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1. Einleitung

1.1 Geschichte und Pravalenz

Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben Leonard Guthrie und Arthur Frederick Hurst eine
Familie, in der bei mehreren Familienmitgliedern tber drei Generationen eine mikroskopische
Hamaturie beobachtet wurde, als ,idiopathische oder kongenitale, hereditdare und familiare
Hamaturie” bzw. , hereditdre familidre kongenitale hdmorrhagische Nephritis“ (Guthrie, 1927;
Hurst, 1923, 1927). Darauf aufbauend legte Arthur Cecile Alport dar, dass Manner tendenziell
schwerer von dieser familidaren Nephropathie betroffen sind und Taubheit ein weiteres Symp-
tom ist (Alport, 1927). Die Erkrankung wurde schliel3lich nach Alport benannt, nachdem die
von ihm beschriebene Symptomatik bei weiteren Familien festgestellt wurde (Williamson,
1961).

Das Alport-Syndrom (AS) ist die zweithaufigste monogene Ursache fiir terminales Nierenver-
sagen und hat eine Pravalenz von 1 in 50,000 Lebendgeburten (Hudson, Tryggvason,
Sundaramoorthy, & Neilson, 2003; Watson & Bush, 2020). Charakteristisch fir das AS ist eine
mikroskopische Hamaturie und Proteinurie mit progressivem Nierenversagen (ESRD, end-
stage renal disease) sowie eine sensorineurale Schwerhdorigkeit (Williamson, 1961). Zusatzlich
kdnnen spezifische Augenanomalien (z.B. Lenticonus anterior) und selten eine mentale Retar-

dierung oder Leiomyomatose auftreten (Griinfeld, 2000; C. E. Kashtan, 2001).

Die Nephropathie der diinnen Basalmembran (TBMN, thin basement membrane nephro-
pathy) wurde erstmals 1926 als ,benigne und heilbare Form der hdmorrhagischen Nephritis“
beschrieben (Baehr, 1926). In der Literatur wurde (ber diese Erkrankung in den folgenden
Jahren als hereditare, schmerzlose mikroskopische Hamaturie mit einer guten Prognose be-
richtet, die meist als Zufallsbefund bei jungen Erwachsenen auftritt, ohne die fiir eine chroni-
sche Nepbhritis typische Hypertonie und Odeme (Savige et al., 2003; Tryggvason & Patrakka,
2006). 1973 wurde eine deutlich verdiinnte glomeruldre Basalmembran bei TBMN-Patienten
publiziert (Rogers, Kurtzman, Bunn, & White, 1973). Der Begriff ,familidre mikroskopische Ha-
maturie” gilt mittlerweile als Fehlbezeichnung fiir die Erkrankung, da keine Abgrenzung zum
AS deutlich wird (Gregory, 2005). Heute sind neben der verbreitetsten Bezeichnung TBMN
ebenfalls Namen wie ,, dlinne Membran-Nephropathie®, ,,dlinne Basalmembran-Erkrankung®,
,dinne glomerulare Basalmembran-Nephropathie” und ,dliinnes glomeruldres Basalmemb-

ran-Syndrom” gelaufig (Tryggvason & Patrakka, 2006).
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TBMN ist die haufigste Ursache von persistierender Hamaturie bei Kindern und Erwachsenen
neben IgA-Nephropathie und dem AS und betrifft 1% der Weltbevolkerung (Savige et al., 2003;
Tryggvason & Patrakka, 2006). Die fiir die TBMN typische gleichmaRig verdiinnte Basalmemb-
ran verursacht bei den meisten Patienten die charakteristische persistierende mikroskopische
Hamaturie, fur die gewohnlich eine familidre Vorgeschichte vorhanden ist, und ggf. eine mini-
male Proteinurie bei normaler Nierenfunktion (Savige et al., 2013; Tryggvason & Patrakka,
2006). Jedoch entwickeln 14-35% der TBMN-Patienten im spaten Krankheitsverlauf eine Pro-
teinurie und ESRD (Deltas, Savva, Voskarides, Papazachariou, & Pierides, 2015; Pierides et al.,

2009; Voskarides et al., 2007).

1.2 Atiologie: Molekulare Grundlage Kollagen Typ IV-assoziierte Erkrankungen
Basalmembranen bestehen aus einem polygonalen Netzwerk von Kollagen Typ IV mit Laminin,
Nidogen und sulfatierten Proteinen (Hudson et al., 2003). Kollagen Typ IV ist an der Filterfunk-
tion der glomeruldren Basalmembran beteiligt (C. E. Kashtan, 2000).

Die Gene COL4A1, COL4A2, COL4A3, COL4A4, COL4A5 und COL4A6 kodieren fir die sechs a-
Proteinketten al (COL4A1), a2 (COL4A2), a3 (COL4A3), a4 (COL4A4), a5 (COL4A5) und a6
(COL4A6), die selektiv in verschiedenen Membranen, abhangig von der embryonalen Entwick-
lung, exprimiert werden (Hudson, Reeders, & Tryggvason, 1993). Die a-Proteinketten von Kol-
lagen Typ IV bestehen aus drei Domanen: einer N-terminalen 7S-Domaéne, einer langen kolla-
genen a-Tripelhelix-Domane mit dem typischen sich wiederholenden Gly-X-Y-Motiv (X und Y
sind variable Aminosauren) und einer nicht kollagenen C-terminalen NC1-Domaéne (Abb. 1)
(Chew & Lennon, 2018; Hudson et al., 2003). Protomere sind eine Tripelhelix aus drei a-Pro-
teinketten, den Monomeren. Welche a-Proteinketten sich dabei zusammenlagern, hangt
wahrscheinlich von variablen Anteilen der NC1-Domanen ab. Es gibt die drei Protomere
al.al.a2, a3.a4.a5 und a5.a5.a6 (Abb. 2). Diese Protomere bilden Kollagen-Netzwerke aus,
indem sich zwei NC1-Trimere verschiedener Protomere zu Hexameren und vier 7S-Domanen
verschiedener Protomere zu Tetrameren verbinden (Abb. 3). (Abreu-Velez & Howard, 2012;

Boutaud et al., 2000; Chew & Lennon, 2018; Hudson et al., 2003; C. E. Kashtan, 2000).
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Kollagene Tripelhelikale Domane (Gly-X-Y Motiv)
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Abbildung 1: Proteinstruktur einer a-Proteinkette (Monomer) (modifiziert nach Chew & Lennon, 2018)
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Abbildung 2: Tripelhelikale Struktur der Kollagen Typ IV-Familie (modifiziert nach Hudson et al., 2003)

Abbildung 3: Aufbau eines Netzwerks von Kollagen Typ IV-Protomeren (modlifiziert nach Hudson et al.,

2003)
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Das a3a4a5-Heterotrimer ist die Hauptkomponente der reifen glomeruldaren Basalmembran
in der Niere sowie der Basalmembranen des Auges (Kornea, Linse und Retina) und des Inneno-

hrs (Cochlea) (C. Kashtan, 2017).

1.3 Pathologie

In der friihen Embryonalentwicklung befindet sich in den Strukturen der unreifen Glomeruli
ein Netzwerk aus alala2(IV)-Heterotrimeren. Wahrend der Glomerulogenese werden diese
alala2(lV)-Netzwerke durch a3ad4a5(IV)- und o5a5a6(IV)-Netzwerke ausgetauscht.
alala2(IV)-Netzwerke sind in reifen Glomeruli nur noch Bestandteile der Bowman-Kapsel,
der mesangialen Matrix und der glomeruldren Basalmembran, wobei sie auch hier groRRten-
teils durch a3a4a5(1V)- und a5a506(1V)-Netzwerke ersetzt werden (Hudson et al., 2003). Va-
rianten in den fur die a-Proteinketten a3, a4 und a5 kodierenden Genen (COL4A3, COL4A4
und COL4A5) kénnen durch Fehlfaltung oder gestorten Zusammenbau der Monomere zu einer
Degradation der Proteine fiihren. Dadurch wird der Austausch von embryonalen alala2(IV)-
Netzwerken in reife Kollagen a3a4a5(1V)-Netzwerke in der renalen glomeruldren Basalmemb-
ran beeintrachtigt. Das unreife alala2(IV)-Netzwerk ist anfélliger fiir Endoproteolyse als das
starker vernetzte a3a4a5(1V)-Netzwerk. (Hudson et al., 2003; Kalluri, Shield, Todd, Hudson, &
Neilson, 1997; Kalluri et al., 2000). Das kann dazu fiihren, dass sich die Lamina densa der glo-
meruldren Basalmembran in zahlreiche diinne Densalamellen aufsplittet. Danach kann es zu
einer ungleichmaRigen Verdickung der glomeruldren Basalmembran (GBM) kommen, die ge-
splittete Lamina densa erscheint dann fragmentiert und retikuliert. Im weiteren Verlauf kann
eine Sklerosierung der geschadigten glomeruldaren Basalmembran auftreten, begleitet von ei-
ner interstitiellen Nephritis und renalen Fibrosierung, die bis zur Zerstorung der renalen Ar-
chitektur fihren kann (Kim et al., 1995; Remuzzi & Bertani, 1998). (Chew & Lennon, 2018;
Hudson et al., 2003)

Wahrend fir das AS eine Zerstérung des GBM charakteristisch ist, tritt bei TBMN normaler-
weise nur eine diinnere GBM auf. Dies konnte durch einen Dosiseffekt bedingt sein. Bei TBMN
werden wegen einer heterozygoten COL4A3- oder COL4A4-Variante nur weniger a3ada5(1V)-
Heterotrimere produziert, da weiterhin ein wildtypisches COL4A3- oder COL4A4-Allel existiert,
wohingegen beim autosomal-rezessiven Alport-Syndrom (ARAS) eine homozygote bzw. com-

pound-heterozygote COL4A3- oder COL4A4-Variante/n zu einem deutlicheren Mangel an
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a3ada5(IV)-Heterotrimeren fihrt (ndhere Informationen hierzu in Kapitel 1.4 Genetik).

(Tryggvason & Patrakka, 2006)

1.4 Genetik

Pathogene Varianten der Gene COL4A3, COL4A4 und COL4A5 sind assoziiert mit dem AS und
der TBMN und beeintrachtigen die heterotrimeren a-Proteinketten a3, a4 und a5 von Kol-
lagen Typ IV (Barker et al., 1990; Funk, Lin, & Miner, 2018; Lemmink et al., 1996; Mochizuki et
al., 1994; Weber et al., 2016).

COL4A5 ist auf dem X-Chromosom (Xq22.3) lokalisiert. 85% der AS-Patienten sind von diesem
X-chromosomalen Erbgang (XLAS, X-linked AS) betroffen. Mannliche Patienten tragen eine he-
mizygote COL4A5-Variante und weibliche Patienten eine heterozygote oder sehr selten eine
homozygote oder compound-heterozygote COL4A5-Variante/n. In den weiblichen Tragern ist
die Penetranz variabel und hdangt neben der Art der Variante wahrscheinlich auch von der X-

Inaktivierung ab. (Bekheirnia et al., 2010; Hudson et al., 2003; Jais et al., 2003; Jais et al., 2000).

In 15% der AS-Falle kdnnen biallelische Varianten der Gene COL4A3 (2936.3) und COL4A4
(2936.3) nachgewiesen werden (Lemmink et al., 1994; Mochizuki et al., 1994). Neben diesem
autosomal-rezessiven Erbgang (ARAS) kdnnen heterozygote COL4A3- oder COL4A4-Varianten
ein autosomal-dominantes AS (ADAS) verursachen (Hudson et al., 2003). In der Literatur
wurde das ADAS meistens als sehr selten beschrieben, jedoch wird auch von einer 20%-igen
ADAS Haufigkeit berichtet (Hudson et al., 2003; C. E. Kashtan, 2019; Savige, 2018). Fallerini et
al., 2014 postuliert sogar 31% ADAS-Diagnosen bei ihren genetisch geldsten AS-Familien
(Fallerini et al., 2014).

Die unterschiedlichen Angaben zur Haufigkeit von ADAS spiegeln die kontroverse Diskussion
Uber das ADAS in der Literatur wider. Manche Autoren beflirworten den Begriff ADAS, der das
Bewusstsein der Patienten und behandelnden Nephrologen fiir eine vorsorgliche Uberwa-
chung der Nierenfunktion scharfen soll, um mit einer eventuell bendtigten Therapie rechtzei-
tig zu beginnen (Imafuku, Nozu, Sawa, Nakanishi, & Ubara, 2020; C. E. Kashtan et al., 2018).
Im Gegensatz dazu sprechen sich die ,,Expert consensus guidelines” dafiir aus, bei Patienten
mit heterozygoten COL4A3- oder COL4A4-Varianten nicht die Diagnose ADAS zu verwenden,
da heterozygote Trager nicht den vollen AS-Phanotyp ausbilden, sondern haufig nur eine mi-
kroskopische Hamaturie zeigen. Patienten mit einem phanotypischen AS, aber nur heterozy-

goter COL4A3- oder COL4A4-Variante, kdnnten demzufolge eine durch die Sequenzanalyse

10
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nicht erfasste zweite pathogene Variante tragen, z.B. im Intronbereich. Daher bevorzugen sie
die Diagnose TBMN statt ADAS bei heterozygoten Tragern pathogener COL4A3- und COL4A3-
Varianten mit einem milden Phanotyp (Savige, 2018; Savige et al., 2019). Sowohl das ADAS als
auch TBMN werden von heterozygoten Varianten in COL4A3 und COL4A4 verursacht
(Jefferson et al., 1997; Lemmink et al., 1996). Pathogene heterozygote COL4A3- und COL4A4-
Varianten kénnen in mindestens 40% der TBMN-Patienten als krankheitsverursachend nach-
gewiesen werden (Savige et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit, dass bei einem weiteren von
flinf Familienmitgliedern eines TBMN-Patienten eine Hamaturie nachgewiesen werden kann,
liegt bei zwei Dritteln (Buzza, Wilson, & Savige, 2001). Die Vererbung von TBMN erfolgt auto-
somal-dominant (Blumenthal, Fritsche, & Lemann, 1988).

Fiir das AS wurde eine digene Vererbung postuliert, und auch fiir TBMN wurde von geneti-
schen Modifiern berichtet (Fallerini et al., 2014; Mencarelli et al., 2015; Stefanou et al., 2015;
Tonna et al., 2008; Voskarides et al., 2017).

Die Komplexitdt der genetischen Ursachen spiegelt sich in einer variablen klinischen Auspra-
gung wider, die drei Genloci ohne Hotspots bzgl. ursachlicher Varianten beinhaltet sowie eine
promotorgesteuerte Genexpression in spezifischen Geweben (siehe Abschnitt 1.5) (Jais et al.,
2000; Longo et al., 2002).

Die fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS) ist eine allelelische Erkrankung von AS und
TBMN, da pathogene COL4A3-, COL4A4- und COL4A5-Varianten auch in Patienten mit Pro-
teinurie und bioptisch gesicherter FSGS nachgewiesen wurden (Gast et al., 2016; C. E. Kashtan,
2019). In einer Kohorte aus 70 Familien mit der klinischen Diagnose FSGS wurden in 10% der
Falle statt Varianten in erblichen FSGS-Genen pathogene Varianten in COL4A3, COL4A4 oder
COL4A5 identifiziert (Riedhammer et al., 2020).

1.5 Klinik

Das breite klinische Spektrum des AS umfasst renale und extrarenale Symptome (C. E.
Kashtan, 2019).

