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2 Einleitung

Bei 29,5% der Erkrankten mit steroid-resistentem nephrotischem Syndrom (SRNS) und
Krankheitsbeginn im Kindesalter kann eine monogene Ursache gefunden werden (Sadowski,
Lovric et al. 2015). Die fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS) ist haufig das
histologische Korrelat eines SRNS. FSGS bezeichnet einen lichtmikroskopischen Befund der
Niere, der sich bei vielen Nierenerkrankungen unterschiedlicher Atiologie manifestieren kann.
Inzwischen konnten viele monogene Ursachen fiir FSGS im Kindesalter identifiziert werden.
Bisher gibt es jedoch nur wenig Daten zu adulten Patienten mit hereditdren FSGS-Formen. Ziel

dieser Arbeit ist die Identifizierung genetisch bedingter FSGS-Formen bei adulten Patienten.

2.1 Anatomie und Physiologie der Niere

Die Nieren gehdren zu den vitalen Organen des menschlichen Korpers. Sie sind paarig angelegt
und liegen im retroperitonealen Raum. Die Blutversorgung erfolgt durch die renalen Arterien.
Die Nieren Ubernehmen die Filter- und Entgiftungsfunktion (u.a. Ausscheidung von
Ammoniak) des Blutes. Hierfir stellen Sie ein Ultrafiltrat des Blutes, den Urin, her. Dieser wird
uber die Harnleiter in die Blase abtransportiert und schlieBlich Uber die Harnréhre
ausgeschieden. Die Nieren spielen zudem eine essenzielle Rolle in der Aufrechterhaltung des

Flussigkeit- und Elektrolythaushalts des menschlichen Korpers.

Das Nephron ist die strukturelle Untereinheit der Niere, welche die Filtration des Blutes
gewahrleistet. Jede Niere enthalt schatzungsweise 1 Million Nephrone. Diese setzten sich aus
dem in der Nierenrinde liegendem Nierenkdrperchen und dem bis ins Nierenmark

projizierenden Nierentubulus zusammen.

Das Nierenkorperchen besteht aus einem Gefaltknaul, dem Glomerulum, welches von der
Bowman-Kapsel — einer doppelwandigen aus Plattenepithel bestehende Struktur — umgeben ist.
Auf dieser Ebene findet die Ultrafiltration des Blutes statt. Das Blut erreicht die Glomeruli Giber
eine afferente Arteriole und fliel3t Uber die efferente Arteriole ab. Das zwischen afferenter und
efferenter Arteriole bestehende Druckgefalle dient als Filtrationsdruck. Das Ultrafiltrat passiert
hierbei die Blut-Harn-Schranke, bestehend aus fenestriertem Kapillarendothel, glomerulérer
Basalmembran und Podozyten. Die Podozyten sind terminal differenzierte Zellen, welche nicht

mittels Zelldivision regenerieren kdnnen. Ihr Untergang spielt deshalb eine zentrale Rolle beim



Fortschreiten der Sklerose bei FSGS. Die von Podozyten ausgebildeten Ful3fortsatze bilden das
viszerale Blatt der Bowman-Kapsel und bedecken eng ineinander verzahnt die Arteriolen des
glomeruldren Kapillarknaul (Abbildung 1+ 2). Zwischen den Ful3fortsétzen befindet sich das
Schlitzdiaphragma, an dessen Aufbau u.a. Nephrin und Podocin beteiligt sind, zwei Proteine,
deren Dysfunktion typischerweise zu einer FSGS fiihrt (Abbildung 2). Das tber die Blut-Harn-
Schranke filtrierte Blut wird nach tbertreten in den Bowman-Raum als Ultrafiltrat oder auch
Primdrharn bezeichnet. VVon hieraus flieBt der Primérharn in die Nierentubuli, wo er durch

Rickresorptions- und Sekretions-Prozesse zum eigentlichen Harn konzentriert und

ausgeschieden wird.

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme der physiologischen Struktur von Podozytenfortsatzen. Blick aus dem
Bowmanschen Raum auf die von FuRfortsatzen bekleidete Kapillaren. Die sekundéren Fortsatze sind in charakteristischem
Muster eng ineinander verzahnt. (Schumacher, Scharer et al. 1998)



Abbildung 2:Elektronenmikroskopische Aufnahme der Blut-Harn-Schranke, bestehend aus fenestriertem Kapillarendothel (E),
golmerul&rer Basalmembran (B) und podozytéren Fufortsatzen (P). Die Filtrationsrichtung wird mit den schwarzen Pfeilen
angezeigt. Das Schlitzdiagphragma (S) ist unentbehrlich fiir die Aufrechterhaltung der glomerularen Filterfunktion.
Kapillarlumen (C). Angepasst nach: (Mundel and Kriz 1995)

2.2 (Geschichte und Definition Fokal-segmentale

Glomerulosklerose

Die fokal-segmentale Glomerulosklerose wurde erstmal 1970 von Churg et al. in einem Report
fiir die internationale Studie von Nierenerkrankungen bei Kindern beschrieben (Churg, Habib
et al. 1970). Histopathologisch lieR sich die FSGS von der Minimal-Change
Glomperulonephritis (MCGN) durch vermehrte fokale Sklerosierung der Glomeruli
unterscheiden. Man stellte fest, dass die FSGS sich klinisch deutlich haufiger steroid-resistent

zeigte und meist in terminaler Niereninsuffizienz endete.

Abbildung 3: Erstbeschreibung einer FSGS, durch Churg et al. (Churg, Habib et al. 1970). Links zu sehen ist ein
lichtmikroskopisches Bild einer Niere mit multiplen Glomeruli mit fokal variablem Sklerosierungsgrad (minimal bis total). Das
rechte Bild zeigt ein Glomerulum mit segmentaler Sklerose links unten.



Heute definiert man FSGS als ein histomorphologisches Bild, bei dem in einem oder mehreren
Teilbereichen (=segmental) von einem oder mehreren aber nicht allen Glomeruli (=fokal) eine
Matrixvermehrung und Obliteration von Gefal3en vorliegt (Kloppel, Kreipe et al. 2016). Dabei
kann dieses Bild auch nur temporar im Krankheitsverlauf zu finden sein, also in ein anderes
Bild tibergehen bzw. aus einem anderen Bild hervorgehen. Allerdings ist die Sklerose in einem
typischen Verlauf progredient, d.h. in GroRe und Anzahl zunehmend. Histopathologisch wird
die FSGS nach der Columbia-Klassifikation in vier Unterformen eingeteilt (D'Agati, Fogo et
al. 2004). Allen Formen ist gemein, dass es zu einem Untergang der Podozyten-Ful3fortsatze in
den Nieren kommt und somit zu einer Schadigung des Nierengewebes. Die hierbei entstehende
Sklerosierung (=Vernarbung) des Nierengewebes verlauft typischerweise progredient. Klinisch
zeigt sich eine meist rasch entwickelnde Proteinurie gefolgt von chronischem Nierenversagen
bis hin zur Dialysepflichtigkeit. Der Verlauf ist stark von der Genese und dem damit
zusammenhangenden Ansprechen auf die immunsuppressive Therapie abhangig. Zunachst
kommen meist Steroide zum Einsatz, bei Steroidresistenz greift man auf alternative

Immunsuppressiva wie bspw. Cyclosporin zurick.

