epilepsie). Bei 8 der 2 501 SRNS/FSGS Patienten (unseren Patienten der
Familie F65 einschliefend) konnten Varianten in TRIMS8 identifiziert werden. Die
nachtragliche Uberpriifung der klinischen Daten zeigte, dass alle 8 Patienten an mentaler
Retardierung litten und 7 der 8 Patienten eine Epilepsie entwickelten. Weitere 3 der 9 057
Patienten mit bekannter Epilepsie trugen Varianten in TRIM8. Phénotypisch konnte im
nachhinein auch bei diesen 3 Patienten ein nephrotisches Syndrom diagnostiziert werden. Die
12 Indexpatienten entwickelten alle eine frihkindliche mentale Retardierung
(Manifestationsalter: <1-2,5 Jahre) und 11/12 Patienten eine Epilepsie (Manifestationsalter:
<1-4,5 Jahre). Das Manifestationsalter des nephrotischen Syndroms war variabel (kongenital
bis 13,7 Jahre), jedoch immer naher als das der neurologischen Symptomatik. 10 der 12
Patienten wiesen bioptisch eine FSGS auf. Alle 12 TRIM8-Varianten fiihrten zu einer
Verkirzung des Proteins zwischen der 390.-487. Aminosaure und damit C-terminal eines
Kernlokalisierungssignals (NLS). Zudem lagen alle Varianten innerhalb des letzen Exons,
sodass die mRNA-Trasnkripte mit hoher Wahrscheinlichkeit dem Korrekturmechanismus des
non-sense mediated MRNA decay entwichen sind. Zusétzlich durchgefuhrte Untersuchungen
an humanen Podozyten, Maus-Podozyten und dem Zebrabéarbling, unterstitzen die Annahme,
dass TRIM8 ein Krakheitsgen fir FSGS/SRNS und Epilepsie darstellt und machen einen
Krankheitsmechanismus ber Gain-of-function oder toxische Effekte wahrscheinlich (Weng,
Majmundar et al. 2021). In Zusammenschau dieser Erkenntnise ist aus diesem Kandidatengen

daher inzwischen ein Krankheitsgen geworden.
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452 DGKZ

DGKZ auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 kodiert fiir die Diacylglycerolkinase zeta,
welche der Diacylglycerolkinase-Proteinfamilie zugehoérig ist und 1,2-Diacyglycerol in
Phosphatidsdure umwandelt. Somit reguliert DGKZ die Aktivitat der Proteinkinase C uber
den zellularen Diacylglycerolspiegel. Die Isoform zeta agiert vor allem im Nukleus und spielt
eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung des zentralen Nervensystems und der Regulation
hoherer Hirnfunktionen (Topham and Prescott 1999, Ishisaka and Hara 2014).

Die DGKZ-mRNA kodiert ein 921 Aminosauren langes Polypeptid mit einer molekularen
Masse von 103,9 kD. Die humane DGKZ enthélt 2 Zinkfinger, eine ATP-Bindungstelle und
4 Ankyrin-Repeats in der Nahe des C-Terminus (Bunting, Tang et al. 1996). Ein renaler Phé-
notyp wurde bisher nocht nicht beschrieben.

In der Familie F340 wies der Indexpatienten eine heterozygote Variante im Gen DKGZ auf.
Eine Konsanguinitat der Eltern lag nicht vor, und es gab auch keine betroffenen Verwandten.
Der Indexpatient zeigte neben dem SRNS und der MCGN in der Biopsie keine weiteren pha-
notypischen Auffalligkeiten auf. Derzeit werden weitere molekulargenetischen Untersuchun-
gen durchgefihrt, um dieses Gen als mogliche Ursache fir Nierenerkrankungen weiter zu

uberprifen.