Das Leitsymptom des AS ist eine mikroskopische Hamaturie. Sowohl| ARAS-Patienten als auch
mannliche XLAS-Patienten haben seit friiher Kindheit eine persistierende mikroskopische Ha-
maturie. Insbesondere wahrend der Kindheit kann eine episodische Makrohdmaturie auftre-
ten, haufig in Verbindung mit Infekten (obere Atemwege) (Sessa & Meroni, 2001). Patienten
mit einer heterozygoten COL4A3- oder COL4A4-Variante assoziiert mit ARAS und TBMN leiden

zu 50% an einer intermittierenden oder persistierenden mikroskopischen Hamaturie. Die
11



Einleitung

meisten ARAS-Patienten entwickeln eine signifikante Proteinurie im spaten Kindes- bis friihen
Erwachsenenalter und ESRD vor dem 30. Lebensjahr (Lj). ADAS fiihrt meist erst im spaten Er-
wachsenenalter zu ESRD. Bei mannlichen XLAS-Patienten schreitet die progressive Nierenin-
suffizienz bei 60% bis zum 30. Lj und bei 90% bis zum 40. Lj zu ESRD fort. Diese Daten sollten
auf ARAS-Patienten Ubertragbar sein (Jais et al., 2000). (C. E. Kashtan, 2019)

Eine progressive sensorineurale Schwerhorigkeit beginnt beim ARAS typischerweise im Ju-
gendalter und ist bei Geburt noch nicht nachweisbar. 80%-90% der mannlichen XLAS-Patien-
ten entwickeln bis zu ihrem 40. Lj eine sensorineurale Schwerhdorigkeit (Jais et al., 2000). Sen-
sorineurale Schwerhorigkeit tritt bei AS-Patienten immer zusammen mit renalen Symptomen
auf. Der Gehorverlust kdnnte durch eine gestorte Adhdsion des Cortiorgans an die Basilar-
membran in der Cochlea bedingt sein (Merchant et al., 2004). Augenveranderungen kommen
bei 30%-40% der XLAS-Patienten vor. Das AS-Spektrum der okuldren Lasionen umfasst den
anterioren Lenticonus (ARAS, XLAS: 15%), Makulopathie in Form von perimakuldren weil3-
lich/gelben Flecken (ARAS, XLAS: 30%), endotheliale Vesikel und rekurrente Erosionen in der
Kornea und einen bilateralen Katarakt. Der anteriore Lenticonus gilt als pathognomonisch fir
das AS und tritt typischerweise zwischen dem 20. — 40. Lj auf (nicht bereits bei der Geburt). Zu
den selten beobachteten Symptomen zahlen Aneurysmen der thorakalen und abdominalen
Aorta sowie eine diffuse Leiomyomatose des Osophagus (Antignac & Heidet, 1996; C. E.
Kashtan et al., 2010; Lyons, St John, Morales, Chan, & Taylor, 2007; Mothes et al., 2002). Letz-
teres ist durch eine Deletion der 5‘-Enden der Gene COL4A5 und COL4A6 bedingt (Zhou et al.,
1993). (C. E. Kashtan, 2019)

TBMN manifestiert sich vor allem renal. Das Leitsymptom ist auch hier eine mikroskopische
Hamaturie, von der ca. 95% der TBMN-Patienten betroffen sind. In 9% der TBMN-Falle kommt
es zusatzlich zu Episoden mit Makrohamaturie. Im spaten Krankheitsverlauf entwickeln 14-
35% der TBMN-Patienten eine Proteinurie und ESRD, welche zumindest teilweise auf eine se-
kundar auftretende FSGS zurlickzufliihren ist (Deltas et al.,, 2015; Pierides et al., 2009;
Voskarides et al., 2007). Extrarenal und fiir AS typische Befunde haben bei heterozygoten Tra-
gern einer pathogenen COL4A3- oder COL4A4-Variante eine niedrige Pravalenz: Schwerhorig-
keit 16%, Augenveranderungen 3%, verdickte Basalmembran 18%, auffillige Podozytenfort-

satze 7% (Andreas Matthaiou, Tsielestina Poulli, & Constantinos Deltas, 2020).

12
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1.6 Diagnostik
Die Diagnostik des AS und TBMN beinhaltet klinische, histopathologische und molekulargene-

tische Kriterien.

1.6.1 Klinische Diagnosekriterien des Alport-Syndroms

Zu den klinischen Diagnosekriterien gehdren renale und extrarenale Symptome sowie die Fa-
milienanamnese. An ein AS sollte gedacht werden, wenn beim Patienten renale Symptome
wie persistierende mikroskopische Hamaturie, Proteinurie, Hypertonus oder eine Nierenin-
suffizienz vorliegen. Extrarenale Symptome umfassen eine bilaterale sensorineuronale Hoch-
tonschwerhorigkeit und Augenveranderungen, wie perimakulare Flecken oder der fir das AS
pathognomonische anteriore Lenticonus. Eine positive Familienanamnese liegt bei familiar ge-
hauft auftretender mikroskopische Hamaturie, Schwerhdrigkeit und/oder ESRD vor. An ARAS
muss besonders gedacht werden bei konsanguiner Familienanamnese und weiblichen Patien-
ten mit ESRD. Es ist zu beachten, dass eine negative Familienanamnese auch durch de novo-
Varianten oder beim ARAS asymptomatische, heterozygote Trager von COL4A3- oder COL4A4-
Varianten bedingt sein kann. (C. E. Kashtan, 2019)

1.6.2 Histologische und immunhistochemische Diagnosekriterien des Alport-Syn-
droms

Die AS-Diagnostik beinhaltet haufig eine Nierenbiopsie. Lichtmikroskopisch kénnen nur un-
spezifische Verdanderungen beobachtet werden (z.B. FSGS). Folgende elektronenmikrosko-
pisch sichtbare ultrastrukturellen Pathologien sind pathognomonisch fiir AS im fortgeschritte-
nen Stadium: diffuse Lamellierung, Aufsplittung der Lamina densa und diffuse Verdickungen
der glomeruldren Kapillarwand. Im Frihstadium von AS kann eine diinne glomerulare Basal-
membran (Erwachsene: < 250-300 nm, Kinder: < 200-250 nm) beobachtet werden. Eine diinne
Basalmembran ist auch fiir TBMN typisch (Cangiotti et al., 1996; Tryggvason & Patrakka, 2006).
In einer immunhistochemischen Analyse ist bei ARAS-Patienten ein Fehlen der Kollagen Typ
IV a-Proteinketten a3, a4 und a5 in der glomeruldren Basalmembran charakteristisch. a5(IV)-
Proteinketten kénnen im Gegensatz zu mannlichen XLAS-Patienten in der Bowman-Kapsel und
der tubularen Basalmembran nachgewiesen werden (Gubler et al., 1995). Beim ADAS- und
manchen ARAS-Patienten ist eine immunhistochemische Farbung der a3(IV)-, a4(IV)- und

a5(1V)-Kollagenproteinkette positiv. (C. E. Kashtan, 2019; Nozu et al., 2019)
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1.6.3 Molekulargenetische Diagnostik des Alport-Syndroms

Zur Sicherung der Diagnose ARAS ist der Nachweis einer homozygoten bzw. compound-hete-
rozygoten pathogenen COL4A3- oder COL4A4-Variante/n notwendig (XLAS: hemizygote bzw.
heterozygote COL4A5-Variante). Bei einem klinisch und bioptisch typischen AS-Phanotyp wird
ein Multigen-Panel fiir AS angeboten, das unter anderem die Gene COL4A3, COL4A4 und
COL4A5 abdeckt. Eine Genpanel-Diagnostik verspricht in diesem Fall die beste und kostenef-
fektivste Chance, krankheitsverursachende pathogene Varianten zu identifizieren, ohne wei-
tere pathogene Varianten oder Varianten unklarer Signifikanz zu finden, die den Phanotyp
nicht oder nach aktuellem Stand der Wissenschaft noch nicht erklaren. Bei atypischen pha-
notypischen Merkmalen wird eine umfassendere genomische Testung angewendet, meist

eine Exomsequenzierung. (C. E. Kashtan, 2019)

1.6.4 Diagnostik der Diinnen Basalmembran-Nephropathie

Klinisch besteht der Verdacht auf TBMN bei ungeklarter persistierender glomeruldrer mikro-
skopische Hamaturie bei normaler Nierenfunktion und positiver Familienanamnese. In Nie-
renbiopsien ist eine diinne glomeruldre Basalmembran typisch, wie sie auch beim AS im Friih-
stadium auftritt (siehe Abschnitt 1.6.2). Eine immunhistochemische Farbung fur a3(I1V)-,
a4(IV)- und a5(1V)-Kollagenproteinkette kann bei der Differenzialdiagnose AS durchgefiihrt
werden, ein positives Ergebnis schliel3t AS jedoch nicht sicher aus (siehe Abschnitt 1.6.2). Eine
molekulargenetische Sequenzanalyse mit Nachweis einer heterozygoten pathogenen
COL4A3- oder COL4A4-Variante legt die Diagnose TBMN nahe. (Savige et al., 2003; Tryggvason
& Patrakka, 2006)

1.7 Therapie

Zur Vorsorge beim AS gehort ein interdisziplindrer Ansatz zur Untersuchung der Nieren, Augen
und dem Gehor. Patienten mit genetisch gesichertem AS und deren Nachkommen mit einem
hohen Erkrankungsrisiko (z.B. S6hne einer Mutter, die Tragerin einer heterozygoten COL4A5-
Variante ist) wird eine jahrliche Urinanalyse zur Nierenfunktionsprifung und Testung auf Pro-
teinurie und Mikroalbuminurie empfohlen. AS-Patienten mit einer Proteinurie oder einer
Mikroalbuminurie und gleichzeitig hohem Risiko fiir die Entwicklung von ESRD vor dem 30. Lj
(z.B. familidre Vorgeschichte mit ESRD < 30. Lj oder trunkierender COL4A5-Variante) wird eine
Therapie empfohlen. Als Therapie der ersten Wahl werden Angiotensin-Konversionsenzym-

Hemmer (ACE-Hemmer) eingesetzt. In einer retrospektiven Studie konnte der Einsatz von
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ACE-Hemmern das Nierenversagen hinauszogern und die Lebenserwartung erhohen. Falls
ACE-Hemmer nicht vertragen werden, kann auf Aldosteron-Antagonisten umgestellt werden
(Gross et al., 2012). (C. E. Kashtan et al., 2013)

TBMN-Patienten bendtigen nur selten eine Behandlung, wegen der variablen phanotypischen
Auspragung und dem Risiko von ESRD in fortgeschrittenem Alter, wird auch ihnen eine regel-
maRige Uberwachung des Blutdrucks sowie Proteinurie und Nierenfunktion empfohlen (Chew

& Lennon, 2018).

1.8 Aktueller Stand der Forschung

Flr das XLAS existieren aus dem Spektrum der Kollagen Typ IV-Erkrankungen in der Literatur
die meisten Daten zu Genotyp-Phdnotyp-Korrelationen. Pathogene Frameshift- und Non-
sense-Varianten von COL4A5 fiihren zu 90% vor dem 30. Lj und zu 50% vor dem 20. Lj zu ESRD
(Jais et al., 2000). Bei pathogenen SpleiR-Varianten ist die Quote fiir ESRD 70% vor dem 30. Lj
und 50% bis zum 25. Lj und fiir pathogenen Missense-Varianten nur 50% bis zum 30. Lj (C. E.
Kashtan, 2019). Das Durchschnittsalter bei der Erstmanifestation von ESRD ist bei COL4A5-
Missense-Varianten 37 Jahre, bei SpleiR-Varianten 28 Jahre und bei trunkierenden Varianten
25 Jahre (Bekheirnia et al., 2010). Glycin-Substitutions-Varianten in der kollagenen a-Tripel-
helix-Doméane rufen friiher ESRD hervor als andere Missense-Varianten (Bekheirnia et al.,
2010). Schwerhorigkeit tritt bei 50% der Patienten mit Nonsense-, Frameshift- und Spleil-Va-
rianten von COL4A5 bis zum 10. Lj und bei Patienten mit COL4A5-Missense-Varianten bis zum
20. Lj auf (C. E. Kashtan, 2019). Deletion in COL4A5 oder Varianten, die zu einem vorzeitigen
Abbruch der Translation flihren, erhohen das Risiko fiir einen anterioren Lenticonus signifikant
gegeniliber COL4A5-Missense- oder -Spleil3-Varianten (Jais et al., 2000). Boeckhaus & Hoefele
teilten COL4A5-Varianten nach der Schwere der Varianten in drei Gruppen (weniger schwer,
mittel, schwer) ein und konnten so einen schwach signifikanten Zusammenhang zwischen der
Schwere der Variante und dem Krankheitsfortschritt zeigen (Boeckhaus et al., 2021). Dies war
nur mit der Einteilung der Varianten nach Bekheirnia et al., 2010 moglich, die Gruppierung der
Varianten nach Gross et al., 2002 brachte kein signifikantes Ergebnis (Bekheirnia et al., 2010;
Gross, Netzer, Lambrecht, Seibold, & Weber, 2002).

In einer Metaanalyse von 26 Studien mit 148 genotypisch bestatigten ARAS-Patienten kam
Lee et al., 2019 zu folgenden Resultaten: 62% der Patienten hatten ESRD, 64% eine sensori-

neurale Schwerhorigkeit (SNHL, senorineuronal hearing loss) und 17% Augenveranderungen.
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Der Altersdurchschnitt bei Erstmanifestation von mikroskopischer Hamaturie war 2,8 Jahre
(Pravalenz 100%), Proteinurie 6,5 Jahre (47% nephrotische Proteinurie), ESRD 21 Jahre, SNHL
13 Jahre und Augenverdanderungen 32 Jahre. In Nierenbiopsien der ARAS-Patienten zeigten
42% AS-typische Pathologien und 10% anfanglich nur eine diffuse diinne GBM (auch typisch
flir TBMN, siehe Abschnitte 1.3 und 1.6.2). FSGS-typische Pathologien waren bei 10% vorhan-
den, und 76% wiesen eine negative oder unnormale immunhistochemische Farbung der
a5(1V)-Proteinkette auf. Flr eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation wurden die ARAS-Patienten
nach der Anzahl an COL4A3-/COL4A4-Missense-Varianten in Gruppen eingeteilt. Die Gruppe
ohne Missense-Varianten war signifikant jlinger als diejenigen mit Missense-Varianten bei der
Erstmanifestation von mikroskopischer Hamaturie (2,0 vs. 5,6 Jahre), ESRD (21 vs. 26 Jahre)
und SNHL (6 vs. 18 Jahre). Die Patientengruppen ohne Missense-Varianten zeigten eine signi-
fikant hohere Pravalenz an SNHL (87% vs. 42%) und Augenverdanderungen (29% vs. 6%). Im
Vergleich zu Patienten ohne Missense-Varianten hatte die Gruppe mit zwei Missense-Varian-
ten eine signifikant spatere Manifestation von Hamaturie (10,5 vs. 2 Jahre), Proteinurie (20 vs.
3,8 Jahre), ESRD (30 vs. 19 Jahre) und eine signifikant niedrigere Pravalenz von SNHL und Au-
genveranderungen. Die Gruppen ohne Missense-Varianten hatte eine signifikant kiirzere Le-
benszeit ohne ESRD und einen dhnlichen, jedoch nicht signifikanten Trend flir SNHL. Von den
nur 34% der ARAS-Patienten, die eine normale immunhistochemische Farbung fir a5(IV)-Pro-
teinkette hatten, trugen 88% mindestens eine COL4A3- oder COL4A4 Missense-Variante. (Lee
et al., 2019).