Da die Ursachen fiir eine FSGS heterogen sind, wird zwischen priméren und sekundaren
Formen unterschieden, wobei ersteres eine Ausschlussdiagnose ist. Die Ursachen fur eine
sekundédre FSGS sind vielfaltig. Hierzu z&hlen toxische Stoffe (z.B. Heroin), Medikamente
(z.B. Sirolimus), Viren (z.B. Hantavirus) oder adaptive Stdrungen (z.B. Nierendysplasie,
Reflux-Nephropathie, langjahriger Hypertonus, Adipositas) (D'Agati, Kaskel et al. 2011).
Pathogentisch wird bei der primaren FSGS ein zugrundeliegender immunologischer Prozess
angenommen, die genaue Ursache ist aber unklar. Die meisten Formen der sekundéarer FSGS
hingegen resultieren aus einer konsekutiven Hyperfiltration ausgeldst durch variable Stressoren
(siehe oben). Die oben beschriebene Einteilung wird leider keineswegs einheitlich gebraucht.
So werden genetische Formen je nach Autor zu den priméren oder sekundéren Formen gezahlt.
Hierbei gilt es zu bedenken, dass sowohl primére als auch genetische Formen der FSGS
zundchst (also pra-Gendiagnostik) als Ausschlussdiagnose gelten. Die pauschale Zuordnung
der genetischen FSGS als primare FSGS ist jedoch verwirrend, da bei letzterer bekanntlich ein
immunologischer Charakter postuliert wird. Unserer Auffassung nach ist somit die

Klassifizierung genetischer Formen als eigene Entitét sinnvoll.



2.3 Hereditare fokal-segmentale Glomerulosklerose

Die Differenzierung zwischen genetischer und nicht-genetischer FSGS ist besonders wichtig,

da sich beide Entitaten deutlich in der Therapie, dem Verlauf und der Prognose unterscheiden.

Genetische Formen der FSGS gelten als seltene Erkrankung (Epidemiologie siehe unten). Beli
der ldentifizierung gilt es insbesondere Komorbiditaten, positive Familienanamnese, Alter bei
Erstmanifestation und Konsanguinitat zu beachten (Scoring siehe unten). Meist findet sich eine

positive Familienanamnese. De-novo-Varianten sind eher selten.

Eine hereditdre Genese wird haufig erst nach Ausschluss sekundarer Formen in Betracht
gezogen. Heutzutage kann durch den Fortschritt und die Kostensenkung moderner
Hochdurchsatzverfahren (next-generation sequencing (NGS) und exome sequencing ES))
h&ufig die krankheitsursachliche Variante in einem bestimmten Gen identifiziert werden. In den
vergangenen Jahren wurden zahlreiche neue Gene mit FSGS assoziierte. Hierbei handelt es sich

fast ausschlieRlich um monogene Erkrankungen.

2.4 Epidemiologie

Schatzungen zufolge liegt die jahrliche Inzidenz der FSGS zwischen 0,2/100.000 und
7/100.000 (Briganti, Dowling et al. 2001, D'Agati, Kaskel et al. 2011, McGrogan, Franssen et
al. 2011). Die Spannweite dieser Schatzungen ist vermutlich auf eine landerabhéngige variable
Indikationsstellung zur Biopsie-Entnahme zuriickfiihren (Briganti, Dowling et al. 2001). Die
FSGS st fur ca. 20% bei Kindern mit nephrotischem Syndrom (NS) und fur 40% bei
Erwachsenen mit NS verantwortlich. In den USA betragt die geschétzte Pravalenz 4% (D'Agati,
Kaskel et al. 2011). Hier stellt die FSGS die dritthaufigste Ursache fur chronisches
Nierenversagen bei Kindern dar (Hamiwka, Midgley et al. 2008).

Schatzungen zufolge leiden mindestens 10% der dialysepflichtigen Patienten an einer
hereditdren Grunderkrankung (Devuyst, Knoers et al. 2014, Braunisch, Riedhammer et al.
2021). Somit ist eine hereditire Atiologie neben Diabetes mellitus, Bluthochdruck,
Glomerulonephritis und Pyelonephritis eine der hdufigsten Ursachen fir eine terminale
Niereninsuffizienz. Hereditdre Formen der FSGS enden fast immer in einer chronischen
Niereninsuffizienz. Die meisten genetischen FSGS-Typen befinden sich im niedrigen
Prévalenzbereich. In Summe stellen sie dennoch einen nicht unerheblichen Teil aller FSGS-

Erkrankungen dar. Der genaue Anteil an genetischem Formen ist noch nicht bekannt und aktuell



Gegenstand der Forschung. FSGS stellt sehr hdufig das histologische Korrelat eines SRNS dar
(Gulati, Sengupta et al. 2006, Benoit, Machuca et al. 2010, Mubarak, Kazi et al. 2012, Asinobi,
Ademola et al. 2015). Bei letzterem konnte kiirzlich in einer Studie nachgewiesen werden, dass
ca. 30% der Patienten krankheitsursachliche (pathogene und wahrscheinlich pathogene)
Varianten in einem von 27 FSGS-Genen tragen. Aufgrund der friihen Manifestation monogener
Erkrankungen korreliert die Haufigkeit genetischer Formen der FSGS invers mit dem Alter der
Patienten (Hinkes, Vlangos et al. 2008, Sadowski, Lovric et al. 2015, Lovric, Ashraf et al.
2016). Bisherigen Untersuchungen zufolge lag die diagnostische Trefferquote bei Patienten
>21 Jahre (bei Studieneinschluss) zwischen 7% (fur nicht selektierte Kohorten) (Groopman,
Marasa et al. 2019) und 12-14% (flr selektierte Kohorten) (Santin, Bullich et al. 2011,
Gribouval, Boyer et al. 2018). Bisher wurden insgesamt nur wenige Gene bei Patienten mit
Erstdiagnose im Erwachsenenalter gefunden. Ndheres zum Erkrankungsalter bei FSGS wird

unten diskutiert.

2.5 Atiologie und Pathogenese
2.5.1 Pathogenese der FSGS

Fur die Genese der idiopathischen (primaren) FSGS wird ein im Blut zirkulierender
immunologischer Faktor angenommen (Shalhoub 1974). Grund fir diese Annahme ist unter
anderem die Rekurrenz der Erkrankung in Transplantatnieren bei betroffenen Patienten sowie
das Ansprechen der Erkrankung auf immunsuppressive Therapie (Savin, Sharma et al. 1996).
Die genaue Ursache ist jedoch aktuell Gegenstand der Forschung.

2.5.2 Theoretische Grundlage

Die Entstehung der FSGS vom klassischen Typ wurde ausfiihrlich am Rattenmodell untersucht
(Kriz 2003). Grundlage fur das unten beschriebene pathogenetische Modell ist die Unféhigkeit
zur Replikation der Podozyten. Dieses Merkmal konnte in den meisten histologischen
Untersuchungen bestétigt werden. Eine Ausnahme hierzu bildet die kollabierende FSGS, bei
welcher replizierende Podozyten nachgewiesen wurden. Allerdings fand die Replikation auf
nur schlecht kontrollierte Art und Weise (also dysfunktional) statt. Bei der FSGS vom
klassischen Typ fuhrt der Verlust von Podozyten zu einer inkompletten Bedeckung des
Kapillarendothels. Es kommt zur Bildung einer Adhésionsstelle zwischen dem parietalen Blatt
der Bowman-Kapsel und der golmeruléren Basalmembran (Kriz 2003). Hierdurch entsteht eine

Spaltbildung im parietalen Epithel, wodurch das l&dierte Glomerulum in direkten Kontakt mit
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dem Interstitium kommt. Dies flihrt zu einer Fehlleitung von Flissigkeit in das Interstitium statt

in den Bowman-Raum (Abbildung 4).