4.6 Therapieimplikationen

Klinisch wird die Frage aufgeworfen, ob die genetische Diagnostik einen Hinweis auf das
Ansprechen auf die Steroidtherapie geben kann. Einige Studien konnten aufzeigen, dass die
meisten monogen verursachten Falle der FSGS/SRNS nicht auf eine Steroidtherapie anspre-
chen (Ruf, Lichtenberger et al. 2004, Weber, Gribouval et al. 2004, Buscher, Kranz et al.
2010, Trautmann, Bodria et al. 2015). Andere Studien beschreiben Varianten in Genen (z.B
EMP2, PLCE1L), welche sich als steroid-senstitives nephrotisches Syndrom (SSNS) manifes-
tieren kdnnen (Hinkes, Wiggins et al. 2006, Gee, Ashraf et al. 2014). Da die Daten in unserer
Studie retrospektiv erhoben wurden, kann keine Aussage ber das Ansprechen auf eine Stero-
idtherapie in unserer Kohorte getroffen werden. Es muss jedoch auch bedacht werden, dass
wahrscheinlich nicht nur eine Variante in der Nukleotidabfolge Einfluss auf das Therapiean-
sprechen hat, sondern auch die Epigenetik, welche nicht tUber die Exomsequenzierung be-
stimmt werden kann (Zhang, Lu et al. 2020). Somit kann das Therapieansprechen nicht sicher

auf eine bestimmte genetische Variante zurtickgefiihrt werden.
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4.7 Limitationen

Zuné&chst ist zu erwéhnen, dass die Rekrutierung unserer Patienten hauptséchlich in der Er-
wachsenennephrologie stattgefunden hat. Dabei wurde aber bewusst nach Fallen mit einem
Krankheitsbeginn vor dem 18. Lebensjahr geachtet. Dies ist moglicherweise eine Erklarung
dafir, dass in der vorligenden Arbeit das Erkrankungsalter im Vergleich zu &hnlichen Arbei-
ten hoher war. 1700 erwachsene hausinterne Patienten aus dem Nierenbiopsieregister, der
Transplantationsambulanz und der nephrologischen Station wurden gescreent. Das Manifesta-
tionsalter der Nierenerkrankung wurde erst retrospektiv ermittelt. Die erwachsenen Patienten,
die bereits im Kindesalter erkrankt waren, wurden dann in diese Arbeit eingeschlossen. Einige
unserer externen Patienten wurden bereits im Kindesalter in die Studie eingeschlossen. Dieser
Aspekt stellt einen nennenswerten Unterschied zu bereits bekannten Studien dar, in denen
Patienten im Kindesalter bzw. kindernephrologisch angebundene Patienten eingeschlossen
wurden (Sadowski, Lovric et al. 2015, Tan, Lovric et al. 2018, Warejko, Tan et al. 2018, Park,
Lee et al. 2020). AuBerdem ist die starke Selektion in unserer Kohorte hervorzuheben. Initial
wurden 1700 hausinterne Patienten gescreent, von denen 40 nach den beschrieben Ein-
schlusskriterien in die Studie aufgenommen werden konnten. 20 Patienten von externen Ko-
operationspartnern erftllten die Kriterien zum Einschluss. Von diesen 60 Patienten waren es
nur 35 die ein Erkrankungsalter vor dem 18. Lebensjahr aufzeigten. VVon diesen 35 Indexpati-
enten zeigten 12 eine oder mehrere genetische Varianten auf. 8 dieser 12 Indexpatienten zeig-
ten Varianten in bekannten FSGS/SRNS-Genen. Zudem ist durch diese geringe Anzahl an
Indexpatienten eine Aussage Uber das Erkrankungsalter, Manifestationsalter des chronischen
Nierenversagens sowie bestimmte phanotypische Merkmale limitiert und nicht verallgemein-
erbar. Einige gréRere Studien konnten jedoch einen signifikanten Unterschied im Erkran-
kungsalter, Alter bei Manifestation der ESRD bei Patienten mit bzw. ohne genetisch geldstem
Ergebnis beschreiben (Sadowski, Lovric et al. 2015, Warejko, Tan et al. 2018) (siehe 4.2).
Auch die phanotypischen Ausprédgungen bei Varianten in bestimmten Genen sowie die Hau-
figkeitsverteilung der betroffenen Gene konnten in diesen Studien durch die groRere Fallzahl
pro Gen genauer beschrieben werden (Sadowski, Lovric et al. 2015, Trautmann, Bodria et al.
2015, Warejko, Tan et al. 2018).