Savige et al., 2016 berichten bei ARAS von einer Abhangigkeit der Erstmanifestation von ESRD
und der Art der Variante. Schwere COL4A3-/COL4A4-Varianten (vorzeitiger Translationsab-
bruch, Insertion/Deletion) fiihren zu einem friiheren Auftreten von ESRD. Keinen Unterschied
hinsichtlich ESRD bestand zwischen Patienten mit homozygoten oder compound-heterozygo-
ten COL4A3-, COL4A4-, und COL4A5-Varianten, und auch ein Vergleich von Patienten mit
Gylcin-Varianten im Vergleich zu anderen Missense-Varianten brachte kein Resultat. (Savige
et al., 2016)

Auch Storey et al., 2013 konnten eine Korrelation zwischen Art der Variante und phanotypi-
scher Auspragung bei ARAS in einer Kohorte von 40 Patienten feststellen. Alle 17 Patienten
mit einer frihen Manifestation von ARAS hatten mindestens eine COL4A3-/COL4A4-Variante
mit einem vorzeitigen Abbruch der Translation (53% der 80 Varianten), wahrend diese Vari-

anten bei Patienten mit normaler Nierenfunktion oder spater Manifestation weniger haufig
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vorkamen (bei 4 von 9 Patienten mit normaler Nierenfunktion und 1 von 3 Patienten mit ESRD
nach dem 30 Lj). Die Pravalenz von ESRD war 59% (mittleres Manifestationsalter: 22,5 Jahre),
von lamellierter GBM 94% (zwei Patienten im Kindesalter nur eine diinne GBM), von Schwer-
horigkeit 66% und von Augenveranderungen 56%. In dieser Kohorte mit 40 Patienten hatten
12 eine homozygote COL4A3-/COL4A4-Variante, von denen 5 aus einer konsanguinen Familie
stammten. Varianten, die zu einem vorzeitigen Translationsabbruch fiihren, waren die hau-
figsten (21 in 78% der ARAS Patienten), und die meisten Missense-Varianten verursachten
eine Glycin-Substitution. (Storey, Savige, Sivakumar, Abbs, & Flinter, 2013)

Zu TBMN gibt es nur wenige Daten bzgl. Genotyp-Phanotyp-Korrelation. In COL4A3 und
COL4A4 wurde bisher von keinem Mutations-Hotspot berichtet. Es sind viele pathogene Gly-
cin-Substitutions-Varianten beschrieben, welche die Struktur und damit die Funktion der kol-
lagenen Tripelhelix beeintrachtigen. Bisher wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen
diesen Glycin-Substitutions-Varianten oder Nonsense-Varianten mit der Penetranz von Hama-
turie oder der Entwicklung einer Proteinurie nachgewiesen (Buzza et al., 2003; Savige et al.,
2003). ESRD tritt bei trunkierenden COL4A3- und COL4A4-Varianten signifikant friher auf als
bei Missense-Varianten (47,1 Jahre vs. 55,2 Jahre) (Andreas Matthaiou et al., 2020).

Furlano et all., 2021 berichtet von einer spanischen Kohortenstudie mit 252 Patienten aus 82
Familien, die eine heterozygote COL4A3- oder COL4A4-Variante tragen. Das haufigste Symp-
tom war eine mikroskopische Hamaturie (232/252 Patienten, 92%) gefolgt von Proteinurie
(152/241 Patienten, 65%), wahrend AS typische extrarenale Manifestationen selten auftraten
(Schwerhorigkeit 11/131 Patienten, Augenveranderungen 2/75 Patienten). Das mediane Nie-
renliberleben lag bei 67 Jahren und bei 61/252 Patienten (24%) wurde eine Nierenersatzthe-
rapie mit einem medianen Alter von 54 Jahren eingeleitet. Weder bei dem medianem Nieren-
Uberleben noch bei dem Beginn einer Nierenersatztherapie bestand ein signifikanter Zusam-
menhang abhangig vom Geschlecht, dem verursachenden Gen oder der Art der Varianten.
Patienten mit einer Proteinurie hatten in einer zeitverdnderlichen Uberlebensanalyse ein sig-
nifikant hoheres Risiko fiir die Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie (Furlano et al.,

2021).
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1.9 Ziel der Arbeit

Die hereditaren Nierenerkrankungen Alport-Syndrom und Nephropathie der diinnen Basal-
membran weisen - wie bereits oben erwahnt - ein breites Spektrum an klinischen Symptomen
auf. Als Ursache wird eine unterschiedliche Penetranz und Expressivitat der COL4A3-/COL4A4-
Varianten vermutet.

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist es, eine mogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation bzgl. (wahr-
scheinlich) pathogener Varianten in COL4A3/COL4A4 und klinischer Daten wie Prdvalenz und
Alter bei Erstmanifestation von Symptomen aus dem Formenkreis des ARAS bzw. der TBMN
bei einer Miinchner Patientenkohorte zu untersuchen. Zukiinftig kdnnte so bereits mittels ei-
ner Sequenzanalyse neben dem Erbgang eine Prognose zum Verlauf des ARAS bzw. der TBMN
gestellt und eine eventuell notwendige Therapie friihzeitig und in adaquater Dosierung einge-
leitet werden.

Die Bearbeitung dieser Fragestellung erfolgt in drei Schritten:

1.) Zusammenstellung einer Miinchner Kohorte mit Patienten, die mindestens eine nach
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) und Association for Clini-
cal Genomic Science ACGS als likely pathogenic oder pathogenic klassifizierten
COL4A3- oder COL4A4-Variante/n tragen

2.) Erhebung der phanotypischen Auspragung von Symptomen aus dem klinischen Spekt-
rum des AS bzw. der TBMN

3.) Korrelation von Patienten anhand spezifischer klinischer Phanotypen und nach

COL4A3-/COL4A4-Varianten getrennt
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2. Patientenkohorte, Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte

Es handelte sich um eine retrospektive Studie zur Genotyp-Phanotyp-Korrelation von Alport-
und TBMN-Patienten und wurde am Institut flir Humangenetik des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitdat Miinchen durchgefiihrt. Die Ethikkommission der Technischen
Universitat Miinchen hat diese wissenschaftliche Arbeit genehmigt. Die Patienten wurden
Uber das Forschungsziel aufgeklart und waren mit der Erhebung und Speicherung ihrer Daten
entsprechend dem Datenschutzgesetz einverstanden. Zusatzlich stimmten alle Patienten ei-

ner Auswertung und anonymisierten Veroffentlichung ihrer Daten zu.

2.1.1 Rekrutierung

Die Datenbank des Instituts flir Humangenetik des Klinikums rechts der Isar der Technischen
Universitat Mlnchen enthalt genotypische und phanotypische Informationen einer Kohorte
von Patienten, die im Rahmen der Studie ,ldentifizierung von krankheitsverursachenden Ge-
nen und Modifiern bei hereditaren Erkrankungen der Nieren und ableitenden Harnwege” (Ne-
phrogen) erhoben wurden. Diese Kohorte besteht aus Patienten, die direkt vom Institut fiir
Humangenetik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen rekrutiert
oder von externen kooperierenden Humangenetikern und (Kinder-)Nephrologen zwischen
Oktober 2015 und Januar 2021 Gibermittelt wurden. Diese Datenbank enthielt am 10.01.2021
insgesamt 2155 Patienten aus 956 nicht-verwandten Familien. Aus dieser groBeren Kohorte
wurde die Patientenkohorte fiir diese wissenschaftliche Arbeit entnommen und umfasst 89
Patienten aus 38 Familien. Das Einschlusskriterium war die Tragerschaft einer Variante in

COL4A3 oder COL4AA4.

2.2 Datenerhebung Phinotyp

Klinische Daten werden bei allen Patienten der Datenbank standardisiert mittels eines Frage-
bogens erhoben (Abb. 4). Bei den Patienten der Kohorte dieser wissenschaftlichen Arbeit
wurde zusatzlich eine systematische Abfrage von weiteren phanotypischen Informationen von
Juni 2020 bis Februar 2021 durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um folgende fiir die Genotyp-

Phanotyp-Korrelation relevante Informationen:

- Alter bei Erstmanifestation renaler Symptome: mikroskopische Hamaturie, makrosko-

pische Hamaturie, Mikroalbuminurie, Proteinurie, groRe Proteinurie, ESRD
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- Alter bei Erstmanifestation extrarenaler Symptome: Schwerhorigkeit, Augenverande-

rungen

Diese Daten wurden entweder aus bereits in den Patientenakten des Instituts fiir Humange-
netik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdat Miinchen vorhandenen Befun-
den und Arztbriefen entnommen und/oder die Patienten wurden kontaktiert. Um den Krank-
heitsverlauf der Patienten moglichst detailliert zu erfassen, wurden neben einer Patientenbe-
fragung standardmaRig entsprechende Befunde und Arztbriefe von behandelnden Arzten und
Krankenhiusern mittels einer schriftlichen Einverstindniserkldrung der Patienten zur Uber-

mittlung von Patientendaten an einen mitbehandelnden Arzt angefordert.
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Institut fiir Humangenetik

des Klinikums rechts der Isar m
der Technischen Universitat Miinchen
Direktor: Prof. Dr. Th. Meitinger
Studienleiterin: PD Dr. J. Hofele

Trogerstr. 32, 81675 Miinchen Labor-Nummer:

Klinikum rechts der Isar Technische Universitat Miinchen

Tel. 089/4140-6381; Fax -6382

Fragebogen zur Studie ,ldentifizierung von krankheitsverursachenden Genen und
Modifiern bei hereditdaren Erkrankungen der Nieren und ableitenden Harnwege*

Patientendaten Sind die Eltern blutsverwandt?
(ggf. Aufkleber) Oja ] e
Name Vorname

Verwandte mit Nierenerkrankungen?

R Tel. [J Mutter  [] Schwester
Strate [Jvater [ Bruder

[ sonstige:
PLZ Wohnort

Diagnose (bitte Befunde entsprechend beifligen)
Datum der Erstdiagnose (Tag)/ (Monat)/ (Jahr)
Diagnose

Molekulargenetische und zytogenetische Befunde

Extrarenale und extraurogenitale Manifestationen (bitte Befunde entsprechend beifiigen)

] Mikrozephalie [] Gehérlosigkeit/Schwerhérigkeit (] Polydaktylie

[] Vermisaplasie/-hypoplasie  [] Augenfehlbildungen [] Skelettfehlbildungen

[] Geistige Retardierung [] Herzfehlbildungen [[] Wachstumsretardierung
[] Sonstige:

Laborbefunde bei Diagnosestellung

Blut: Urin:

[] Serum-Kreatinin _ mg/dl [ Kreatinin-Clearance _____ml/min
[] Serum-Harnstoff __ mg/ [J Mikrohdmaturie  [J+ [J++ [J+++
[JGFR ____ ml/min/1,73m? [[] Makrohamaturie

[J Immunserologische Auffalligkeiten [] Proteinurie (Alter) __ g/g Kreatinin

— wenn ja, welche:

[] Sonstige:

Fragebogen Hereditére Erkrankungen der Nieren und ableitenden Harnwege
Version 09/2018

Abbildung 4: Standardisierter Fragebogen zur Erhebung des Phdnotyps. Seite 1
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Name Vorname geb.am__ (Tag)/___ (Monat)/ (Jahr)

Ultraschall
[ Unauffallig (] Auffallig:

Nierenbiopsie (bitte Befunde entsprechend beifligen)

Wourde eine Nierenbiopsie durchgefiihrt? (ja [ nein

Erste Biopsie (Tag)/ (Monat)/ (Jahr)

Zweite Biopsie (Tag)/ (Monat)/ (Jahr)

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

[] Diffuse mesangiale Sklerose ] Nephronophthise

[] Mesangioproliferative Glomerulonephritis (] C3-Glomerulopathie

[] ohne Befund ] Sonstiger Befund:

Dialyse und Nierentransplantation

Besteht Dialysepflicht? Lja [ nein

[J Hamodialyse [] Peritonealdialyse

[Jseit: __ (Monat)___ (Jahr) [(Jseit: ___ (Monat)___ (Jahr)
Waurde eine Nierentransplantation durchgefiihrt? []ja [ nein

Erste Transplantation _ (Monat)/____(Jahr)

Zweite Transplantation _ (Monat)/____(Jahr)
Transplantat-Versagen aufgrund von [ Rezidiv ] AbstoRung

Bestand vor Dialyse oder Transplantation eine arterielle Hypertonie?

Oja [ nein

Anmerkungen

Wir danken lhnen vielmals fir lhre Mihe.

Bitte flllen Sie noch folgende Zeilen aus, damit wir Sie bei Riickfragen erreichen kénnen.

Name:
Datum: Unterschrift: Berufsadresse:
Fragebogen Hereditére Erkrankungen der Nieren und ableitenden Harnwege 2

Version 09/2018

Abbildung 5: Standardisierter Fragebogen zur Erhebung des Phdnotyps. Seite 2
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2.3 Datenerhebung Genotyp

2.3.1 Probenprozessierung, Analyse und Klassifikation

Die urspriingliche molekulargenetische Analyse und Bewertung der Sequenzvarianten er-
folgte entweder intern durch Mitarbeiter des Instituts fiir Humangenetik der TU Miinchen
oder extern (iber die Labore Bioscientia Institut fiir Medizinische Diagnostik GmbH und Lim-

bach Genetics Medizinische Genetik Mainz.

2.3.2 Reevaluation der Varianten

Fir eine Klassifizierung nach einheitlichen Kriterien auf aktuellen Forschungsstand aller in die-
ser Studie eingeschlossenen COL4A3- und COL4A4-Varianten wurden die Varianten, welche
bisher nicht nach den ACMG-Richtlinien und -Standards klassifiziert wurden (Ellard S., 2020;

Richards et al., 2015), im Rahmen dieser Arbeit reevaluiert.

2.3.3 Vorgehen nach ACMG- und ACGS-Standards und -Guidelines

Die Klassifizierung der COL4A3- und COL4A4-Varianten erfolgte nach den Leitlinien der Associ-
ation for Clinical Genomic Science (ACGS) auf dem Stand vom November 2020 (Ellard S., 2020).
Dies ist eine Weiterentwicklung der 2015 vom American College of Medical Genetics and Ge-
nomics (ACMG) und der Association for Molecular Pathology (AMP) veroffentlichten Stan-
dards und Richtlinien zur Interpretation von Sequenzvarianten (Richards et al., 2015). Dabei
werden die Varianten auf eine Reihe von Kriterien unterschiedlicher Gewichtung analysiert
(Tab. 1 und Tab. 2 (Richards et al., 2015)) um diese in die Kategorien , pathogenic”, , likely
pathogenic”, ,uncertain significance”, ,likely benign“ oder ,,benign” einteilen zu kénnen (Tab.
3 (Richards et al., 2015)). In dieser Arbeit sind alle COL4A3- und COL4A4-Varianten einge-
schlossen, die als likely pathogenic oder pathogenic klassifiziert sind und somit mit 90%iger
(likely pathogenic) bzw. 99%iger (pathogenic) Wahrscheinlichkeit pathogen sind (Ellard S.,

2020; Richards et al., 2015). Verwendete Internetseiten bzw. Datenbanken siehe Tabelle 4.

Das ACMG-Kriterium VPS1 (,,null variant (nonsense, frameshift, canonical £1 or 2 splice sites,
initiation codon, single or multiexon deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of
disease” (Ellard S., 2020)) wurde nach den Empfehlungen fiir die Interpretation von Varianten,
die zu einem Funktionsverlust fiihren, angewendet (Abou Tayoun et al.,, 2018).
PM1 (,Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established functional domain
without benign variation” (Ellard S., 2020)) wurde fir Missense-Varianten auf PM1_strong

hochgestuft, wenn es zu einer Substitution der Aminosaure Gylcin in der a-Tripelhelix von
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Kollagen-Ill bzw. Kollagen IV kommt (UniProt, siehe Tab. 1). Die Aminosaurerepeatsequenz
Glycin-X-Y in der Kollagentripelhelix ist entscheidend fiir dessen korrekte Struktur, weshalb
eine Glycin-Substitution sehr haufig zu einer phanotypischen Auspragung fihrt (Ellard S.,
2020).

Flr das ACMG-Kriterium PP3 (,,multiple lines of computational evidence support a deleterious
effect on the gene or gene product” (Ellard S., 2020)) wurde die Seite winterVar verwendet
(siehe Tab. 1).

PP4 (,Patient’s phenotype or family history is highly specific for a disease with a single genetic
aetiology” (Ellard S., 2020)) wurde nicht vergeben, da die Symptome der Kollagen-Typ-IV-as-
soziierten Nephropathien nicht hoch spezifisch oder gar pathognomonisch sind.