Abbildung 4: Schematische Darstellung der fehlgeleiteten Filtration im Glomerulum. Die glomerulére Basalmembran ist
schwarz dargestellt. Das Filtrat tritt in einen paraglomeruléren, interstitiellen Raum aus (Quelle:(Kriz 2003)).

Dies initiiert eine interstitielle Gewebsvermehrung mit Fibroblasten. Der Prozess kann sich
uber den vaskuldren Pol auf das gesamt Glomerulum ausweiten und schlussendlich in einer
globalen Sklerose enden. In dem Fall, in dem die betroffenen Kapillaren obstruieren, kann die

Sklerosierung in einer fokalen Narbe ohne weiter Progression enden.
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Abbildung 5: Histologischer Schnitt einer FSGS. (a) Frithstadium. Sternchen markiert die Kontaktstelle. Der paraglomerluére
Raum enthélt perfundierte, kollabierte und hyalinisierte Kapillaren. Die Pfeile markieren den Prozess der
Fibroblastenproliferation. (b) Fortgeschrittenes Stadium mit ausgepragter Proliferation im Interstitium (Kriz 2003).#

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Podozytenschaden und konsekutive FSGS durch
die Injektion von Antikorpern oder Toxinen, die gegen endogene oder ektopisch exprimierte
Podozytenmolekile gerichtet sind, verursacht werden. Wharram et al. (Wharram, Goyal et al.
2005) verwendeten ein Rattenmodell, in dem sie einen Verlust von Podozyten durch die
Expression eines Diphtherie-Toxin-Rezeptor-Transgens hervorriefen. Hierdurch ist es mdglich,
Podozyten mit Diphtherie-Toxin anzugreifen. So konnte gezeigt werden, dass der
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Podozytenverlust zur einer Glomerulosklerose fihrt, die mit einer Verdickung der
Basalmembran einhergeht. Diese Studie lieferte direkte Beweise dafur, dass ein
Podozytenverlust Glomerulosklerose verursacht. Frenk et al. (Frenk, Antonowicz et al. 1955)
induzierte am Rattenmodell ein nephrotisches Syndrom, das durch Aminonukleosid
hervorgerufen wird. Sie fanden heraus, dass das durch Aminonukleosid hervorgerufene
nephrotische Syndrom erhebliche Veranderungen in der glomerularen Struktur verursachte,
einschliellich einer Zunahme der Grél3e der mesangialen Matrix und einer Verdickung der
glomeruléren Basalmembran und schlussendlich eine FSGS verursacht. Diese Studie lieferte
frihe Beweise dafir, dass Toxine FSGS verursachen kdnnen. Smeets et al. (Smeets, Dijkman
et al. 2003) verwendeten ein Mausemodell, bei dem sie durch die Expression eines humanen T-
Lymphozyten-Antigens in Podozyten eine Albuminurie induzierten. Hierdurch wurden
Verénderungen der Podozyten herbeigefuhrt, die charakteristisch fir FSGS sind. Weitere
Veranderungen waren eine Proliferation der Mesangialzellen und eine Verdickung der
glomeruldren Basalmembran. Diese Studie lieferte Hinweise dafir, dass genetische Faktoren
moglicherweise eine Rolle bei der Entstehung der idiopathischen FSGS spielen kénnen. Auch

liefert diese Studie Indizien fir eine immunologische Genese der FSGS.

2.5.3 Atiologie der sekundaren FSGS

Sekundare Formen von FSGS entstehen aufgrund von priméren Einflissen wie z.B. chronische
Erkrankungen (Hypertonus, Diabetes mellitus, renal Dysgenesie) und Infektionen (HIV,
Hantavirus). Die meisten Formen der sekundéren FSGS resultieren aus einer konsekutiven
Hyperfiltration des noch funktionellen Parenchyms. In experimentellen Studien am
Rattenmodell flhrt der Verlust von mehr als 40% der Podozyten zur Auspragung einer FSGS
mit Proteinurie und reduzierter Nierenfunktion (Wharram, Goyal et al. 2005). Es gibt aber auch
Stressoren wie beispielsweise Viren (HIV and parvovirus B19) oder Medikamente (Interferon-

a), welche auf direkten Wegen zur podozytaren Dysfunktion flihren.

2.5.4 Atiologie genetischer FSGS

Genetische Ursachen werden h&aufig einer der beiden Formen (primdr oder sekundar)
zugeordnet, sollten jedoch - wie oben bereits erwéhnt - eine eigene Entitét bilden. Genetischen
Ursachen liegt meist eine Fehlfunktion podozytdrer Proteine zugrunde. Es konnten bereits
multiple Proteine des podozytaren Zytoskletts, podozytare Stoffwechselproteine und Proteine

der Schlitzmembran mit FSGS assoziiert werden (genauere Beschreibung siehe unten).

Bei allen FSGS-Formen kommt es letztlich zu einer Schadigung der podozytéren

Filtrationsbarriere in den Glomeruli. Dies fuhrt zum Verlust von Filterfunktion und zum
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Zusammenbruch der Filtrations-Barriere in den Glomeruli. Konsekutiv kommt es zu einer
Proteinurie. In voller Auspragung kommt es zu einem nephrotischen Syndrom, mit den
typischen Symptomen wie u.a. Odembildung, Hypertonie, Thromboseneigung und

Infektanfalligkeit. Chronisch fuhrt dieser Prozess meist zur Niereninsuffizienz.

2.5.4.1 Genetik bei FSGS

Die meisten fiir erbliche Formen der FSGS verantwortlichen Gene kodieren fur Podozytéare
Proteine und sind Teil der Schlitzmembran, des Zytoskeletts oder Signal- und
Stoffwechselproteine (Tab. 2). Es werden vorwiegend autosomal-rezessive Vererbungsmuster
beobachtet. Die Betroffenen erkranken typischerweise in der friihen Kindheit (siehe Tabelle
Erkrankungsalter bei FSGS). Deutlich seltener werden X-gebundene oder autosomal-
dominante Vererbungsmuster beobachtet. Die genaue Lokalisation der betroffenen