Im Rahmen der Phanotypisierung unserer Indexpatienten ist zu erwahnen, dass unser Frage-

bogen nicht systematisch verwendet wurde, um phénotypische Merkmale zu beurteilen. Auch
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die retrospektive Datenerhebung stellt eine Limitation in diesem Zusammenhang dar. Allge-
mein stellt der histologische Begriff der FSGS, welcher sowohl bei der primaren, sekundéren
als auch hereditdaren Genese verwendet wird, eine sehr breites Krankheitsspektrum dar
(Lovric Svetlana 2015, De Vriese, Sethi et al. 2018). Unterschiedliche Herangehensweisen in
der histologischen Befundung bzw. Uneinheitlichkeit im Rahmen der Bestimmungen der
FSGS sowie die Diskrepanz zwischen dem histologisch beschriebenen Bild und der moleku-
largenetischen Diagnose stellen weitere, bereits beschriebene Limitationen dar (Trautmann,
Bodria et al. 2015, Bierzynska, McCarthy et al. 2017, Howie 2020). Zusatzlich ist zu erwah-
nen, dass einige unserer Patienten keiner Biopsie unterzogen wurden bzw. lag kein Befund
vor (siehe Tab. 8). In diesen Fallen war eine Assoziation zwischen histologischem und geneti-

schem Befund nicht moglich.

4.8 Ausblick

Indexpatienten, die von uns als ungeldst eingestuft wurden (einschlieBlich Varianten unklarer
Signifikanz), bei denen jedoch dennoch mdglicherweise eine genetische Ursache zugrunde
liegt, wurden gebeten, in 2 Jahren erneut im humangenetischen Institut vorstellig zu werden.
Ausgehend davon, dass sich die Methodik der Exomsequenzierung sowie der Stand der
genetischen Forschung in 2 Jahren verbessern kann, wird bei diesen Patienten erneut eine
Analyse der bereits gefundenen Varianten und eine Reanalyse der gesamten erhobenen
Exomdaten empfohlen. Durch die zunehmende Anzahl an FSGS/SRNS-Genen, die sinkenden
Kosten der Exomsequenzierung und der damit einhergehende erhohte Aufwand der
Genselektion werden Gen-Panel-Untersuchungen in Zukunft nicht mehr profitabel sein.
Zudem hat die Exomsequenzierung den Vorteil, dass die Daten zu einem spéateren Zeitpunkt
nachuntersucht werden konnen und dass man mittels Trio-Analysen neue Gene ausfindig
machen kann (Warejko, Tan et al. 2018). Im Hinblick auf die Klassifizierung der FSGS ist
man bereits dazu Ubergegangen, diesen histologischen Befund mit der Minimal-Change
Glomerulonephritis, der diffus mesangialen Sklerose und der kollabierenden Glomerulopathie
unter dem Begriff der ,,Podozythopathien* zusammenzufassen (Kopp, Anders et al. 2020).
Dieser Begriff wird sich wahrscheinlich zukiinftig weiter etablieren. Zudem wird kinftig eine
einheitliche, standardisierte Beurteilung der Biopsiebefunde von SRNS/FSGS-Patienten notig
sein, um eine prazise Genotyp-Phenotyp-Korrelation bestimmen zu kdénnen (Howie 2020).
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4.9 Schlussfolgerung

Mit Hilfe der Exomsequenzierung und gezielten Einschlusskriterien ist es gelungen, bei 23%
der Indexpatienten eine Variante in einem bekannten FSGS/SRNS-Gen nachzuweisen. Zudem
konnten bei 2 Indexpatienten Varianten in Genen festgestellt werden, welche bisher noch
nicht zu den bekannten FSGS/SRNS-Genen gehoren, jedoch eine Rolle in der Krankheitsent-
stehung der FSGS/SRNS spielen konnten (siehe 4.5). Eine standardisierte Befragung der Pha-
notypen der Patienten hat es ermdglicht, eine prézise Genotyp-Phenotyp-Korrelation durchzu-
fuhren. Die geringe Anzahl an Patienten in unserer Kohorte l&sst jedoch keine signifikanten
Aussagen Uber Erkrankungsalter, Manifestationsalter des chronischen Nierenversagens, Art
der Erstmanifestation oder Biopsiebefunde zu.