Den Empfehlungen von ClinGen Sequence Variant Interpretation group folgend wurden die
ACMG-Kriterien PP5 (,,Reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evi-
dence is not available to the laboratory to perform an independent evaluation” (Ellard S.,
2020)) und BP6 (,,Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not
available to the laboratory to perform an independent evaluation” (Ellard S., 2020)) nicht

vergeben (Biesecker & Harrison, 2018).
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Tabelle 1: ACMG-Kriterien zur Klassifizierung pathogener Varianten aus (Richards et al., 2015)

Evidence of pathogenicity Category
Very strong PVS1 null variant (norsense, MW:!«ZWmmcm\.Wamm
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease
Caveats:
* Beware of genes where LOF is not a known disease mechanism (e.g., GFAP, MYH7)
* Use caution interpreting LOF variants at the extreme 3’ end of a gene
* Use caution with splice variants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the
protein intact
* Use caution in the presence of multiple transcripts
Strong PS1 Same amino acid change as a previously established pathogenic variant regardless of nucleotide change
Example:  Val-Leu caused by either G>C or G>T in the same codon
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acd/protein level
PS2 De novo (bath maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family history
Note: Confirmation of paternity only is insufficent. Egg donation, surrogate motherhood, errors in embryo
transfer, and so on, can contribute to nonmaternity.
PS3 Well-established in witro or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene
product
Note: Functional studies that have been validated and shown to be reproducible and robust in a dlinical
diagnostic laboratory setting are considered the most well established.
PS4 The prevalence of the variant in affected individuals is significantly increased compared wth the prevalence
in controls
Note 1: Relative risk or OR, as obtained from case-control studies, is >5.0, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not include 1.0. See the article for detailed guidance.
Note 2: In instances of very rare variants where case-control studies may not reach statistical significance, the
prior observation of the variant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.
Moderate PM1 Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established functional domain (e.g., active site of
an enzyme) without benign variation
PM2 Absent from controls (or at extremely low frequency if recessive) (Table 6) in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
Caveat: Population data for insertionv/deletions may be poorly called by next-generation sequencing.
PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Note: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase.
PM4 Protein length changes as a result of in-frame deletions/insertions in a nonvepeat region or stop-loss variants
PMS Novel missense change at an amino aod residue where a different missense change determined to be
pathogenic has been seen before
Example: Arg156His is pathogenic; now you observe Arg156Cys
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acid/protein level.
PM6 Assumed de novo, but without confirmation of paternity and maternity
Supporting PP1 Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene definitively known to cause the

disease
Note: May be used as stronger evidence with increasing segregation data

PP2 Missense vanant in a gene that has a low rate of benign missense variation and in which missense variants
are a common mechanism of disease
PP3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or gene product
(conservation, evolutionary, splicing impact, etc.)
Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each
algonithm should not be counted as an independent criterion. PP3 can be used only once in any evaluation of
avariant.
PP4 Patient’s phenotype or family history s highly specific for a disease with a single genetic etiology

PPS Reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evidence & not available to the laboratory
to perform an independent evaluation

LOF, loss of function; OR, odds ratio.
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Tabelle 2: ACMG-Kriterien zur Klassifizierung benigner Varianten aus (Richards et al., 2015)

Evidence of benign

impact Category

Stand-alone BA1 Allele frequency is >5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
Strong BS1 Allele frequency is greater than expected for disorder (see Table 6)

BS2 Observed in a healthy adult individual for a recessive (homozygous), dominant (heterozygous), or X-linked
(hemizygous) disorder, with full penetrance expected at an early age

BS3 Well-established in vitro or in vivo functional studies show no damaging effect on protein function or splicing
BS4 Lack of segregation in affected members of a family

Caveat: The presence of phenocopies for common phenotypes (i.e., cancer, epilepsy) can mimic lack of segregation
among affected individuals. Also, families may have more than one pathogenic variant contributing to an autosomal
dominant disorder, further confounding an apparent lack of segregation.

Supporting BP1 Missense variant in a gene for which primarily truncating variants are known to cause disease
BP2 Observed in trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant gene/disorder or observed in cis with a
pathogenic variant in any inheritance pattern
BP3 In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known function
BP4 Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product (conservation, evolutionary,
splicing impact, etc.)

Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each algorithm
cannot be counted as an independent criterion. BP4 can be used only once in any evaluation of a variant.

BPS Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease

BP6 Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not available to the laboratory to perform an
independent evaluation

BP7 A synonymous (silent) variant for which splicing prediction algorithms predict no impact to the splice consensus
sequence nor the creation of a new splice site AND the nucleotide is not highly conserved

Tabelle 3: ACMG-Regeln zur Klassifizierung von Sequenzvarianten anhand vergebener Kriterien aus
(Richards et al., 2015)

Pathogenic (i) 1 Very strong (PVS1) AND
(a) 21 Strong (PS1-PS4) OR
(b) =2 Moderate (PM1-PM6) OR

(c) 1 Moderate (PM1-PM6) and 1 supporting
(PP1-PPS) OR

(d) 22 Supporting (PP1-PP5)
(ii) =2 Strong (PS1-PS4) OR
(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND

(a)=3 Moderate (PM1-PM6) OR

(b)2 Moderate (PM1-PM6) AND 22
Supporting (PP1-PPS) OR

(c)1 Moderate (PM1-PM6) AND 24
supporting (PP1-PP5)

Likely pathogenic (i) 1 Very strong (PVS1) AND 1 moderate (PM1-
PM6) OR

(ii) 1 Strong (PS1-PS4) AND 1-2 moderate
(PM1-PM6) OR

(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND 22 supporting
(PP1-PPS) OR

(iv) 23 Moderate (PM1-PM6) OR

(v) 2 Moderate (PM1-PM6) AND 22 supporting
(PP1-PPS) OR

(vi) 1 Moderate (PM1-PM6) AND 24 supporting
(PP1-PPS)

Benign (i) 1Stand-alone (BA1) OR
(i) 22 Strong (BS1-BS4)

Likely benign (i) 1 Strong (BS1-BS4) and 1 supporting (BP1-
BP7) OR

(i) =2 Supporting (BP1-BP7)

Uncertain (i) Other criteria shown above are not met OR

significance (ii) the criteria for benign and pathogenic are

contradictory
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Tabelle 4: Verwendete Datenbanken fiir die Klassifizierung der COL4A3- und COL4A4-Varianten nach
den ACMG-Richtlinien

ACMG-
Name Beschreibung Link Kriterien

In silico Vorhersage
winterVar Bioinformatische Software fur die klini- http://wintervar.wglab.org/ PP3, BP4
sche Interpretation von Varianten nach
den ACMG/AMP-Richtlinien von 2015

Krankheitsdatenbank
Clinvar Datenbank fiir Varianten mit Klassifizier- https://www.ncbi.nlm.nih.g PS1, PS4,
ung und phanotypischen Informationen ov/clinvar/ PM5, BS2
HGMD professional Datenbank mit 307 366 Varianten, die mit http://www.hgmd.cf.ac.uk/ PS1, PS4,
2020.4 released humanen hereditdren Erkrankungen asso- ac/index.php PM5, BS2
ziiert sind
OMIM Datenbank mit einer reprasentativen https://www.omim.org/ PS3, PS4,
Stichprobe krankheitsassoziierter huma- BS3, BS2,
ner Varianten und deren Phanotypen BP1, BP2,

BP3, BPS

Nomenklatur
Mutalyzer Prifung der Nomenklatur von Sequenzva- https://mutalyzer.nl/
rianten nach den Richtlinien der Human
Genome Variation Society

Populationsdatenbank
CCR Browser Model zur Identifizierung von kodierenden https://s3.us-east- PP2
Regionen mit einer hohen Dichte an pa- 2.amazonaws.com/ccrs/ccr
thogenen Varianten, basierend auf Daten .html
aus GnomAD und ClinVar

GnomAD v3.1 Datenbank mit 759 302 267 Sequenzvari- https://gnomad.broadinstit PM2,
anten aus 76 156 humanen Genomen ute.org/ BA1, BS1,
BS2
Sequenzdatenbank
UCSC Genome Genome Browser https://genome.ucsc.edu/ PVS1, BP7
Browser
UniProt Datenbank mit Proteinsequenzen und https://www.uniprot.org/ PM1, BP3

funktionellen Informationen

2.4 Statistische Analyse und graphische Visualisierung

Kategoriale Daten sind als absolute und relative Haufigkeiten angegeben. Stetige Variablen
sind mit Median, Maximum, Minimum und zusatzlich graphisch mit Interquartilsabstand (25.
- 75. Perzentile) angegeben. Alle in dieser Arbeit ausgewerteten Variablen sind nicht normal
verteilt. Fir den Vergleich von kategorialen ZielgroRen wurde der Exakte Test nach Fisher ver-
wendet. Der Vergleich von quantitativen ZielgréBen erfolgte abhangig von der Anzahl der zu

vergleichenden Patientengruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test oder Kruskal-Wallis-Test.
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Alle statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt, und das Signifikanzniveau wurde auf

einen p-Wert von p < 0,05 festgelegt.

Statistische Analysen wurden mit dem Programm SPSS® Statistics 23 (IBM®, Ehningen,
Deutschland) durchgefiihrt. Fir Graphiken wurden die Programmen SPSS® Statistics 23 (IBM®,
Ehningen, Deutschland), PowerPoint®2021 (Microsoft®, Redmond, WA, Vereinigte Staaten
von Amerika) oder HaploPainter V.1.043 verwendet. Tabellen wurden mit Excel® 2021 und

Word 2021 (Microsoft®, Redmond, WA, Vereinigte Staaten von Amerika) erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Studienkohorte

Die Patienten der Studienkohorte wurden aus der Datenbank des Nephrogen-Projekts des In-
stituts fir Humangenetik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen
rekrutiert (siehe Abschnitt 2.1.1, Abb. 6). Zunachst wurden 111 Patienten mit mindestens ei-
ner COL4A3- oder COL4A4- Variante aus der Datenbank entnommen. Die Studienkohorte um-
fasst 89 Patienten. 22 Patienten wurden ausgeschlossen, da sie mindestens eine ursachliche
Variante in einem anderem Krankheitsgen hatten (9 Patienten), die COL4A3- oder COL4A4-
Variante als variant of unknown significance (VUS) reklassifiziert wurde (6 Patienten) oder von
den Patienten keine ausreichenden phanotypischen Daten fiir die Auswertung erhoben wer-
den konnten (7 Patienten) (siehe supplementare Tabelle 2, Abb. 6). Fiir die Genotyp-Phano-
typ-Korrelation wurde die Studienkohorte weiter unterteilt in Patienten mit einer monoalleli-
schen COL4A3- oder COL4A4-Variante (81%, n=72) und Patienten mit biallelischen (com-
pound-heterozygot oder homozygot) COL4A3- oder COL4A4- Varianten (19%, n=17) (Abb. 6).
Eine weitere Aufteilung erfolgte nach Mutationsart, dabei wurde zwischen trunkierenden und
nicht trunkierenden Varianten unterschieden (Abb. 6, siehe Abschnitt 3.1.4). Die 71 Patienten
mit einer monoallelischen COL4A3- oder COL4A4- Variante teilen sich so in 24/89 Patienten
(27%) mit eine trunkierenden und 47/89 Patienten (53%) mit einer nicht trunkierenden Vari-
ante auf (Abb. 9). Die 17 Patienten mit biallelischen COL4A3- oder COL4A4- Varianten bilden
drei Patientengruppen mit biallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (6%,
n=5/89), mit biallelisch trunkierender und nicht trunkierender COL4A3-/COL4A4-Variante (7%,
n=6/89) oder mit biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (7%, n=6/89) (Abb. 6).
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Datenbank Projekt NephroGen Institut fir Humangenetik MRI
2155 Pat. aus 959 Familien (rekrutiert 10/15 - 01/21)

I 111 Pat. mit 2 1 COL4A3-/COL4A4-Variante I

- 9 Pat. mit ursachlicher Variante in anderem Krankheitsgen

- & Pat. mit VUS

- 7 Pat. mit nicht genug klinischen Daten

Studienkohorte: 89 Pat. mit = 1 pathogenic/likely pathogenic COL4A3-/COL4A4-Variante/n und bekanntem Phanotyp I

I

I 72 Pat. mit monoallelischer COL4A3-/COL4A4-Variante | 17 Pat. mit biallelischen* COL4A3-/COL4A4-Varianten |
24 Pat. mit monoallelisch 48 Pat. mit monoallelisch 5 Pat. mit biallelisch* 6 Pat. mit biallelisch 6 Pat. mit biallelisch*
trunkierender nicht trunkierender nicht trunkierenden trunkierender und nicht trunkierender trunkierenden
COL4A3-/COL4A4-Variante COL4A3-/COL4A4-Variante COL4A3-/COL4A4-Varianten COL4A3-/COL4A4-Variante COL4A3-/COL4A4-Varianten

Abbildung 6: Einschlusskriterien. * = compound-heterozygot oder homozygot; Pat.=Patienten; VUS=
Variante unklarer Signifikanz

3.1.1 Allgemeine Patientendaten

Die Studienkohorte umfasste 89 Patienten aus 38 Familien. Alle Patienten trugen mindestens
eine nach ACGS als likely pathogenic oder pathogenic klassifizierte COL4A3- oder COL4A4- Va-
riante (siehe Abschnitt 2.3.3), jedoch keine fiir die Symptomatik ursachliche Variante in einem
anderen Krankheitsgen. Neben 38 Indexpatienten (43%) waren 41 Patienten (46%) ebenfalls
betroffene Familienmitglieder und 10 (11%) phanotypisch unauffallige Trager einer monoalle-
lischen COL4A3- oder COL4A4- Variante. Die Geschlechteraufteilung war mit 52% (n=46) weib-
lichen und 48% (n=43) mannlichen Patienten ausgeglichen. 94% der Patienten (n=84) waren
von nicht finnischer europdischer Herkunft, und es war keine berichtete Konsanguinitat in die-
sen Familien bekannt. Drei Indexpatienten mit Angehdrigen (6%, n=5) stammten aus den Ver-
einigten Arabischen Emiraten (n=3), Afghanistan (n=1) oder der Tirkei (n=1), und bei allen
Familien wurde eine Konsanguinitdt angegeben. Das mediane Alter der Studienpatienten be-
trug 33 Jahre, der jiingste Patient war 2 Jahre und der Alteste 86 Jahre alt. 33% der Patienten
(n=29) waren unter 18 Jahren alt und 67% (n=60) waren 18 Jahre oder alter. Nur die bis zu
ihrem Tod nierengesunde Patientin ATS-F533-1-2 (Mammakarzinom, 40. Lj) war bereits ver-
storben. Bei 86 von 89 Patienten (97%) konnte eine positive Familienanamnese erhoben wer-
den. Nur bei der 8-jahrigen ARAS-Patientin ATS-F85-1l-1 mit konsanguinen Eltern, aus Afgha-
nistan stammend, wurde eine negative Familienanamnese dokumentiert. Bei den zwei Index-
patienten ATS-F659-11-1 und ATS-F892-1I-1 lagen keine Informationen zur Familienanamnese
vor. Von der tirkischstammigen Familie der 14-jahrigen ARAS-Patientin ATS-F659-11-1 war be-
kannt, dass die konsanguinen Eltern heterozygote Trager der pathogenen COL4A3- Variante
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¢.2T>C p.(Met1Thr) sind, welche die 14-jahrige Tochter homozygot tragt, jedoch lagen keine
Informationen bzgl. der phanotypischen Auspragung vor. Bei 11% der Patienten (n=10) wur-

den Zusatzbefunde bei der genetischen Analyse festgestellt (siehe supplementéare Tabelle 1).

3.1.2 Fallstatus und Phinokopien

Die genetische und klinische Diagnosestellung erfolgte anhand der in 1.6 Diagnostik beschrie-
ben Kriterien. In der Studienkohorte konnten 85/89 Patienten (96%) als geloste Falle katego-
risiert werden.