Genprodukte ist in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Genort Protein Funktion Lokalisation Vererbungsmodus | OMIM
11p13 WT1 Transkriptionsfaktor mit Einfluss auf Podozytenhomdostase (genaue Podozyt AR/AD 256370
Funktion unbekannt) (Hall, Gbadegesin et al. 2015)
19913 Nephrin Teil der Schlitzmembran/Diaphragma (Tryggvason, Patrakka et al. 2006) Podozyt AR 602716
1925 Podocin Transmembranprotein mit Lokalisation im Bereich der Schlitzmembran Podozyt AR 600995
(Tryggvason, Patrakka et al. 2006)
3p21 LAMB2 Protein der glomerularen Basalmembran (Tryggvason, Patrakka et al. Extrazellulare Matrix AR 609049
2006)
LMX1B 9g34.1 LMX1B Transkriptionsfaktor, der bei der Differenzierung der PodozytenfuRe und Podozyt AD 161200
Aufrechterhaltung der Podozytenstruktur eine zentrale Rolle spielt
(Isojima, Harita et al. 2014)
NPHS3/ 10g23-gq24 | PLCE1 Phospholipase C epsilon 1, Podoyten-Differenzierung und Proliferation Podozyt AR 608414
PLCE1 (Yu, Choi et al. 2020)
12p12.3 Rezeptor-ghnliches Membranprotein; Protein Tyrosine Phosphatase Podozytenmembran AR 614196
Receptor Type O (Ozaltin, Ibsirlioglu et al. 2011)
19913 a-Actinin 4 Aufbau des Podozytenful’-Zytoskeletts (Tryggvason, Patrakka et al. 2006) Podozyt AD 603278
11921-22 TRPC6 Nicht selektiver Kationenkanal, essenziell Podozytenfunktion (Tryggvason, | Podozyt/Endothelzelle AD 603965
Patrakka et al. 2006)
6p12.3 CD2AP Zytoskelett-Aufbau (D'Agati, Kaskel et al. 2011) Podozyt AR/AD 607832
14932.33 INF2 Zytoskelett-Stabilisierung (D'Agati, Kaskel et al. 2011) Podozyt AD 613237
15922.2 MYO1E Zytoskelett (D'Agati, Kaskel et al. 2011) Podozyt AR 614131
C0Q2 4021-q22 C0oQ2 CoQ10-Biosynthese (Chen and Liapis 2015) Podozyt (Mitochondrium) AR 609825
COQ6 14924.3 Q10-Monooxy- CoQ10-Biosynthese (Chen and Liapis 2015) Podozyt (Mitochondrium) AR 614647
genase 6
CoQs8B/ 19g13.2 COQ8B/ADCK4 CoQ10-Biosynthese (Chen and Liapis 2015) Podozyt (Mitochondrium) AR 615573
ADCKA4
SMARCAL1 | 2g34-936 SMARCAL1 Transkriptionsfaktor (Santangelo, Gigante et al. 2014) Podozyt AR 242900
COL4A3 2036.3 Collagen alpha-3 Glomerulére Basalmembran (Daga, Donati et al. 2020) Extrazelluldre Matrix AR/AD 203780
2936.3 Collagen alpha-4 Glomerulére Basalmembran (Daga, Donati et al. 2020) Extrazellulare Matrix AR/AD 203780
Xq22.3 Collagen alpha-5 Glomerulére Basalmembran (Daga, Donati et al. 2020) Extrazelluldre Matrix XL 301050

Tab. 1: Auswahl von Genen, Erbgéngen und betroffenen Proteine (adaptiert nach (Buscher and Weber 2017)). AR=autosomal-rezessiv; AD=autosomal-dominant; XL=X-linked.
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Abbildung 6: Darstellung vom molekularen Aufbau des Podozytenfortsatzes und den fur hereditédre FSGS relevanten Gene.
Angepasst nach (D'Agati, Kaskel et al. 2011). Farblich dargestellt bzw. nachgetragen wurden die mit FSGS assoziierten Gene
und ihre Lokalisation im Glomerulum.

2.6 Klinik

Nachfolgend wird nur im Wesentlichen auf die nicht hereditdren Formen der FSGS
eingegangen. Die genetischen Formen, welche im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen, werden

anschlieRend praziser erlautert.

2.6.1 Priméare FSGS

Im Zentrum der Erkrankung steht die rasche Entwicklung eines nephrotischen Syndroms sowie
der dazugehorigen Symptome. Hierbei handelt es sich um einen Symptomkomplex, welcher
definitionsgeman folgende vier Kriterien erfullen muss:
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e Proteinurie >3,5 g/1,73 m?/24 h
e Hypoproteindmie
e Hypalbuminamische Odeme

e Hyperlipoproteindmie

Durch die Proteinurie ist die Albuminkonzentration im Serum erniedrigt. Der hieraus
resultierende erniedrigte kolloidosmotische Druck bedingt einen Flussigkeitsstrom von den
GefaRen in das umgebende Gewebe. Es kommt zu hypalbuminamische Odeme, die sich auch
als Pleuraerguss und Lungenddem manifestieren kdnnen. Den Eiweilverlust versucht der
Korper, durch kompensatorische Produktion von Lipoproteinen in der Leber zu kompensieren.
Es resultiert eine Hyperlidpidamie. Der Flussigkeitsverlust fuhrt zudem zur Aktivierung von
RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System), welches tber eine Verengung der Blutgefalie
zu einer arteriellen Hypertonie fiuhrt. Da beim EiweiBverlust auch Antikorper, insbesondere
IgG verloren gehen, entsteht eine vermehrte Infektneigung der Erkrankten. Durch den Verlust

von AT Il entsteht eine Thromboseneigung insbesondere in den Nierenvenen.

Bei der initialen Diagnose einer FSGS prasentieren sich 20-30% der Patienten bereits mit einer
chronischen Niereninsuffizienz und 30-45% mit einer Hypertonie (Kldppel, Kreipe et al.
2016). Bei etwa 20-30% der Patienten mit FSGS liegt eine asymptomatische Proteinurie vor
(Kuhlmann, Walb et al. 2008). Unbehandelt kommt es im Verlauf meist zu einem chronischen
Nierenversagen. Etwa 70% der Patienten sprechen auf eine Therapie an, worunter sich Verlauf

und Prognose positiv beeinflussen lassen (Prof. Dr. med. Teut Risler and Kiihn 2008).

2.6.2 Sekundare FSGS

Neben der Entwicklung eines nephrotischen Syndroms orientiert sich die Symptomatik bei
sekundaren Formen der FSGS an den Haupterkrankungen. Hierzu zéhlen Nierendysplasie,
langjédhrigem Hypertonus, Diabetes mellitus, HIV-Infektion, Hantavirus-Infektion, Drogen-

Abusus etc.

2.6.3 Hereditare FSGS

Hauptsymptom bei Erstdiagnose dieser heterogenen Krankheitsgruppe ist eine Proteinurie mit
oder ohne Entwicklung eines nephrotischen Syndroms und der oben beschrieben
Folgeerscheinungen. Je nach betroffenem Gen kdnnen typische extrarenale Manifestationen
beobachtet werden (siehe unten). Typisch aber nicht obligat fur diese Gruppe ist eine Resistenz
gegentber immunsuppressiver Therapie. Im Verlauf kommt es meist zum chronischen

Nierenversagen.
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Erkrankungsalter bei hereditarer FSGS

Das Alter der Erstmanifestation reicht vom ersten Lebensjahr bis ins Erwachsenenalter, wobei
der Gipfel im Kindesalter liegt. Die autosomal-rezessiv vererbten Formen zeigen im Mittel ein

jungeres Erkrankungsalter (Tabelle 2) (Kloppel, Kreipe et al. 2016).
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Symbol OMIM Bezeichnung Vererbung | Erkrankungs- | Gen (Genprodukt)
alter
NPHS2 600995 Steroid-resistentes nephrotisches AR 0-10 Jahre PDCN (Podocin)
Syndrom (Typ 2)
NPHS4 256370 WT1-assoziiertes isoliertes AR 0-5 Jahre WT1 (Wilms-Tumor-
nephrotisches Syndrom Suppressorgen)
(Typ 4)
NPHS5 614199 Nephrotisches Syndrom mit AR 0-5 Jahre LAMB?2 (Laminin 2)
und ohne Augenanomalien
(Typ 5)
NPHS6 614196 Nephrotisches Syndrom AR 5-15 Jahre PTPRO (Protein-
Typ 6 Tyrosin-Phosphatase
O/glomeruléres
epitheliales Protein 1,
GLEPP1)
NPHS7 615008 Nephrotisches Syndrom AR 1-15 Jahre DGKE (Diacylglycerol-
Typ 7 mit membranoproliferativer Kinase €)
Glomerulonephritis
NPHS8 615244 Nephrotisches Syndrom AR 0-2 Jahre ARHGDIA (Rho-GDP-
Typ 8 dissociation
inhibitor o)
NPHS9 615573 Nephrotisches Syndrom AR 5-20 Jahre ADCK4 (,,AARF
Typ 9 domain-containing
kinase 4°)
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Typ 6