Zukunftig wird die Exomsequenzierung als etabliertes Verfahren zur Analyse von Patienten
mit Verdacht auf hereditdre FSGS/SRNS in die Diagnostik mit eingehen und gleichzeitig er-
moglichen, weitere neue FSGS/SRNS-Gene zu identifzieren. Zudem wird die histologische
Diagnose der FSGS wahrscheinlich durch den Begriff der Podozythopathien ersetzt werden
(Kopp, Anders et al. 2020).
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Fragebogen zur Studie , |dentifizierung von krankheitsverursachenden Genen und
Modifiern bei hereditdren Erkrankungen der Nieren und ableitenden Harnwege"

Patientendaten Sind die Eltem blutsverwand:?
(agf. Aufideber) Oja Cl i
Name Yorname
Verwandte mit Nierenerkrankungen?
NI - O Mutter (] Schwester
Sralie Ovater [ Bruder
[ Sonstige:
Pz Wohnont

Diagnose (bitte Befunde entsprechend beifugen)
Datum der Erstdiagnose —(Tagy___(Monaty___(Jahr)
Diagnose

Molekulargenetische und zytogenetische Befunde

Extrarenale und extraurogenitale Manifestationen (bitte Befunde entsprechend beifugen)

[ Mikrozephalie [0 Gehérlosigkeit/Schwerhdrigkeit [ Polydaktylie

() Vermisaplasie/-hypoplasie (] Augenfehibildungen [0 Skelettfehiildungen

[ Geistige Retardierung [J Herzfehlbildungen [ wachstumsretardierung

[J Sonstige:

Laborbefunde bei Diagnosestellung

Blut: Urin:

(] Serum-Kreatinin ____mg/dl [J Kreatinin-Clearance ~ ____ mlimin

(] Serum-Harnstoff ____mg/dl [ Mikrohamaturie [+ [es [ess

CJGFR ____ mimin1,73m? () Makrohamaturie

[ immunserologische Auffalligkeiten [0 Proteinurie (Alter) /g Kreatinin
— wenn ja, welche:

(] Sonstige:
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-71 - Anhang

Name Vormame gedb.am___ (Tag)__ (Monat)____ (Jahr)

Ultraschall
(O Unauffallig [ Auttalig:

Nierenbiopsie (bitte Befunde entsprechend beifigen)

Wurde eine Nierenbiopsie durchgefuhrt? Oj O nein

Erste Biopsie —(Tag)___{Monaty___(Jahr)

Zweite Biopsie ___(Tag¥___(Monaty___ (Jahr)

[ Minimal-change Nephropathie () Dinne Basalmembran-Nephropathie (TBMN)
[J Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) [] Alport-Syndrom

(] Diffuse mesangiale Sklerose ([ Neghronophthise

(] Mesangicproliferative Glomeruonephritis (] C3-Glomerulopathie

(7] Ohne Befund () Sonstiger Befund:

Dialyse und Nierentransplantation

Besteht Dialysepflicht? Oje (O nein
[J Hamodialyse [ Peritonealdialyse
(Jseit: ___ (Monaty___(Jahr) O seit: ___ (Monaty___(Jahr)
Wurde eine Nierentransplantation durchgefuhrt? (] ja O nein
Erste Transplantation ___(Monat)___(Jahr)
Zweite Transplantation ___(Monaty___(Jahr)
Transplantat-Versagen aufgrund von (JRezidv [ Abstodung
Bestand vor Dialyse oder Transplantation eine arterielle Hypertonie?

Oja O nein
Anmerkungen

Wir danken Ihnen vielmals fur Ihre Mihe.
Bitte fullen Sie noch folgende Zeilen aus, damit wir Sie bei Ruckfragen erreichen konnen.

Name:

Datum: Unterschrift: Berufsadresse:
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