Von den 72 Patienten mit der genetischen Diagnose TBMN und einer monoallelisch pathoge-
nen COL4A3-/COL4A4-Variante zeigten 68 Patienten (94%) einen mit dem phéanotypischen
Spektrum von TBMN vereinbaren klinischen Befund (Tab. 5). Neben 56/72 Patienten (78%)
mit der klinischen Diagnose TBMN zdhlten dazu auch 10/72 nierengesunde Patienten (14%)
und 2/72 Patienten (3%) mit FSGS (Tab. 5). Bei 4/72 Patienten (6%) mit einer monoallelischen
COL4A3-/COL4A4-Variante wurde hingegen die klinische Diagnose AS gestellt und galten da-
her als nicht geloste Falle (Tab. 5; siehe Abschnitt 1.4.3 Einzelfallbeschreibungen ATS-F521-I1I-
2, ATS-F668-11-1, ATS-F824-11-1 und ATS-F892-11-1). Von den 24 Patienten mit einer monoalle-
lisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante hatten 13 Patienten (54%) klinisch TBMN, und
9 Patienten (38%) zeigten keine renalen Symptome (geloste Falle: 22/24 (92%)). 2/24 Patien-
ten (8%) mit einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante hatten klinisch ein
AS (Tab. 5). Von den 48 Patienten mit einer monoallelisch nicht trunkierenden COL4A3-
/COL4A4-Variante hatten 43 Patienten (90%) klinisch TBMN, 1 Patient (2%) war nierengesund
und 2 Patienten (4%) hatten klinisch FSGS (HN-F867-1-1) (geloste Falle: 46/48 (96%)). 2/28 Pa-
tienten (4%) mit einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante hatten klinisch
ein AS (ATS-F668-11-1, ATS-F892-II-1) (Tab. 5).

Die genetische Diagnose ARAS wurde bei 17 Patienten mit einer biallelischen pathogenen
COL4A3-/COL4A4-Variante gestellt. Alle 17/17 Patienten (100%) zeigten einen entsprechen-
den klinischen Befund mit 15/17 Patienten (88%) AS und 2/17 Patienten (12%) FSGS (Tab. 5).
Von den 5 Patienten mit biallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten zeigten
klinisch 4 Patienten (80%) ein AS und eine Patientin (20%) eine FSGS (ATS-F29-lll-1) (Tab. 5).
5/6 Patienten (83%) mit biallelisch trunkierender und nicht trunkierender COL4A3-/COL4A4-
Variante hatten klinisch ein AS und 1/6 Patient (17%) eine FSGS (ATS-F9-1I-1) (Tab. 5). 6/6 Pa-
tienten (100%) mit biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten hatten klinisch ein

AS (Tab. 5).
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Phanokopien konnten bei 4/89 Patienten (4%) beobachtet werden, die klinisch eine FSGS hat-
ten (Tab. 5). Die Patientin HN-F867-II-2 trug die nicht trunkierende COL4A4-Variante
c.4316G>A, p.(Gly1439Asp) heterozygot, und bei ihr wurde mit 24 Jahren nach einer Nieren-
biopsie die klinische Diagnose FSGS gestellt, mit 31 Jahren wurde Sie dialysepflichtig und er-
hielt eine Nierentransplantation. HN-F867-I-1 war der Vater dieser Patientin. Er trug ebenfalls
die nicht trunkierenden COL4A4-Variante c.4316G>A, p.(Gly1439Asp) heterozygot, und die kli-
nische Diagnose FSGS wurde bei ihm bioptisch im Alter von 60 Jahren gesichert. Der Patient
ATS-F9-1l-1 trug compound-heterozygot die COL4A3-Varianten ¢.2126-1G>C, p.(?) und
c.4421T>C, p.(Leul474Pro), die klinische Diagnose FSGS wurde durch eine Nierenbiopsie mit
29 Jahren bestatigt. Die Patientin ATS-F29-11I-1 trug compound-heterozygot die COL4A3-Vari-
anten c.1831G>A, p.(Gly611Arg) und ¢.4421T>C, p.(Leu1474Pro), auch bei ihr wurde die klini-

sche Diagnose FSGS durch Nierenbiopsien mit 12 und 19 Jahren bestatigt.

Tabelle 5: Fallstatus und Phdnokopien. n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend

klinische Diagnose Fall gelost Phanokopie
COL4A3-/COL4A4 -Varianten gesund TBMN FSGS AS ja nein ja nein
@ [> [monoallelisch 10/72 56/72 2/72 4/72  68/72 472 2/72  70/72
go g monoallelisch n. t. 1/48 43/48 2/48 2/48  46/48  2/48 2/48  46/48
-g = monoallelisch t. 9/24 13/24 0/24 2/24  22/24 2/24 0/24  24/24
o biallelisch 0/17 0/17 2/17  15/17 17/17 0/17 0/17  17/17
_§ 2 biallelisch n. t. 0/5 0/5 1/5 4/5 5/5 0/5 1/5 4/5
2 < biallelisch t./n. t. 0/6 0/6 1/6 5/6 6/6 0/6 1/6 5/6
& biallelisch t. 0/6 0/6 0/6 6/6 6/6 0/6 0/6 6/6
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3.1.3 Einzelfallbeschreibungen
ATS-F521-11-2

Die Indexpatientin ATS-F521-II-2 dieser ATS-F521

nicht konsanguinen Familie aus Ruma-
nien war eine 38-jahrige Frau mit klini- I-1

scher und bioptischer Diagnose AS. In

I:l77©

1-2

einer Exomsequenzierung wurden bei
ihr die COL4A3-Variante ¢.2746+1G>T,

p.(?) heterozygot nachgewiesen. Wah-

rend lhrer einzigen Schwangerschaft

mit 23 Jahren kam es zur renalen Erst-

OT

P
manifestation mit makroskopischer Ha- fhi-1 -2

maturie, groRer Proteinurie und einset-

e

P
I1-4

o

-3

o

II-5

zendem ESRD. Nach der Geburt ihres Abbildung 7: Stammbaum der Familie ATS-F521

Sohnes wurde mit einer Himodialyse begonnen. Eine Nierentransplantation erfolgte mit 26

Jahren. Die Mutter (I-2), Schwester (1I-5) und der Sohn (lll-1) der Indexpatientin waren asymp-

tomatische heterozygote Trager der COL4A3-Variante ¢.2746+1G>T, p.(?). Es waren keine wei-

teren Nierenerkrankungen in der Familie bekannt.

ATS-F668-11-1

Der Indexpatient ATS-F668-II-1 dieser nicht konsanguinen Familie aus
Serbien war ein 15-jdhriger Junge. In der Exomsequenzierung wurde die
COL4A4-Variante c.5045G>A, p.(Arg1682GIn) heterozygot nachgewie-
sen. Klinisch prasentierte sich der Indexpatient mit dem Vollbild des AS.
Renale Erstmanifestation mit mikroskopischer Hamaturie ab dem 6. Lj
und einer Episode von makroskopischer Hamaturie im 8 Lj. Extrarenale
Beteiligung mit Schwerhorigkeit ab dem 12. Lj In einer Zielgendiagnostik
konnte bei der Mutter des Index, die seit dem 31. Lj eine berichtete in-
termittierende mikroskopische Hamaturie hatte, die COL4A4-Variante
¢.5045G>A, p.(Arg1682GIn) nicht nachgewiesen werden. Es waren keine

weiteren Nierenerkrankungen in der Familie bekannt.

ATS-F668

p
11-1

Abbildung 8: Stamm-

baum

der Familie

ATS-F668
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ATS-F824-11-1

Der Indexpatient ATS-F824-1I-1 dieser nicht konsanguinen Familie aus
Rumanien war ein 17-jahriger Junge, bei dem klinisch und bioptisch ein
AS diagnostiziert wurde. In einer Genpaneldiagnostik fir das AS wurde
die COL4A4-Variante c.10_11del, p.(LeudAlafs*56) heterozygot nachge-
wiesen. Die renale Erstmanifestation wurde im 3. Lj mit mikroskopischer
Hamaturie und Proteinurie berichtet, ab dem 15. Lj trat episodisch eine
makroskopische Hamaturie auf. Eine berichtete extrarenale Manifesta-
tion bestand seit dem 15. Lj in Form einer Augenveranderung. Weitere
Betroffene Familienmitglieder waren der Vater des Index mit mikrosko-

pischer Hamaturie und bioptisch diagnostizierter TBMN und der 2-jah-

ATS-F824

r‘\

111 11-2

Abbildung 9: Stamm-
baum der Familie
ATS-F824

rige Bruder des Index mit mikroskopischer Hamaturie. In der Familie waren keine weiteren

Nierenerkrankungen bekannt.

ATS-F892-11-1

Der Indexpatient ATS-F892-1I-1 dieser nicht konsanguinen Familie aus
Rumanien war ein 43-jahriger Mann, bei dem in einer Nierenbiopsie ein
AS mit FSGS als Differenzialdiagnose diagnostiziert wurde. In einer Gen-
paneldiagnostik fir das nephrotische Syndrom wurde die COL4A4-Vari-
ante c.5045G>A, p.(Arg1682GIn) heterozygot nachgewiesen. Die renale
Erstmanifestation wurde im 34. Lj mit mikroskopischer Hamaturie und
grofRer Proteinurie berichtet. Mit 42 Jahren erfolgte eine Nierentrans-
plantation, nachdem der Indexpatient drei Monate dialysepflichtig war.
Keine extrarenale Symptomatik. In der Familie waren keine weiteren

Nierenerkrankungen bekannt.

3.1.4 COL4A3- und COL4A4-Varianten

ATS-F892
11 I-2
o
-1
Abbildung 10:

Stammbaum der Fa-
milie ATS-F892

Bei den Patienten der Studienkohorte (n=89) wurde bei 69% (n=61) mindestens eine COL4A3-

Variante und bei 31% (n=28) mindestens eine COL4A4-Variante detektiert, die nach den ACGS-

Kriterien als pathogenic bzw. likely pathogenic klassifizierte wurden (Tab. 6). 72/89 Patienten

(81%) trugen eine monoallelische (heterozygote) COL4A3- oder COL4A4-Variante und 17 Pati-

enten (19%) eine biallelische COL4A3- oder COL4A4-Variante (Tab. 6). Von den 17 biallelischen
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COL4A3- oder COL4A4-Varianten waren 12 (71%) compound-heterozygot und 5 (29%) ho-
mozygot (Tab. 6). 4/5 Patienten mit homozygoten COL4A3- oder COL4A4-Varianten (ATS-FA8-
[I-1, ATS-F48-I1-2, ATS-F85-II-1, ATS-F659-1I-1) stammten aus konsanguinen Familien. Die aus
Albanien stammende Familie des 6-jahrigen Indexpatienten ATS-F257-1I-1 mit der homozygo-
ten COL4A4-Variante c.1321_1369+3del, p.(?) gab keine Blutsverwandtschaft an, jedoch
wurde bei beiden Elternteilen, die als Patienten ATS-F257-1-1 und ATS-F257-1-2 ebenfalls in
diese Studienkohorte aufgenommen wurden, die COL4A4-Variante c.1321_1369+3del, p.(?)

heterozygot nachgewiesen.

In der Studienkohorte gab es insgesamt 106 nach den ACGS-Leitlinien als pathogenic bzw. li-
kely pathogenic klassifizierte COL4A3- oder COL4A4-Varianten, davon waren 71% (n=75)
COL4A3-Varianten und 29% (n=31) COL4A4-Varianten (Tab. 6). Es wurden 42 unterschiedliche
COL4A3- und COL4A4-Varianten identifiziert, davon sind 27 (64%) COL4A3-Varianten und 15
(36%) COL4A4-Varianten (Tab. 6). Von diesen 42 unterschiedlichen COL4A3- und COL4A4-Va-
rianten waren 9 (21%; COL4A3 n=6, COL4A4 n=3) nur in jeweils einer Familie nachweisbar und

33 (79%; COL4A3 n=21, COL4A4 n=12) kamen mehrfach vor (Tab. 6).

In dieser Arbeit wurden die COL4A3- und COL4A4-Varianten fir die Genotyp-Phanotyp-Korre-
lation in trunkierende und nicht trunkierende Varianten eingeteilt. Von den 106 COL4A3- und
COL4A4-Varianten waren 40% (n=42) trunkierende Varianten und 60% (n=64) nicht trunkie-
rende Varianten (Tab. 6). Bei den 42 trunkierenden Varianten waren 26 (62%) COL4A3-Vari-
anten und 16 (38%) COL4A4-Varianten (Tab. 6). Dabei handelte es sich um 19/42 Nonsense-
Varianten (45%; COL4A3 n=10, COL4A4 n=9), 7/42 Frameshift-Varianten (17%; COL4A3 n=6,
COL4A4 n=1), 13/42 SpleiRvarianten (31%; COL4A3 n=8, COL4A4 n=5), 1(42) multi-Exon-Dele-
tion (2%; COL4A4 n=1) und 2/42 das Startcodon betreffende Varianten (5%; COL4A3 n=2) (Tab.
6). Von den 64 nicht trunkierenden Varianten waren 49 (77%) COL4A3- und 15 (23%) COL4A4-
Varianten (Tab. 6). Dabei handelte es sich um 53/64 Missense-Varianten (83%; COL4A3 n=40,
COL4A4 n=13), 4(64) kleine (< 20bp) inframe-Deletionen (6%; COL4A3 n=2, COL4A4 n=2) und
7/64 kleine (< 20bp) inframe-Duplikationen (11%; COL4A3 n=7) (Tab. 6).
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Tabelle 6: COL4A3- und COL4A4-Varianten der Studienkohorte. Die biallelischen Varianten eines Pati-
enten wurden beide gezdhlt. Als klein galten Varianten die <1 Exon grofs waren, grofse Varianten hatten
eine GréfSe von =1 Exon.

Patienten-/Varianteneigenschaften COL4A3 COL4A4 COL4A3/COL4A4
Patienten 61 (69%) 28 (31%) 89/89
Zygotie

monoallelisch 47 (65%) 25 (35%) 72/89

biallelisch 14 (82%) 3 (18%) 17/89
compound-heterozygot 11 (92%) 1(8%) 12/17
homozygot 3 (60%) 2 (40%) 5/17

Varianten

Anzahl 75 (71%) 31 (29%) 106/106

unterschiedliche 27 (64%) 15 (36%) 42/42
einmalig in Kohorte 6 (67%) 3 (33%) 9/42
mehrfach in Kohorte 21 (64%) 12 (36%) 33/42

Mutationstyp

trunkierend 26 (62%) 16 (38%) 42/106
nonsense 10 (53%) 9 (47%) 19/42
frameshift 6 (86%) 1(14%) 7/42
SpleiRmutation 8 (62%) 5 (38%) 13/42
multi-Exon Deletion - 1 (100%) 1/42
Startcodon 2 (100%) - 2/42

nicht trunkierend 49 (77%) 15 (23%) 64/106
missense 40 (75%) 13 (25%) 53/64
inframe-Deletion klein 2 (50%) 2 (50%) 4/64
inframe-Duplikation klein 7 (100%) - 7/64

3.2 Genotyp-Phinotyp-Korrelation

Flr das Ziel dieser Doktorarbeit, eine mogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation (wahrschein-
lich) pathogener Varianten in COL4A3/COL4A4 und klinischen Daten von Symptomen aus dem
Formenkreis des ARAS bzw. TBMN bei einer Miinchner Patientenkohorte zu untersuchen,
wurde die Pravalenz und das Alter bei Erstmanifestation von mikroskopischer Hamaturie, Pro-
teinurie, ESRD, Augenveranderungen und Schwerhorigkeit erhoben. Die Studienkohorte
wurde nach ihren COL4A3-/COL4A4-Varianten in folgende 5 Patientengruppen unterteilt: Tra-
ger einer monoallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante, Trager einer mo-
noallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante, Trager von biallelisch nicht trunkieren-
den COL4A3-/COL4A4-Varianten, Trager von biallelisch nicht trunkierender/trunkierender
COL4A3-/COL4A4-Varianten und Trager von biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Vari-

anten.
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3.2.1 Mikroskopische Himaturie

In der 89 Patienten umfassenden Studienkohorte wurde bei 78 Patienten (88%) eine mikro-
skopische Hamaturie berichtet, 11 Patienten hatten keine berichtete mikroskopische Hama-
turie trotz mindestens einer detektierten pathogener COL4A3-/COL4A4-Variante (Tab. 7, Abb.
11). Der Median des Alters bei Erstmanifestation der 78 Patienten mit mikroskopischer Hama-
turie betrug 11 Jahre, mit dem friihesten berichteten Alter bei Erstmanifestation von 1 Jahr
und dem Spatesten von 66 Jahren (Tab. 7, Abb. 12).