FSGS2 603965 Fokal-segmentale Glomerulosklerose | AD 5-20 Jahre TRPC6 (,,transient
Typ 2 receptor potential cation
channel C6%)
FSGS1 603278 Fokal-segmentale Glomerulosklerose | AD - ACTN4 (o-Actinin 4)
Typ1l
NPHS3 610725 Frih manifestierendes nephrotisches AR - PLCE1 (Phospholipase
Syndrom (Typ 3) Cel)
FSGS3 607832 Fokal-segmentale Glomerulosklerose | AD - CD2AP (CD2-
Typ3 assoziiertes
Protein)
FSGS5 613237 Fokal-segmentale Glomerulosklerose | AD - INF2 (Formin)
Typ5
FSGS6 614131 Fokal-segmentale Glomerulosklerose | AD - MYO1E (Myosin 1E)

Tabelle 2: Genetische und Klinische Heterogenitat des familidren steroidresistenten nephrotischen Syndroms und der familiéren fokal-segmentalen Glomerulosklerose (FSGS). Die Tabelle enthalt
nicht alle mit FSGS assoziierten Gene. Aufgrund der schnellen technologischen Entwickelung der Genetik sind hier regelmaRig neue Erkenntnisse zu verzeichnen. Angepasste Tabelle nach (Kldppel,
Kreipe et al. 2016)
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Extrarenale Manifestationen

Die genetischen Formen der FSGS konnen isoliert oder assoziiert mit extrarenalen
Manifestationen im Rahmen einer syndromalen Erkrankungen auftreten Je nach betroffenem

Gen werden unterschiedliche extrarenale Manifestationen beobachtet.

Nachfolgend sind fur FSGS als ursachlich gesicherte Gene und die begleitenden Erkrankungen

aufgelistet.

Varianten im COL4A3- und COL4A4-Gen flhren zu einem Alport-Syndrom (AS). Dieses geht
mit einer chronisch progredienten verlaufenden Nephropathie einher und ist in einigen Fallen
assoziiert mit okuldren Veranderungen (anteriorer Lentikonus oder Katarakt) und/oder einer
Schwerhdrigkeit (Storung der Schallempfindung). Kirzlich konnte nachgewiesen werden, dass
Varianten in COL4A3 und COL4A4 auch zu einer FSGS fuhren kdnnen. Braunisch et al. z.B.
berichten Uber eine 34-jahrige Patientin mit einer FSGS und einer Schwerhdrigkeit, der
compound-heterozygote Missense-Varianten im COL4A3-Gen zugrunde lagen (Braunisch,
Buttner-Herold et al. 2018).

Varianten im Exon 2 und 3 des INF2-Gens konnten mit Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie
und FSGS assoziiert werden (Boyer, Nevo et al. 2011). Wichtigstes Symptom der Erkrankung
ist eine sich von distal nach proximal ausbreitender Schwache der GliedmaRen beginnend an
den Handen und FuRen. Zudem zeigten Patienten mit INF2-Varianten in manchen Fallen einen
dem Alport-Syndrom ahnlichen Verlauf (Lee, Han et al. 2011, Rood, Bongers et al. 2016).
Bioptisch konnten bei Patienten mit INF2-Varianten Veranderungen nachgewiesen werden, die
dem Alport-Syndrom oder der IgA-Nephropathie dhnelten (Xie, Hao et al. 2015, Rood, Bongers
et al. 2016). Aber auch Lasionen, die mit einer FSGS vereinbar sind, wurde gefunden. Blischer
et al. berichtet Gber eine 14-kdpfige Familie mit einer pathogenen Variante im Exon 3 des INF2-
Gens, bei der sich bioptisch (bei 2 Familienmitglieder) eine 1gA-Nephropathie bzw. eine
Minimal-Change Glomerulonephritis ohne weitere Zeichen einer FSGS zeigten (Buscher,
Celebi et al. 2018).

Krankheitsursachliche Varianten in dem WT1-Gen konnten mit der Entwicklung eines
nephrotischen Syndroms (histologisch FSGS oder Diffuse Mesangiale Sklerose (DMS)),
gehéduftem Auftreten von Wilms-Tumoren sowie dem Denys-Drash-Syndrom (DDS) assoziiert
werden (Drash, Sherman et al. 1970, Jeanpierre, Denamur et al. 1998, Schumacher, Scharer et
al. 1998). Bei letzterem entsteht aufgrund von Fehlbildungen des duf3eren Genitales ein

Pseudohermaphrodismus. Klamt et al. zeigte, dass Spleil3-Varianten in WT1 zu einem Frasier-
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Syndrom fuhren kénnen (Klamt, Koziell et al. 1998). Dieses ist im Gegensatz zum DDS nicht

mit Wilms-Tumoren, sondern mit der Entstehung von Gonadoblastomen assoziiert.

Lowik et al. zeigte den Zusammenhang zwischen einer Variante in dem mitochondrialen tRNA
Leu(UUR)-Gen und dem Auftreten von FSGS (Lowik, Hol et al. 2005). Derartige Varianten
sind mit dem Auftreten eines MELAS-Syndroms (Mitochondriale Myopathie,
Enzephalopathie, Laktat Azidose und Schlaganfall &hnliche Episoden) assoziiert (Gucer, Talim
et al. 2005, Seidowsky, Hoffmann et al. 2013). Weiterhin kdénnen Diabetes mellitus,

Schwerhdrigkeit, Sehstérungen sowie eine Kardiomyopathie auftreten.

Varianten im ITGB4-Gen sind typischerweise flr familiare Formen der Epidermolysis bullosa
bekannt. Kambham et al. berichtete Uber einen Fall, bei dem eine homozygote Missense-

Variante in diesem Gen zusatzlich zu einer FSGS fuhrte (Kambham, Tanji et al. 2000).

Homozygote Varianten in dem fur ein Membranprotein kodierenden LIMP-2 (SCARBZ2) fiihren
zu einem AMRF-Syndrom (Action myoclonus-renal failure), das mit unwillkirlich
sporadischen auftretenden Muskelzuckungen einhergeht (Balreira, Gaspar et al. 2008,
Berkovic, Dibbens et al. 2008).

Das autosomal-dominant vererbte Nail-Patella-Syndrom (NPS) ist auf Varianten im LMX1B-
Gen zuruckzufihren. Bisher sind Uber 80 pathogene Varianten bekannt. Zu den Symptomen
gehoren Konchendeformitdten wie hypoplastisch oder nicht vorhandene Patella, verformte
Ellenbdgen, dysplastische Finger- und Zehenndgel sowie gehduftes Vorkommen eines
Glaukoms. Dreyer et al. berichteten ber Varianten in LMX1B, die zu NPS mit nephrotischem
Syndrom fiihrten (Dreyer, Zhou et al. 1998).

Varianten im MYH9-Gen werden u.a. mit dem autosomal-dominant vererbten Fechtner-
Syndrom assoziiert. Beim Fechtner-Syndrom entwickeln die Patienten eine dem Alport-
Syndrom &dhnliche Symptomatik, zusétzlich kommt es zu Makrothrombozytopenie, Nephritis
und Schallempfindungsstérung (Ghiggeri, Caridi et al. 2003, Tabibzadeh, Fleury et al. 2019).

Varianten in COQ6 konnten mit sensorineuraler Schwerhgrigkeit bei gleichzeitigem Vorliegen
eines SRNS assoziiert werden. Heeringa et al. identifizierte in 7 von 11 Fallen eine FSGS
(Heeringa, Chernin et al. 2011).

Fallberichte zeigten eine Assoziation zwischen myoklonischer Epilepsie und SRNS (mit FSGS)
bei krankheitsurséchlichen Varianten in COQ2 (Scalais, Chafai et al. 2013).
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Krankheitsurséchliche Varianten in SMARCAL1 sind mit der Schimkeschen Immuno-ossaren
Dysplasie (SIOD) assoziiert. Zu dem Erscheinungsbild zahlen unter anderem Kleinwuchs, T-
Zell-lImmundefizienz, spondylo-epiphysare Dysplasie und Glomerulonephritis (Santangelo,
Gigante et al. 2014).

Krankheitsurséchliche Varianten in LAMB2 wurde mit dem Pierson-Syndrom assoziiert.
Hierbei kommt es neben dem nephrotischem Syndrom zu typischen okuléren Veranderungen

wie einer Mikrokorie (Zenker, Aigner et al. 2004).

An dieser Stelle soll drauf hingewiesen werden, dass aufgrund der schnellen technologischen
Entwickelung regelmaRig neue Erkenntnisse zu verzeichnen sind und die obige Liste zum

Zeitpunkt der Veroffentlichung mdglichweise Liicken aufweist.

2.7 Diagnostik

Liegt klinisch eine nephrotisches Syndrom vor, kann die Diagnose einer FSGS bioptisch mittels
Licht- oder Elektronenmikroskopie gestellt werden. Zur histologischen Klassifizierung der

FSGS-Typen hat sich die Columbia-Klassifikation durchgesetzt.

2.7.1 Histopathologische Klassifizierung

Columbia-Klassifikation:

Die Columbia-Klassifizierung wurde von einem internationalen Team aus Nephropathologen
entwickelt und findet heute im klinischen Alltag Anwendung (D'Agati, Fogo et al. 2004). Im
Folgenden werden die 5 Haupttypen der Kilassifizierung in ihren Kernpunkten

zusammengefasst:

1. FSGS not otherwise specified (NOS): Hierbei handelt es sich um eine
Ausschlussdiagnose. Ein Befund, der nicht mit einer anderen Diagnose kompatibel ist,
wird als NOS FSGS bezeichnet. Typisch fir NOS sind fokale und segmentale
Verdichtung der Kapillarschlingen, Vermehrung der extrazellularen Matrix und
Obliteration der Kapillarlumina.

2. Perihildre Variante: Definiert wird sie durch folgende zwei Kriterien: 1. Vorliegen von
mindestens einem Glomerulum mit perihilérer Hyalinose, mit oder ohne Sklerose und
2. mehr als 50% der Glomeruli mit segmentalen L&sionen miussen eine perihilére
Sklerose oder Hyalinose aufweisen. Zur Diagnose mussen die zelluldre, die Tip-Lé&sion

und die kollabierende Variante ausgeschlossen sein. Diese Variante kommt bei der
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primérer und sekundarer FSGS vor, typisch jedoch ist sie fir sekundére, durch

Hypertonus verursachte Formen.

S S N k. ¢ 3 s

Abbildung 7: Histologische Darstellung der NOS (A-C) und der perihilaren Variante (D-F) der FSGS. Quelle:(D'Agati, Fogo
et al. 2004)

3. Zellulare Variante: Definiert wird sie durch das Vorliegen von mindestens einem
Glomerulum mit intrakapillarer Hyperzellularitat in mindestens 25% der Kapillaren,
welche hierdurch eine Okklusion der Lumina erfahren. Fur die Diagnose miissen die
Tip-Lasion und kollabierende Variante ausgeschlossen werden. Da sich diese Variante

nur schlecht reproduzieren lasst, wird Ihre Existenz von einigen Autoren angezweifelt.
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Abbildung 8: Histologische Darstellung der zelluaren Variante der FSGS. Quelle:(D'Agati, Fogo et al. 2004)
4. Tip-Lé&sion-Variante: Definiert wird sie durch das Vorliegen von mindestens einer
segmentalen Lasion, welche den Harnpol des Glomerulums betrifft. Fir die Diagnose

muss die kollabierende Variante ausgeschlossen werden.

L 7 v = B e LT = - -

Abbildung 9: Histologische Darstellung der Tip-Lasion-Variante der FSGS. Quelle:(D'Agati, Fogo et al. 2004)
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5. Kaollabierende Variante: Definiert wird sie durch das Vorliegen von mindestens einem
Glomerulum mit Zeichen kollabierter Kapillarschlingen und Hypertrophie der dariber
liegenden Podozyten.

-

Abbildung 10: Histologische Darstellung der kollabierenden Variante der FSGS. Quelle:(D'Agati, Fogo et al. 2004)

2.7.2 Histopathologie bei genetischer FSGS

Die Unterscheidung zwischen primarer, sekundarer und genetischer FSGS ist haufig nur in
Zusammenschau histologischer und klinischer Befunde maglich.

Laut meiner Recherchen gibt es bisher keine systematischen Untersuchungen, die sich mit
spezifischen histopathologischen Merkmalen podozytérer Veranderung bei genetischer FSGS
beschaftigt haben. Uber spezifische histopathologische Kriterien, die den hereditdren FSGS-
Formen gemein wadren, ist also bisher wenig bekannt. Aufgrund der sehr heterogenen
Pathophysiologie genetischer FSGS ist ein histopathologisches Merkmal, das allen genetischen
Formen gemein ist, allerdings unwahrscheinlich. So sind zum Beispiel die systemischen

Befunde bei syndromaler FSGS ebenfalls sehr heterogen.
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2.8 Therapie und Prognose

Fur die Therapie und Prognose ist es wichtig, zwischen priméarer, sekundérer und genetischer

Form der FSGS zu unterscheiden.

Die meisten Studien zeigen bei ausbleibender Therapie einen progredienten Verlauf der
idiopathischen FSGS (Rydel, Korbet et al. 1995). Allerdings gibt es auch Hinweise auf
maogliche Spontanremissionen ohne Behandlung (Deegens, Assmann et al. 2005).
Haupttherapiesédule der priméren FSGS sind Kortikosteroide. Die applizierte Dosis liegt bei
1mg/kgKG fiir mindestens 4 bis 16 Wochen (2012). Bei Kontraindikationen fiir Steroide (z.B.
unkontrollierter Diabetes mellitus) kommen alternative Immunsuppressiva wie Cyclosporin A
(CSA) zum Einsatz. Individuen mit einer Steroidresistenz kdnnen alternativ mit CSA at 3-5
mg/kg/d fur 4-12 Monate behandelt werden. Bei CSA-Unvertraglichkeit kommt
Mycophenolat-Mofetil (MMF) (wenn mdglich in Kombination mit Dexamethason) zum
Einsatz. Die Effektivitat weiterer Immunsuppressiva wie Rituximab werden aktuell noch in

Studien evaluiert.

Bei der sekundaren FSGS steht die Therapie der zugrundliegenden Erkrankung im
Vordergrund. So sollte bei bekanntem Hypertonus oder Fettleibigkeit eine Blutdrucksenkungen
bzw. eine Lebensstielverdnderung angestrebt werden. Sind FSGS-auslésende Noxen

verantwortlich, sollten diese gemieden werden.