Die 72 Patienten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante hatten zu 85% (n=61)
eine berichtete mikroskopische Hamaturie und zu 15% (n=11) war keine mikroskopische Ha-
maturie bekannt (Tab. 7, Abb. 11). Das mediane Alter bei Erstmanifestation der mikroskopi-
schen Hamaturie der 61 Patienten mit einer monoallelisch COL4A3-/COL4A4-Variante war 20
Jahre, mit einem minimalen Alter von einem Jahr und einem Maximalen von 66 Jahren (Tab.
7, Abb. 12). Patienten mit einer monoallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante
hatten mit 96% (46/48 Patienten) signifikant (p = 0,001) haufiger eine berichtete mikroskopi-
sche Hamaturie als Patienten mit einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Vari-
ante (15/24 Patienten, 63%) (Tab. 7, Abb. 11). Das mediane Alter bei Erstmanifestation der
berichteten mikroskopischen Hamaturie bei den 46 Patienten mit einer monoallelisch nicht
trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante war mit 18 Jahren (Alter bei Erstmanifestation zwi-
schen 1 und 66 Jahren) nicht signifikant (p = 0,789) niedriger als bei den 15 Patienten mit einer
monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante, deren mediales Alter bei Erstmani-
festation 26 Jahre [3. - 50. Lj] betrug (Tab. 7, Abb. 12).

Alle 17 Patienten (100%) mit biallelischen COL4A3-/COL4A4-Varianten hatten eine berichtete
mikroskopische Hamaturie, dies war jedoch kein signifikanter (p = 0,115) Unterschied zu Pati-
enten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante (61/72 Patienten) (Tab. 7, Abb.
11). Das mediane Alter bei Erstmanifestation der mikroskopischen Hamaturie der 17 Patien-
ten mit biallelischen COL4A3- oder COL4A4-Varianten betrug 3 Jahre [1. - 18. Lj], damit mani-
festierte sich die mikroskopische Hamaturie signifikant (p < 0,001) friiher als bei den 61 Pati-
enten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante (20 Jahre [1. - 66. Lj]) (Tab. 7, Abb.
11). Bei Patienten mit einer biallelisch nicht trunkierenden und trunkierenden COL4A3-
/COL4A4-Variante unterschied sich die Altersverteilung der Erstmanifestation einer mikrosko-
pischen Hamaturie (Median: 6 Jahre [1 - 18 Lj]) nicht signifikant zu Patienten mit biallelisch

nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (Median: 6 Jahre [3. - 10. Lj], p = 0,662) und
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Patienten mit biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (Median: 3 Jahre [1. - 6.

Lj], p = 0,180) (Tab. 7, Abb. 12). Das mediane Alter bei Erstmanifestation einer mikroskopi-

schen Hamaturie war bei Patienten mit biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten

mit 3 Jahren [1. - 6. Lj] signifikant niedriger (p = 0,030) als bei Tragern einer biallelisch nicht

trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante (Median: 6 Jahre [3. —10. Lj]) (Tab. 7, Abb. 12).

Tabelle 7: Mikroskopische Hdmaturie berichtet in der Studienkohorte mit Alter bei Erstmanifestation.
Alter bei Erstmanifestation ist in Jahren angegeben. n.t.=nicht trunkierend, t.=trunkierend

Mikroskopische Hamaturie

Alter bei Erstmanifestation
mikroskopische Hamaturie

COL4A3 -/COL4A4 -Varianten ja nein Median Minimum Maximum
Gesamte Studienkohorte 78/89 (88%) 11/89 (12%) 11 1 66
monoallelisch 61/72 (85%) 11/72 (15%) 20 1 66
monoallelisch n.t. 46/48 (96%) 2/48 (4%) 18 1 66
monoallelisch t. 15/24 (63%)  9/24 (37%) 26 3 50
biallelisch 17/17 (100%)  0/17 (0%) 3 1 18
biallelisch n.t. 5/5 (100%) 0/5 (0%) 6 3 10
biallelisch n.t./t. 6/6 (100%) 0/6 (0%) 6 1 18
biallelisch t. 6/6 (100%) 0/6 (0%) 3 1 6
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Abbildung 11: Patienten mit berichteter mikroskopischer Himaturie. Auf der x-Achse sind die nach ih-
ren Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. Pat.=Patienten; mo-
noallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend
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Abbildung 12: Alter bei Erstmanifestation der berichteten mikroskopischen Himaturie. Auf der x-Achse
sind die nach ihren Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. Pat.=Pa-
tienten; mo-noallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend

3.2.2 Proteinurie

Eine Proteinurie wurde in der 89 Patienten umfassenden Studienkohorte von 42 Patienten
(47%) berichtet, 47 Patienten (53%) hatten keine berichtete Proteinurie (Tab. 8, Abb. 13). Das
mediane Alter bei Erstmanifestation der Proteinurie bei diesen 42/89 Patienten war 11 Jahre
und trat in der Studienkohorte zwischen dem 1. und 82. Lj auf (Tab. 8, Abb. 14).

Von den 72 Patienten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante hatten 25 Patien-
ten (35%) eine berichtete Proteinurie und bei 47 Patienten (65%) wurde keine Proteinurie do-
kumentiert (Tab. 8, Abb. 13). Der Median des Alters bei Erstmanifestation der Proteinurie der
25 Patienten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante war 25 Jahre, mit dem fri-
hesten berichteten Manifestationsalter von 1 Jahr und dem Spéatesten von 82 Jahren (Tab. 8§,
Abb. 14). Trager einer monoallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante hatten
mit 44% (21/48 Patienten) signifikant (p = 0,035) haufiger eine berichtete Proteinurie als Pati-
enten mit einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante, die nur zu 17% (4/24
Patienten) von einer Proteinurie berichteten (Tab. 8, Abb. 13). Das mediane Alter bei Erstma-
nifestation der berichteten Proteinurie bei den 21 Patienten mit einer monoallelisch nicht

trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante war mit 25 Jahren [1. - 82. Lj] nicht signifikant (p =
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0,452) hoher als bei den 4 Tragern einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Vari-
ante, deren mediales Alter bei Erstmanifestation 17 Jahre [3. - 40 Lj] betrug (Tab. 8, Abb. 14).
Alle 17 Patienten, die biallelische COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen, hatten eine berichtete
Proteinurie und entwickelten damit signifikant (p < 0,001) haufiger eine Proteinurie als Pati-
enten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante (25/72 Patienten) (Tab. 8, Abb.
13). Das mediane Alter bei Erstmanifestation der Proteinurie bei den 17 Tragern von bialleli-
schen COL4A3-/COL4A4-Varianten betrug 6 Jahre [1. - 26. Lj], die Proteinurie entwickelte sich
signifikant (p = 0,004) friiher als bei den 25 Patienten mit einer monoallelischen COL4A3-
/COL4A4-Variante (25 Jahre [1. - 82. Lj]) (Tab. 8, Abb. 14). Das mediane Alter bei Erstmanifes-
tation der 6 Patienten, die biallelisch trunkierende COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen, war
mit 3 Jahren [1. - 6. Lj] signifikant niedriger als bei den 5 Patienten mit biallelisch nicht trun-
kierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (9 Jahre [3. bis 17. Lj], p = 0,017) und den 6 Patienten
mit biallelisch nicht trunkierenden und trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (9 Jahre [3.
bis 26. Lj], p = 0,015) (Tab. 8, Abb. 14). Zwischen den Patienten mit biallelisch nicht trunkie-
renden COL4A3-/COL4A4-Varianten und biallelisch trunkierender und nicht trunkierender
COL4A3-/COL4A4-Variante bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,931) in der Altersver-
teilung bei Erstmanifestation einer Proteinurie (Tab. 8, Abb. 14).

Tabelle 8: Proteinurie berichtet in der Studienkohorte mit Alter bei Erstmanifestation. Alter bei Erstma-
nifestation ist in Jahren angegeben. n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend

Proteinurie Alter bei Erstmanifestation Proteinurie

COL4A3 -/COL4A4 -Varianten ja nein Median Minimum Maximum
Gesamte Studienkohorte 42/89 (47%) 47/89 (53%) 11 1 82
monoallelisch 25/72 (35%)  47/72(65%) 25 1 82
monoallelisch n.t. 21/48 (44%) 27/48 (56%) 25 1 82
monoallelisch t. 4/24 (17%)  20/24 (83%) 17 3 40
biallelisch 17/17 (100%)  0/17 (0%) 6 1 26
biallelisch n.t. 5/5 (100%) 0/5 (0%) 9 3 17
biallelisch n.t./t. 6/6 (100%) 0/6 (0%) 9 3 26
biallelisch t. 6/6 (100%) 0/6 (0%) 3 1 6
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Abbildung 13: Patienten mit berichteter Proteinurie. Auf der x-Achse sind die nach ihren Varianten in
COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. Pat.=Patienten; mo-noallel.=monoalle-
lisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend
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Abbildung 14: Alter bei Erstmanifestation der berichteten Proteinurie. Auf der x-Achse sind die nach
ihren Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. Pat.=Patienten; mo-
noallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend

3.2.3 Terminale Niereninsuffizienz
In der 89 Patienten umfassenden Studienkohorte wurde bei 8 Patienten (9%) ESRD berichtet,

81 Patienten (91%) hatten kein berichtetes ESRD (Tab. 9, Abb. 15). Bei diesen 8 Patienten war
das mediane Alter bei Erstmanifestation von ESRD 28 Jahre, mit dem frithesten berichteten
Alter bei Erstmanifestation im 10. Lj und dem Spatesten im 68. Lj (Tab. 9, Abb. 16).

41



Ergebnisse

Die 72 Trager einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante entwickelten zu 6% (n=4) ein
ESRD, bei 94% (n=68) wurde kein ESRD berichtet (Tab. 9, Abb. 15). Das mediane Alter bei Erst-
manifestation des ESRD der 4 Patienten, die eine monoallelische COL4A3-/COL4A4-Variante
trugen, war 37 Jahre, und trat zwischen dem 23. Lj und 68. Lj auf (Tab. 9, Abb. 16). Patienten
mit einer monoallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante entwickelten zu 6%
(3/48 Patienten) ein berichtetes ESRD, dies war kein signifikanter (p = 1,000) Unterschied ge-
gentiber den Tragern einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante, die zu 4%
(1/24 Patienten) von einer Entwicklung zu ESRD berichteten (Tab. 9, Abb. 15). Das mediane
Alter bei Erstmanifestation des berichteten ESRD bei den 3 Patienten, die eine monoallelisch
nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante trugen, war mit 42 Jahren [31. - 68. Lj] nicht
signifikant (p = 0,500) hoher als bei der Tragerin einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-
Variante, deren Alter bei Erstmanifestation 23 Jahre war (Tab. 9, Abb. 16).

4/17 Patienten (24%), die biallelische COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen, berichteten von ei-
ner ESRD und entwickelten damit signifikant (p = 0,040) haufiger ein ESRD als die Trager einer
monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante (4/72 Patienten) (Tab. 9, Abb. 15). Das mediane
Alter bei Erstmanifestation bei ESRD bei den 4 Patienten mit biallelischen COL4A3-/COL4A4-
Varianten war mit 26 Jahren [10. — 29. Lj] nicht signifikant (p = 0,200) geringer als bei Patien-
ten, die eine monoallelische COL4A3-/COL4A4-Variante trugen (Alter bei Erstmanifestation:
37 Jahre [23 — 68 Lj]) (Tab. 9, Abb. 16). Zwischen den drei Patientengruppen mit biallelischen
COL4A3-/COL4A4-Varianten bestand kein signifikanter (p = 0,250) Unterschied in der Haufig-
keit von ESRD, so entwickelten Patienten mit biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-V a-
rianten zu 50% (3/6 Patienten), Patienten mit einer biallelisch nicht trunkierenden und trun-
kierenden COL4A3-/COL4A4-Variante zu 17% (1/6 Patienten) und Tragern einer biallelisch
nicht trunkierender COL4A3-/COL4A4-Varianten zu 0% (0/5 Patienten) ein ESRD (Tab. 9, Abb.
15). Das mediane Alter bei Erstmanifestation der 3 Patienten, die biallelisch trunkierende
COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen, unterschied sich mit 24 Jahren [10. - 29. Lj] nicht signifi-
kant (p = 1,000) zur Patientin mit biallelisch nicht trunkierender und trunkierender COL4A3-

Variante, deren Alter bei Erstmanifestation 27 Jahre betrug (Tab. 9, Abb. 16).
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Tabelle 9: Terminale Niereninsuffizienz berichtet in der Studienkohorte mit Alter bei Erstmanifestation.
Alter bei Erstmanifestation ist in Jahren angegeben. n.t.=nicht trunkierend, t.=trunkierend

ESRD Alter bei Erstmanifestation ESRD
COL4A3 -/COL4A4 -Varianten ja nein Median Minimum Maximum
Gesamte Studienkohorte 8/89 (9%) 81/89 (91%) 28 10 68
monoallelisch 4/72 (6%) 68/72(94%) 37 23 68
monoallelisch n.t. 3/48 (6%) 45/48 (94%) 42 31 68
monoallelisch t. 1/24 (4%) 23/24 (96%) 23 23 23
biallelisch 4/17 (24%)  13/17 (76%) 26 10 29
biallelisch n.t. 0/5 (0%) 5/5 (100%) - - -
biallelisch n.t./t. 1/6 (17%) 5/6 (83%) 27 27 27
biallelisch t. 3/6 (50%) 3/6 (50%) 24 10 29
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Abbildung 15: Patienten mit berichteter terminaler Niereninsuffizienz. Auf der x-Achse sind die nach
ihren Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. ESRD=terminale Nie-
reninsuffizenz; Pat.=Patienten; monoallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend;
t.=trunkierend
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Abbildung 16: Alter bei Erstmanifestation der berichteten terminalen Niereninsuffizienz. Auf der x-
Achse sind die nach ihren Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen.
ESRD=terminale Niereninsuffizienz; Pat.=Patienten;, monoallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch;
n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend

3.2.4 Extrarenale Manifestation
In dieser Arbeit wurden Augenveranderungen und Schwerhorigkeit erfasst und gemeinsam als

extrarenale Manifestation ausgewertet. Falls ein Patient sowohl von Augenveranderungen als
auch von Schwerhorigkeit berichtete, wurde das Alter bei Erstmanifestation des friiher aufge-

tretenen extrarenalen Symptoms verwendet.

In der 89 Patienten umfassenden Studienkohorte wurde bei 12 Patienten (13%) extrarenale
Manifestationen berichtet, 77 Patienten (87%) hatten keine berichtete extrarenalen Manifes-
tationen (Tab. 10, Abb. 17). Das mediane Alter bei Erstmanifestation der berichtete extrarena-
len Manifestationen dieser 12 Patienten war 12 Jahre, mit dem friihesten berichteten Alter
bei Erstmanifestation im 7. Lj und dem Spatesten im 23. Lj (Tab. 10, Abb. 18).

Von den 72 Trager einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante entwickelten 2 Patienten
(3%) extrarenale Manifestationen mit einem medianen Alter bei Erstmanifestation von 14 Jah-
ren [12. Lj - 15. Lj] (Tab. 10, Abb. 17, Abb. 18). Patienten, die eine monoallelisch nicht trunkie-
rende COL4A3-/COL4A4-Variante trugen, entwickelten zu 2% (1/48 Patienten) berichtete
extrarenale Manifestationen, dies ist kein signifikanter (p = 1,000) Unterschied gegeniiber den

Patienten mit einer monoallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante, die zu 4% (1/24
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Patienten) von extrarenalen Manifestation berichteten (Tab. 10, Abb. 17). Bei dem Patienten,
der eine monoallelisch nicht trunkierenden COL4A4-Variante trug, entwickelte sich mit 12 Jah-
ren eine Schwerhorigkeit und der Patienten mit einer biallelisch nicht trunkierenden COL4A4-
Variante berichtete von einer Augenveranderung ab dem 15. Lj (Tab. 10, Abb. 18).