Familiare Formen gehdren meist zur Gruppe der SNRS, d.h. sie sind Steroiden gegeniiber
therapierefraktér. Da es sich nicht um einen immunologischen Prozess handelt, sind alternative
Immunsuppressiva ebenfalls meist nur wenig hilfreich. In wenigen Féllen kann jedoch auch ein
Ansprechen auf Immunsuppressiva beobachtet werden (Nourbakhsh and Mak 2017).
Individuen mit einem Risiko-Genotyp fir APOL1 zeigen kein reduziertes Ansprechen auf
Immunsuppressiva (CSA, MMF und Steroide) (Kopp, Winkler et al. 2015). Dennoch zeigen
die meisten Studien keine oder nur eine geringe Effektivitat von Immunsuppressiva. So hat
CSA in Kombination mit Steroiden eine gute Effektivitat bzgl. Remissionserhalt und Reduktion
des Ruckfallquote bei nicht genetischen Formen der SRNS, aber das langfristige Ansprechen
bei genetischem SRNS liegt bei nur 3% (Nourbakhsh and Mak 2017). Die Datenlage zu
alternativen Immunsuppressiva wie Tacrolimus, MMF oder Rituximab und ihrer Effektivitat
bei genetischer FSGS ist sehr gering. Somit bleibt bei genetischer FSGS héufig nur die
supportive Therapie mit Substanzen wie ACE-Hemmer (zur Inhibition von Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System) (Nourbakhsh and Mak 2017). Diese zeigen hdufige gute antiproteinurische
Effekte. Personalisierte Therapie bietet sich bei Individuen mit Varianten in
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stoffwechselrelevanten Proteinen an. Diese machen mit bis zu 5% einen nicht unerheblichen
Teil aller genetisch bedingten Formen der SRNS aus (Drovandi, Lipska-Zietkiewicz et al.
2022). Podozyten bendtigen besonders viel Energie, was sie besonders anféllig fir
Fehlfunktionen im Energiestoffwechsel macht. Bei krankheitsursachlichen Varianten in
Proteinen der Coenzym Q10-Biosynthese (COQ2, COQ6, COQ8 und ADCK4) kann eine
Supplementierung von CoQ10 erfolgen. Man geht davon aus, dass hierdurch der oxidative
Stress in Podozyten reduziert werden kann. Multiple Kleine retrospektive Studien und
Fallberichte konnten eine positive Auswirkung durch die Supplementierung u.a. auf Proteinurie
zeigen (Chen and Liapis 2015, Maeoka, Doi et al. 2020). Kirzlich konnte in einer
Vergleichsstudie (mit gepaarten Gruppen fur Genotyp, Alter, Nierenfunktion und Proteinurie)
eine Reduktion der Proteinurie 12 Monate nach Start der Supplementierung um 88% erzielt
werden. Besonders hédufig zeigte sich eine komplette Remission der Proteinurie bei
krankheitsurséchlichen Varianten in COQ6 (Drovandi, Lipska-Zietkiewicz et al. 2022). Neben
der nephrologischen Therapie ist bei genetischen Erkrankungen auf moégliche systemische
Implikationen und behandlungsbedirftige Begleiterscheinung zu achten. Ein Beispiel wéren
krankheitsurséchliche Varianten in LAMB2, welche mit okuldren Manifestationen einhergehen.
In solchen Féllen sollte eine friihzeitige ophthalmologische Vorstellung erfolgen, um einer
maoglichen  Amblyopie-Entwicklung durch addquate Therapie vorzubeugen. Eine
Zusammenfassung aller systemischen Begleiterkrankungen findet sich unter extrarenale

Manifestationen.

Supportiv werden bei allen Formen Antihypertensiva (ACE-Hemmer und AT1-Blocker)
verwendet. Letztere senken den intraglomeruldren Druck und reduzieren so die Proteinurie. Im
Endstadium der Erkrankung, der Niereninsuffizienz, kommen unabhdngig von der
Erkrankungsursache Nierenersatzverfahren und Nierentransplantationen zum Einsatz. Hierbel
ist zu beachten, dass bei manchen Formen, vor allem der priméren FSGS, eine Rekurrenz der

Erkrankung im Transplantat vorkommen kann.

2.9 Abgrenzung der idiopathischen FSGS zur Minimal-

Change-Glomerulonephritis

FSGS und MCGN gehdren zum Spektrum des idiopathischen nephrotischen Syndroms. Bei
beiden Entitaten wird ein zugrundeliegender gemeinsamer immunologischer Prozess vermutet,

die genaue Pathophysiologie ist aber nicht bekannt. Der zentrale Unterschied beider
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Erkrankungen liegt in dem ungleichen Ansprechen auf die Therapie mit Steroiden, wobei
MCGN im Schnitt deutlich besser als FSGS anspricht. Hieraus resultiert eine wesentlich
bessere Prognose bei Erkrankten mit friihzeitiger Steroidtherapie einer MCGN im Vergleich
zur FSGS. Lichtmikroskopisch zeigt sich bei der MCGN im Gegensatz zur FSGS
typischerweise ein blander Befund. Nur die Elektronenmikroskopie kann eine diffuse
Verbreiterung und Verschmelzung der Podozyten-Ful3fortséatze in Sinner einer Schadigung der

Blut-Harn-Schranke aufzeigen.

Die allgemeine Textbuchauffassung ist, dass FSGS und MCGN 2 unterschiedliche
Krankheitsbilder sind. Dennoch gibt es starke Hinweise darauf, dass MCGN und FSGS die
gleiche Erkrankung in unterschiedlichen Stadien reprasentieren. Maas et al. (Maas, Deegens et
al. 2016) hat in einer Ubersichtsarbeit diverse Argumente nach systematische Literatur
Recherche fir und gegen eine gemeinsame Atiologie der FSGS und MCGN

zusammengetragen. Nachfolgend gehe ich auf die Kernpunkte dieser Arbeit ein.

Es gibt diverse Fallstudien, die darauf hinweisen, dass beide Entitaten bei den gleichen
Individuen beobachtet werden kénnen und dass MCGN zu FSGS fortschreiten kann. Auch
zeigen beide Erkrankungen ahnliche Risikofaktoren wie Ubergewicht und Bluthochdruck.
Klinisch sind beide Erkrankungen durch Proteinurie und nephrotisches Syndrom
gekennzeichnet. Bei MCGN zeigt die lichtmikroskopische Untersuchung meist keine oder nur
geringe Veranderungen. In die Elektronenmikroskopie lassen sich zarte Veranderungen der
Podozysten-FulRfortsdtze erkennen. Dies konnte ein Hinweis daftr sein, dass MCGN ein friihes
Stadium der FSGS reprasentiert. Ahnlich wie bei der MCGN finden sich bei friihen Rezidiven
einer FSGS nach Transplantation keine mikroskopisch sichtbaren Schaden. Die Tatsache, dass
frihe Rezidive einer FSGS im Transplantat im Gegensatz zu einer MCGN (in der Eigenniere)
nur schlecht auf Steroide ansprechen, fuhren die Autoren auf diversen Faktoren wie unter
anderem eine hoéherer immunologische Abnormalitét in spaten Krankheitsstadien zuriick. In
den meisten Tiermodellen entwickelt sich nach Podozyten-Fulifortsatz-Verschmelzung (wie
man es von MCGN kennt) unter persistierende Proteinurie immer eine FSGS. Es gibt Hinweise
aus dem Mausmodell, dass CD34+ mononukledre Zellen des peripheren Blutes sowohl bei
FSGS als auch bei der MCGN eine pathogenetische zentrale Rolle spielen. Es gibt Uberlappung
im Therapieansprechen auf Steroide: MCGN-Erkrankte die keine Effekt zeigen, FSGS-
Erkrankte die gut ansprechen. Es gibt diverse krankheitsursachliche Varianten wie z.B. in den
Genen NPHS2 und WT1, die sowohl mit MGCN und FSGS in Assoziation gebracht wurden.