Von den 17 Patienten, die biallelische COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen, berichteten 10 Pa-
tienten von extrarenalen Manifestationen und entwickelten damit signifikant (p < 0,001) hau-
figer extrarenale Manifestationen als Patienten, die eine monoallelische COL4A3-/COL4A4-
Variante trugen (2/72) (Tab. 10, Abb. 17). Das mediane Alter bei Erstmanifestation extrarena-
ler Manifestationen der 10 Patienten mit biallelischen COL4A3-/COL4A4-Varianten war mit 11
Jahren [7 — 23 Lj] nicht signifikant (p = 0,364) geringer als bei Patienten, die eine monoalleli-
sche COL4A3-/COL4A4-Variante trugen (Alter bei Erstmanifestation: 14 Jahre [12 — 15 Lj]) (Tab.
10, Abb. 18). Bei den drei Patientengruppen, die biallelische COL4A3-/COL4A4-Varianten tru-
gen, bestand kein signifikanter (p = 0,691) Unterschied in der Haufigkeit extrarenaler Manifes-
tationen, so entwickelten 2/5 (40%) Patienten mit biallelisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-
Varianten und jeweils 4/6 Patienten (67%) mit einer biallelisch nicht trunkierenden und trun-
kierenden COL4A3-/COL4A4-Variante oder einer biallelisch trunkierender COL4A3-/COL4A4-
Variante extrarenale Manifestationen (Tab. 10, Abb. 17). Beim Alter bei Erstmanifestation be-
stand kein signifikanter (p = 0,421) Unterschied in der Altersverteilung zwischen den 2 Patien-
ten, die biallelisch nicht trunkierende COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen (Median: 17 Jahre
[7. - 23. Lj]), den 4 Patienten mit biallelisch nicht trunkierender und trunkierender COL4A3-
/COL4A4-Variante (Median:10 Jahre [7. — 19. Lj]) und den 4 Patienten, die biallelisch nicht
trunkierende COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen (Median: 10 Jahre [9. —13. Lj]) (Tab. 10, Abb.
18).
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Tabelle 10: Extrarenale Manifestation berichtet in der Studienkohorte mit Alter bei Erstmanifestation.
Alter bei Erstmanifestation ist in Jahren angegeben. n.t.=nicht trunkierend, t.=trunkierend

Alter bei Erstmanifestation

extrarenale Manifestation extrarenale Manifestation
COL4A3 -/COL4A4 -Varianten ja nein Median Minimum Maximum
Gesamte Studienkohorte 12/89 (13%) 77/89 (87%) 12 7 23
monoallelisch 2/72 (3%) 70/72(97%) 14 12 15
monoallelisch n.t. 1/48 (2%) 47/48 (98%) 12 12 12
monoallelisch t. 1/24 (4%) 23/24 (96%) 15 15 15
biallelisch 10/17 (59%)  7/17 (41%) 11 7 23
biallelisch n.t. 2/5 (40%) 3/5 (60%) 17 11 23
biallelisch n.t./t. 4/6 (67%) 2/6 (33%) 10 7 19
biallelisch t. 4/6 (67%) 2/6 (33%) 10 9 13

100

Patienten mit extrarenaler
Manifestation

gesamte  monoallel. monoallel. monoallel. biallel. biallel. biallel. biallel.
Pat-Kohorte nt t. nt nt./t t.
COL4A3/COLIAS

Abbildung 17: Patienten mit berichteter extrarenaler Manifestation. Auf der x-Achse sind die nach ihren
Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. Pat.=Patienten; mo-
noallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend, t.=trunkierend
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Alter bei Erstmanifestation extrarenale Manifestation
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gesamte monoallel.  monoallel.  monoallel. biallel. biallel. biallel. biallel.
Pat-Kohorte n.t. t. nt nt/ft t.
COL4A3/CcoL4Ad

Abbildung 18: Alter bei Erstmanifestation der berichteten extrarenalen Manifestation. Auf der x-Achse
sind die nach ihren Varianten in COL4A3/COL4A4 gebildeten Patientengruppen aufgetragen. Pat.=Pa-
tienten; monoallel.=monoallelisch; biallel=biallelisch; n.t.=nicht trunkierend; t.=trunkierend
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es, eine mogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation bzgl. (wahrschein-
lich) pathogener Varianten in COL4A3/COL4A4 und klinischer Daten wie Pravalenz und Alter
bei Erstmanifestation von Symptomen aus dem Formenkreis der Kollagen Typ IV-assoziierten
Erkrankungen zu untersuchen. Dafiir wurde eine Miinchner Kohorte aus 89 Patienten zusam-
mengestellt, die mindestens eine COL4A3-/COL4A4-Variante trugen und die Entwicklung mit
Alter bei Erstmanifestation von mikroskopischer Himaturie, Proteinurie, ESRD, Augenveran-
derungen und Schwerhdrigkeit erhoben. 72/89 Patienten trugen eine monoallelische COL4A3-
/COL4A4-Variante und 17/89 Patienten biallelische COL4A3-/COL4A4-Varianten. Das mediane
Alter der Kohorte bei Erhebung der klinischen Daten war 33 Jahre [2 - 86 Jahre]. Im Folgenden
werden die Ergebnisse (siehe Kapitel 3) der Studienkohorte diskutiert, mit Fokus auf einen
moglichen Einfluss auf den Phanotyp der Patienten von nicht trunkierenden im Vergleich zu

trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten.

4.1 Kollagen Typ IV-Erkrankungen

TBMN gehort neben AS zum Spektrum der Kollagen Typ IV-Erkrankungen. Klinisch ist TBMN in
Relation zum AS, fiir welches eine progressive Niereninsuffizienz (ESRD bei 90% der XLAS Pa-
tienten bis zum 40. LJ) mit haufiger extrarenaler Beteiligung (Augenveranderungen, Schwer-
horigkeit) typisch ist, durch einen milderen klinischen Verlauf mit dem Leitsymptom isolierter
mikroskopischer Hamaturie sowie - wenn Uberhaupt - spat im Verlauf auftretender Proteinu-
rie und ESRD (> 50 Lj) und seltener extrarenaler Manifestationen charakterisiert (Deltas et al.,
2015; Imafuku et al., 2020; Andreas Matthaiou et al., 2020; Nozu et al., 2019; Pierides et al.,
2009; Voskarides et al., 2007). Dies war auch in unserer Studienkohorte zu beobachten. Pati-
enten mit einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante hatten gegeniiber Patienten mit
biallelischen COL4A3-/COL4A4-Varianten eine signifikant niedrigere Pravalenz flr Proteinurie
(42/72(35%) vs. 17/17 (100%), p < 0,001), ESRD (8/89 (9%) vs. 4/17 (24%), p = 0,040) und
extrarenale Manifestationen (2/72 (3%) vs. 10/17 (59%), p < 0,001) (siehe Abschnitt 3.2). Eine
mikroskopische Hamaturie und Proteinurie manifestierte sich bei monoallelischen Tragern ei-
ner COL4A3-/COL4A4-Variante signifikant spater als bei Tragern biallelischer COL4A3-
/COL4A4-Varianten (20. Lj vs. 3. Lj, p < 0,000 bzw. 25. Lj vs. 6. Lj, p = 0,004).

In der Literatur gibt es eine Diskussion bezliglich der Diagnose TBMN vs. ADAS bei Tragern von

heterozygoten (wahrscheinlich) pathogenen Varianten in COL4A3 oder COL4A4 (siehe
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Abschnitt 1.4). In dieser Arbeit wird der ,Expert consensus guidelines” folgend der Begriff
TBMN verwendet, da heterozygote COL4A3-/COL4A4-Varianten-Trager in der Regel nicht den
vollen AS Phanotyp, sondern einen milderen Verlauf zeigen (Savige, 2018; Savige et al., 2019).
Dazu passend berichteten in dieser Studienkohorte von 72 Tragern einer monoallelischen
COL4A3-/COL4A4-Variente nur 4 Patienten (6%) von ESRD und 2 Patienten (3%, ATS-F668-11-1
und ATS-F824-11-1) von extrarenalen Manifestationen (siehe Abschnitte 3.2.3 und 3.2.4). Nur
der Patienten ATS-F505-I-1, der die heterozygote COL4A4-Variante c.2690G>A, p.(Gly897Glu)
trug, entwickelte ESRD passend zu TBMN in fortgeschrittenem Alter (68. Lj, Nierenbiopsie mit
Diagnose TBMN 60. Lj) (siehe supplementare Tabelle 1). Bei 3/4 Patienten mit ESRD und mo-
noallelischer COL4A3-/COL4A4-Variente setzte ESRD bereits vor dem 50. Lj ein (ATS-521-11-2
im 23. Lj, HN-F867-11-2 im 31. Lj, ATS-F892-1I-1 im 42. Lj). Die Patientin HN-F867-II-2 trug die
heterozygote COL4A4-Variante c.4316G>A, p.(Gly1439Asp) und wurde bioptisch gesichert als
Phanokopie mit FSGS diagnostiziert. Pathogene COL4A3-, COL4A4- und COL4A5-Varianten
wurden bereits bei Patienten mit bioptisch gesicherter FSGS beschrieben, FSGS ist daher eine
allelische Erkrankung von TBMN und AS (Gast et al., 2016; C. E. Kashtan, 2019; Riedhammer
et al., 2020). Die restlichen 4 Patienten mit ESRD oder extrarenaler Manifestation hatten kli-
nisch ein AS (ATS-521-II-2, ATS-F824-II-1 und ATS-F892-II-1 bioptisch gesicherte AS Diagnose).
In den Familien der Patienten ATS-521-11-2 und ATS-F892-II-1 waren keine weiteren Nierener-
krankungen bekannt. Der Sohn, die Mutter und Schwester der Patientin ATS-521-II-2 waren
asymptomatische Trager der heterozygoten Variante COL4A3-Variante ¢.2746+1G>T, p.(?)
(=unvollstandige Penetranz, intrafamilidre Variabilitat), die auch bei ATS-521-11-2 heterozygot
nachgewiesen wurde. In der Familie des 17-jahrigen Patienten ATS-F824-11-1 hatten sein Vater
(Nierenbiopsie mit TBMN Diagnose) und Bruder eine mikroskopische Hdmaturie. Die hetero-
zygote COL4A4-Variante c.5045G>A, p.(Arg1682GIn) des Patienten 15-jahrigen Patienten ATS-
F668-1I-1 (klinisch Vollbild AS mit mikroskopischer Hamaturie 6. Lj, episodischer makroskopi-
scher Hamaturie 8. Lj und Schwerhorigkeit 12. Lj) konnte bei der Mutter, die eine mikroskopi-
sche Hamaturie hatte, nicht nachgewiesen werden. In keiner dieser Familien ist fiir einen au-
tosomal-dominanten Erbgang zu erwartende 50%ige Vererbungswahrscheinlichkeit zu be-
obachten, vielmehr sind die Indexpatienten in allen Familien die einzigen von AS betroffenen
Patienten. Diese Ergebnisse kdnnten durch die Hypothese aus Savige et al., 2018 erklart wer-
den, dass Patienten, mit phanotypisch (durch eine Nierenbiopsie gesichert) AS und einer he-

terozygoten COL4A3-/COL4A4-Variante, ARAS-Patienten sein kbnnten, bei denen eine weitere
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(wahrscheinlich) pathogene Variante auf dem zweiten Allel in der Sequenzanalyse nicht de-

tektiert wurde (z.B. eine intronische Variante).

4.2 Genotyp-Phanotyp-Korrelation von Patienten mit monoallelischer COL4A3-
/COL4A4-Variante

In der Studienkohorte berichteten von 72 Tragern einer monoallelischen COL4A3-/COL4A4-
Variente nur 4 Patienten (6%) von ESRD und 2 Patienten (3%, ATS-F668-II-1 und ATS-F824-II-
1) von einer extrarenale Manifestation (siehe Abschnitte 3.2.3 und 3.2.4). Eine niedrige Pra-
valenz extrarenaler Manifestationen (Schwerhorigkeit 16%, Augenverdanderungen 3%) wurde
flr Trager einer heterozygoten COL4A3- oder COL4A4-Variante bereits beschrieben (A.
Matthaiou, T. Poulli, & C. Deltas, 2020). In einer retrospektiven Kohortenstudie aus Spanien
bendtigten 61/232 Patienten (24%) eine Nierenersatztherapie mit einem medianen Erstmani-
festationsalter von 55 Jahren (Furlano et al., 2021). Die unterschiedliche Pravalenz von ESRD
bei den Patienten mit monoallelischen COL4A3-/COL4A4-Variante dieser Studie im Vergleich
zu Furlano et al., 2021 (4/72 (6%) vs. 61/232 (24%)) konnte durch das niedrigere Alter unserer
Patienten bei Datenerhebung sein. Das mediane Alter der 72 Trager einer monoallelischen
COL4A3-/COL4A4-Variante war 33 Jahre und nur 19/72 Patienten waren >50 Jahre alt.

Eine Korrelation von Pravalenz und Alter bei Erstmanifestation flir ESRD (4/72 Patienten) und
extrarenalen Manifestationen (2/72 Patienten) war in dieser Arbeit wegen der geringen An-
zahl davon betroffener monoallelischer Trager einer COL4A3-/COL4A4-Variante nicht moglich.
Matthaiou et al., 2020 publizierte ein signifikant friiheres Auftreten von ESRD bei trunkieren-
den COL4A3-/COL4A4-Varianten gegeniiber Missense-Varianten (47 Jahre vs. 55 Jahre)
(Andreas Matthaiou et al., 2020). In Furlano et al., 2021 bestand weder beim medianen Nie-
renliberleben noch bei ESRD ein signifikanter Zusammenhang abhangig von der Art der

COL4A3-/COL4A4-Varianten (Furlano et al., 2021).

Das haufigste berichtete Symptom in der Studienkohorte von Patienten mit monoallelischer
COL4A3-/COL4A4-Variante war eine mikroskopische Hamaturie 61/72 Patienten (85%) gefolgt
von Proteinurie mit 25/72 Patienten (35%) (siehe Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2). Diese Pravalen-
zen sind vergleichbar mit denen in der Literatur fiir Trager heterozygoter Varianten in
COL4A3/COL4A4 beschriebenen Haufigkeiten fir mikroskopische Hamaturie von 95% bzw.
92% und fir Proteinurie 14-32% (Deltas et al., 2015; Furlano et al., 2021; Pierides et al., 2009;
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Voskarides et al., 2007). Nur Furlano et al. 2021 publizierte eine Pravalenz von 65% (157/241

Patienten) fir Proteinurie bei Patienten mit heterozygoten COL4A3-/COL4A4-Varienten.

Bei Tragern einer monoallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante vs. monoalle-
lisch trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante bestand in dieser Arbeit kein signifikanter Un-
terschied bei dem Alter bei Erstmanifestation von mikroskopischer Hamaturie (18 Jahre [1. -
66. Lj] vs. 26 Jahre [3. - 50. Lj], p = 0,789) und Proteinurie (25 Jahre [1. - 82. Lj] vs. 17 Jahre [3.
- 40. Lj], p = 0,452). In vorangegangenen Studien wurde bisher kein signifikanter Zusammen-
hang fur Glycin-Substitutions-Varianten gegeniiber Nonsense-Varianten in COL4A3/COL4A4
fir die Penetranz einer Hamaturie oder Entwicklung einer Proteinurie gezeigt (Buzza et al.,
2003; Savige et al., 2003). In dieser Arbeit konnte damit erstmals ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen Varianten in COL4A3/COL4A4 und der Pravalenz von mikroskopischer Hamatu-
rie und Proteinurie hergestellt werden. Patienten dieser Minchner Kohorte mit einer mo-
noallelisch nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante entwickelten signifikant haufiger
eine mikroskopische Hamaturie (46/48 (96%) vs. 14/24 (63%), p = 0,001) und Proteinurie
(21/48 (44%) vs. 4/24 (17%), p = 0,035) als Patienten mit einer nicht trunkierenden COL4A3-
/COL4A4-Variante (siehe Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2). Die hier beschriebene Korrelation von
nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten mit einer héheren Pravalenz fur die Leit-
symptome von TBMN koénnte durch einen dominant-negativen Effekt erklart werden
(Herskowitz, 1987; Longo et al., 2002; Veitia, 2007). Nicht trunkierende COL4A3-/COL4A4-Va-
rianten kénnten zu fehlgefalteten jedoch stabilen a2-/a3-Proteinketten fiihren, die sich mit
den von den wildtypischen COL4A3/COL4A4/COL4A5 Allelen kodierten, korrekt gefalteten a3-
, a4- und a5-Proteinketten zu strukturell veranderten Multimerkomplexen, den a3.04.a5-Pro-
tomeren, verbinden konnten (Heterooligomerisierung von mutiertem und wildtypischen Pro-
tein). Da a3.04.a5-Heterotrimere die Hauptkomponente der Netzwerke aus Kollagen Typ IV-
Protomeren der reifen glomeruldaren Basalmembran sind, konnte dies zu einer bedeutenden
Strukturverdanderung des Kollagen-Netzwerks fiihren (C. Kashtan, 2017). Ein dominant-nega-
tiver Effekt von mutierten a-Proteinketten auf Kollagen-Netzwerke wurde bereits mehrfach
in der Literatur beschrieben, vor allem fir Glycin-Substitutionsvarianten, die auch in dieser
Kohorte mit 35/48 (73%) den GroRteil der monoallelischen nicht trunkierenden Varianten in
COL4A3/COL4A4 ausmachten (u.a. COLIA2 Osteogenesis imperfecta (Byers, 1990; Veitia,
Caburet, & Birchler, 2018; Wang, Orrison, & Marini, 1993); COL2A1 skelettale Dysplasien

(Barat-Houari et al., 2016); COL3A1 Ehlers-Danlos-Syndrom (Chiarelli, Carini, Zoppi, Ritelli, &
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Colombi, 2018); COL7A1 Dystrophe Epidermolysis bullosa (Fritsch et al., 2009)). An dieser
Stelle muss jedoch auf die Limitationen des Studiendesigns hingewiesen werden (siehe Ab-

schnitt 4.4).

4.3 Genotyp-Phinotyp-Korrelation von Patienten mit biallelischen COL4A3-
/COL4A4-Varianten

Die in dieser Muinchner Kohorte mit 17 Tragern biallelischer COL4A3-/COL4A4-Varianten beo-
bachtete Pravalenz und Alter bei Erstmanifestation von mikroskopischer Hamaturie (17/17
(100%), 11. Lj), Proteinurie (17/17 (100%), 11. Lj) entsprach dem in der Literatur beschriebe-
nen Phanotyp von ARAS-Patienten mit seit Kindheit bestehender mikroskopischer Hamaturie
(Pravalenz 100%, Alter bei Erstmanifestation 2,5 Jahre) und Proteinurie (Alter bei Erstmanifes-
tation 6,5 Jahre) (C. E. Kashtan, 2019; Lee et al., 2019). Auch die extrarenale Manifestation lag
mit 10/17 Patienten (59%) und 11 Jahren als medianes Alter bei Erstmanifestation im Bereich
bereits publizierten Studien, die Pravalenzen fir Schwerhorigkeit /Augenveranderungen zwi-
schen 13% - 66% und Erstmanifestationsalter von Schwerhdorigkeit mit 12 Jahren angaben (Lee
et al., 2019; Storey et al., 2013). Die in Storey et al., 2013 und Lee et al., 2019 angegebene
Pravalenz fiir ESRD bei ARAS-Patienten (59% bzw. 62%)) und in Jais et al., 2000 bei XLAS-Pati-
enten (60% bis zum 30. Lj und zu 90% bis zum 40 Lj) sind hoher als die in dieser Kohorte beo-
bachtet Pravalenz von 24% (4/17 Patienten). Jedoch sind die Patienten mit biallelischen
COL4A3-/COL4A4-Varianten dieser Kohorte mit einem medianen Alter bei Datenerhebung von
18 Jahren (10 Patienten <20 Jahre) jinger als der Altersdurchschnitt bei Erstmanifestation ei-
nes ESRD von 22,5 Jahre bzw. 21 Jahre in Storey et al., 2013 bzw. Lee et al., 2019 und 26 Jahren
der 4 biallelischen Trager dieser Studie. Das niedrige aktuelle Alter war einem Selections-Bias
geschuldet, da die Datenerhebung des Nephrogenprojekts im Jahr 2015 begann und die
meisten ARAS-Patienten wegen Erstmanifestation im frihkindlichen Alter und frihzeitiger
genetischer Analysen heute bereits in jungen Jahren die Diagnose erhalten. Diesem
Selections-Bias geschuldet waren die Trager biallelischer COL4A3-/COL4A4-Varianten in dieser
Arbeit signifikant junger als die Trager einer monoallelischer COL4A3-/COL4A4-Variante (18
vs. 36 Jahre, p = 0,005). Weiterhin engmaschige nephrologische Kontrolluntersuchungen sind

bei allen Patienten mit biallelischen COL4A3-/COL4A4-Varianten dringend empfohlen.

In der Literatur gibt es mittlerweile zahlreiche Publikationen zu Genotyp-Phanotyp-Korrelati-

onen bei XLAS-Patienten. Hier konnten COL4A5-Varianten, die als ,schwere” Varianten
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eingeteilt wurden (z.B. Nonsense-, Frameshift- und SpleiRvarianten) in verschiedenen Publi-
kationen mit einem schwereren Verlauf von XLAS gebracht werden als ,leichtere” Varianten
(z.B. Missense-Varianten) (siehe Abschnitt 1.8) (Bekheirnia et al., 2010; Boeckhaus et al., 2021;
Jais et al., 2000; C. E. Kashtan, 2019). Auch fiir ARAS-Patienten gibt es erste Korrelationen
zwischen Art der Variante und phadnotypischer Auspragung (siehe Abschnitt 1.8). Lee et al.,
2019 konnte in einer ARAS-Patientenkohorte zeigen, dass Patienten ohne Missense-Varianten
im Vergleich zu Patienten mit Missense-Varianten eine signifikant hdhere Pravalenz fiir SNHL
und Augenverdanderungen hatten sowie ein signifikant niedrigeres Alter bei Erstmanifestation
von mikroskopischer Hamaturie, ESRD und SNHL. AuRerdem hatte Patienten ohne Missense-
Varianten eine signifikant kiirzere Lebenszeit ohne ESRD (Lee et al., 2019). In Savige et al.,
2016 wurde von einer fritheren Erstmanifestation von ESRD bei Patienten mit Nonsense-Vari-
anten oder copy number variations (CNV) in COL4A3/COL4A4 berichtet. Storey et al., 2013
berichtete von einer Korrelation zwischen COL4A3-/COL4A4-Variante mit einem vorzeitigen
Abbruch der Translation und einer friihen Manifestation von ARAS und dass diese Varianten
bei Patienten mit normaler Nierenfunktion seltener vorkamen. Vor dem Hintergrund dieser
Studienergebnisse war die Hypothese dieser Arbeit, dass trunkierende COL4A3-/COL4A4-Va-
rianten mit einer héheren Pravalenz bzw. jlingerem Alter bei Erstmanifestation typischer A-
RAS-Symptomen korrelieren kdonnten. Diese Hypothese stiitzende Ergebnisse waren ein
signifikant niedrigeres Alter bei Erstmanifestation von Proteinurie bei Patienten mit
biallelischen trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten gegentiber biallelisch nicht trunkie-
renden COL4A3-/COL4A4-Varianten (Median: 3. Lj vs. 9. Lj, p = 0,017) und biallelisch nicht
trunkierender/trunkierender COL4A3-/COL4A4-Varianten (Median: 3. Ljvs. 9 Lj, p=0,015) und
ein signifikant niedrigeres Alter bei Erstmanifestation mikroskopischer Himaturie bei Patien-
ten mit biallelischen trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten gegenuber biallelisch nicht
trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten (Median: 3. Lj vs. 6. Lj, p = 0,030) (siehe Abschnitte
3.2.2 und 3.2.3). AuRerdem war bei der Entwicklung von ESRD und extrarenalen Manifestati-
onen ein Trend zu einer héheren Pravalenz und friherer Erstmanifestation assoziiert mit trun-
kierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten zu erkennen, der jedoch nicht signifikant war (siehe
Abschnitte 3.2.3 und 3.2.4). Alle 4/4 Patienten mit biallelischen COL4A3-/COL4A4-Varianten
mit ESRD trugen mindestens eine trunkierende COL4A3-/COL4A4-Variante, 3/4 Patienten so-
gar zwei trunkierende COL4A3-/COL4A4-Varianten. Ahnliches galt fiir extrarenale Manifesta-
tionen, hier war bei 8/10 Patienten mindestens eine der biallelischen COL4A3-/COL4A4-
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Variante trunkierend. Zusatzlich war das Alter bei Erstmanifestation von extrarenalen Symp-
tomen bei den 8 Tragern biallelischer COL4A3-/COL4A4-Varianten, von denen mindestens
eine trunkierend war, niedriger als bei den 2 Patienten mit biallelisch nicht trunkierenden

COL4A3-/COL4A4-Varianten (10. Lj vs. 17. Lj, p = 0,421).

4.4 Limitationen und Ausblick

Ein Problem dieser Studie, gerade bei den Patienten mit biallelischen COL4A3-/COL4A4-Vari-
anten, war eine geringe Patientenanzahl. Die gesamte Kohorte umfasste 89 Patienten von de-
nen 72 monoallelische und 17 biallelische COL4A3-/COL4A4-Varianten trugen. Eine hoéhere
Patientenanzahl und damit Verbund eine hohere Power der statistischen Auswertung ware
daher sinnvoll. Dies kénnte durch eine prospektive Fortflihrung dieser Studie und der Rekru-
tierung weiterer Patienten mit Varianten in COL4A3/COL4A4 erreicht werden. In den bisheri-
gen Publikationen zu ARAS bzw. TBMN wurden generell eher kleinere Kohorten untersucht,
weshalb ein Zusammenschluss der einzelnen Kohorten durch Kooperationen zu einer groRe-
ren anzustreben ist. Denkbar wére auch eine Metaanalyse bereits publizierter ARAS-/TBMN-
Patienten und eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation mit einer Einteilung der COL4A3-/COL4A4-

Varianten wie in dieser Arbeit vorgenommen in trunkierende vs. nicht trunkierende.

Zusatzlich trat ein Selektions-Bias auf, da die meisten TBMN-Patienten aus Familien rekrutiert
wurden, in denen ein Indexfall mit einem AS bereits bekannt war. Neben den nachsten Fami-
lienmitgliedern wurden dabei Verwandte ausgewahlt, bei denen bereits renale Symptome wie
mikroskopische Hamaturie oder Proteinurie bekannt waren. Ein weiterer Stérfaktor in dieser
retrospektiven Studie war ein Recall-Bias, da sich vor allem TBMN-Patienten teilweise nicht
mehr an zurickliegende Untersuchungen oder deren Befunde erinnerten. Aullerdem waren
alte Unterlagen haufig nicht mehr vorhanden oder ehemalige behandelnde Arzte nicht kon-
taktierbar. Deshalb wurde in dieser Arbeit auch von ,berichteten Symptomen” geschrieben.
Da TBMN haufig subklinisch bzw. ohne Leidensdruck bei den Betroffenen verlauft, fanden bei
den wenigsten Patienten mit monoallelischen Varianten in COL4A4/COL4A4 regelmaRige Kon-
trolluntersuchungen statt. Nephrologische Untersuchung erfolgten bei TBMN-Patienten hau-
fig erst nach der in einer Sequenzanalyse nachgewiesenen COL4A3-/COL4A4-Variante oder
zufallig z.B. bei Musterungen oder arbeitsmedizinischen Untersuchungen. Um diese Storfak-
toren zu umgehen ist daher zu empfehlen, diese Studienkohorte prospektiv zu begleiten und

im Idealfall mehr Patienten zu rekrutieren.
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Beim jungen medianen aktuellen Alter der Patienten von 33 Jahren (ARAS-Patienten 18 Jahre,
TBMN-Patienten 36 Jahre) sind engmaschige nephrologischen Kontrollen wichtig. Dies gilt ne-
ben den von ARAS betroffenen biallelischen Tragern von COL4A4-/COL4A4-Varianten auch fur
die TBMN-Patienten, da das mediane Erstmanifestationsalter von ESRD fiir Trager monoalle-
lischer COL4A4-/COL4A4-Varianten von 53/72 Patienten, die jinger als 50 Jahre sind, erst noch
erreicht wird (Deltas et al., 2015; Furlano et al., 2021; Andreas Matthaiou et al., 2020; Pierides
et al., 2009; Voskarides et al., 2007). Ein besonderes Augenmerk muss auf die 25/72 Patienten
mit einer monoallelischen Variante in COL4A4/COL4A4 und Proteinurie gelegt werden, da fir

sie ein signifikant hoheres Risiko fir ESRD publiziert wurde (Furlano et al., 2021).
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5. Zusammenfassung

Die hereditaren Nierenerkrankungen Alport-Syndrom (AS) und Nephropathie der diinnen Ba-
salmembran (TBMN) gehoren zu den Kollagen Typ IV-Erkrankungen und weisen ein breites
Spektrum an klinischen Symptomen auf. Pathogene Varianten in COL4A3/COL4A4 sind mo-
noallelisch mit TBMN und biallelisch mit dem autosomal-rezessiven Alport-Syndrom (ARAS)

assoziiert.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, eine mogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation bzgl. (wahr-
scheinlich) pathogener Varianten in COL4A3/COL4A4 und klinischer Daten in einer retrospek-
tiven Studie zu analysieren. Dafiir wurden 89 Patienten, die mindestens eine nach den Associ-
ation for Clinical Genomic Science Richtlinien als (wahrscheinlich) pathogen klassifizierte
COL4A3-/COL4A4-Variante trugen, in eine Minchner Kohorte rekrutiert und die Erstmanifes-
tation von mikroskopischer Hamaturie, Proteinurie, terminaler Niereninsuffizienz (ESRD), Au-

genveranderungen und Schwerhorigkeit erhoben.

Trager einer monoallelischen nicht trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Variante berichteten sig-
nifikant haufiger von einer mikroskopischen Hamaturie (46/48 (96%) vs. 14/24 (63%), p =
0,001) und Proteinurie (21/48 (44%) vs. 4/24 (17%), p = 0,035) als Patienten mit einer trunkie-
renden COL4A3-/COL4A4-Variante. Diese Korrelation von nicht trunkierenden COL4A3-
/COL4A4-Varianten bei TBMN-Patienten mit einer héheren Pravalenz fur die Leitsymptome
von TBMN konnte erstmals in dieser Arbeit gezeigt werden und kénnte ein Hinweis auf einen

dominant-negativen Effekt sein.

Die 6 Patienten mit biallelischen trunkierenden COL4A3-/COL4A4-Varianten hatten ein signi-
fikant niedrigeres Alter bei Erstmanifestation mikroskopischer Hamaturie (Median: 3. Lj vs. 6.
Lj, p = 0,030) und Proteinurie (Median: 3. Ljvs. 9. Lj, p =0,017) als die 5 Trager biallelisch nicht
trunkierender COL4A3-/COL4A4-Varianten. AuRerdem waren die 6 Trager biallelisch trunkie-
render Varianten in COL4A3/COL4A4 signifikant jlinger bei Erstmanifestation einer Proteinurie
als die 6 Patienten mit biallelisch nicht trunkierender/trunkierender COL4A3-/COL4A4-Varian-
ten (Median: 3. Lj vs. 9 Lj, p = 0,015). Diese Ergebnisse stitzen die aufgrund bereits in der
Literatur existierender Genotyp-Phanotyp-Korrelationen mit AS-Patienten formulierte Hypo-
these, dass trunkierende Varianten in COL4A3/COL4A4 zu einer schwereren klinischen Aus-

pragung von ARAS fihren konnte.
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