Es gibt insgesamt also einige Hinweise auf einen gemeinsamen atiologischen Ursprung fur die
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MCGN und die idiopathische FSGS. Es gibt wenig Daten dazu, ob sich diese Erkenntnis im

Allgemeinen auf andere Formen der FSGS (sekundare oder genetisch) ibertragen lasst.

Stand der Forschung

Bis dato konnten bereits mehr als 50 Gene mit FSGS/SRNS assoziiert werden (Lovric, Ashraf
et al. 2016, Bierzynska, McCarthy et al. 2017, Ashraf, Kudo et al. 2018, Lepori, Zand et al.
2018, Varner, Chryst-Stangl et al. 2018). Hierbei handelt es sich fast ausschlielich um
monogene Erkrankungen. Waéhrend bei Kindern bis zu 30% der Patienten mit SRNS eine
hereditare Genese zeigen, gibt es nur wenig Daten zu adulten Patienten mit einer FSGS.
Hinweise wie eine positive Familienanamnese oder typische Klinik lassen auch bei adulten

Patienten zum Teil genetische Atiologie vermuten.

2.10 Ziele dieser Arbeit

Aufgrund der niedrigeren Prévalenz genetischer Erkrankungen im Erwachsenenalter ist die
Patientengruppe mit einem Manifestationsalter Gber 18 Jahre bisher weitgehend unerforscht.
Hinweise wie z.B. familidre Haufungen lassen genetische Ursachen fur eine FSGS auch im
Erwachsenenalter vermuten. Die Ziele dieser Arbeit sind daher wie folgt:

1. Rekrutierung von FSGS- und SRNS-Patienten mit Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter

uber ein nephrologisches Register.

2. Phénotypische Charakterisierung dieser Patienten mittels eines standardisierten

Fragebogens.

3. Genotyp-Phanotyp-Analyse der Patienten mit nachgewiesener (wahrscheinlich) pathogener

Varianten in einem Krankheitsgen (molekulargenetische Analyse mittels Exomsequenzierung).

4. Untersuchung des prozentualen Anteils krankheitsurséchlicher Varianten in der

Patientenkohorte.
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3 Material und Methoden

Die Entwicklung der Studie erfolgte am Institut flir Humangenetik der Universitatsklinik rechts
der Isar. Ausgefuhrt wurde sie in Kooperation mit der Abteilung fur Nephrologie des Klinikums
rechts der Isar. Die Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen (TUM) hat die

Studie genehmigt.

3.1 Patientenauswahl

Wir screenten 1700 Patienten aus der Abteilung fur Nephrologie des Klinikums rechts der Isar
auf Kriterien, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit mit einer hereditdren Form der FSGS
einhergehen. Durchsucht wurde das Register anhand der zwischen Oktober 2012 und 2017
durchgefuhrten Nierenbiopsien. Regelmalig wurden die nephrologische Ambulanz sowie die
Transplantationsambulanz einschlieBlich der Warteliste fir Nierentransplantationen auf
Patienten mit Risikofaktoren gescreent. Zudem wurde das Patienten-Kommunikations- und
Informationssystem nach den ICD10-Codes fir nephrotisches Syndrom mit FSGS (N04.1)
(Januar 2013 bis Januar 2018) und unspezifische FSGS (N05.1) (Januar 2000 bis Februar 2018)

durchsucht. Zusétzlich zum internen Screening wurden externe Patientenproben analysiert.

Die Einschlusskriterien waren FSGS oder MCGN (Minimal-change-Glomerulonephritis) mit
Verdacht auf eine hereditdre Ursache. Die MCGN z&hlt zusammen mit der FSGS zu den
Podozytopathien. Beide Erkrankungen ahneln sich in lhrer Pathophysiologie und Ihrem
Erscheinungsbild. Sie kdnnen haufig nur durch den klinischen Verlauf unterschieden werden
(naheres zur Uberschneidung beider Krankheitsbilder siehe oben). Mindestens einer der
folgenden Kiriterien sollte hierfiir erfillt sein: Alter bei Erstdiagnose >18, Nierenbiopsie
vereinbar mit einer hereditaren Ursache (z.B. ultrastrukturelle Veranderungen der glomeruléren
Basalmembran in der Elektronenmikroskopie (Haas 2009)), positive Familienanamnese oder
Konsanguinitat, Verdacht auf syndromale Erkrankung und/oder Abwesenheit von Ursachen fiir
eine mogliche sekundére FSGS (zum Zeitpunkt der Erstdiagnose). Weitere Ausschlusskriterien

waren fehlende schriftliche Einwilligung oder die Ablehnung der Teilnahme.

Die rekrutierten Patienten wurden Uber Ziel und Ablauf der Studie aufgeklart. Durch die
Einwilligung erhielt das Institut fir Humangenetik die Erlaubnis, Daten der Patienten zu

erheben und fiir Forschungszwecke mindestens 10 Jahre anonymisiert zu speichern.
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3.2 Erfassung der Patientendaten

Mittels eines standardisierten Fragebogens wurden die klinischen und anamnestischen Daten
der Patienten erhoben. Der Fragebogen erfasste Daten zur Diagnose (z.B. Datum der
Erstdiagnose (ED)), extrarenale Manifestationen, Laborbefunde, bisherige Therapie (z.B.
Héamodialyse oder Nierentransplantation) und Ergebnisse technischer Untersuchungen der
Nieren. Alle relevanten Befunde wurden in einer Datenbank pseudonymisiert gespeichert.
Besonders wichtig fur die Teilnahme an der Studie waren hierbei die Erhebung von Datum der
ED, Histologie der Eigeniere, Familienanamnese und - falls vorhanden - Befunde zu
syndromalen Symptomen. Als Datum der ED galt die friheste Dokumentation einer
Niereninsuffizienz oder damit einhergehenden Klinik (z.B. Proteinurie, Odeme etc.). Die

erhobenen Daten ermdglichten die spatere Phénotyp-Genotyp-Analyse.
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Abbildung 11: Ein standardisierter Fragebogen diente zur Erhebung der Patientendaten (Seite 1)
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Abbildung 12: Fragebogen (Seite 2).
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3.3 Methoden

Groliteils wurden die im Folgenden erlduterten experimentellen Arbeiten dieser Dissertation
von Mitarbeitern des Instituts fir Humangenetik des Helmholtz Zentrums Miinchen und des
Instituts fir Humangenetik des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen

durchgefunhrt.

3.3.1 Probenentnahme

Jedem Studienteilnehmer wurden 1-3 ml EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Blut entnommen.
EDTA dient der Komplexierung von Calcium und somit der Verlangsamung enzymatischer
Abbauprozesse. Die fir die Studie bendtigte DNA (Desoxyribonukleinséure) ist in EDTA-Blut

bei Raumtemperatur Uber mehrere Tage stabil.

3.3.2 DNA-Isolierung

Die DNA-Extraktion erfolgte mittels Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
nach Anweisung des Herstellers.

3.3.3 Automatisierte DNA-Isolierung

Zur automatisierten DNA-Isolierung wurde das Chemagic STAR Kit der Firma Hamilton-Bio

benutzt.

Dieses Verfahren verwendet aus Polyvinylalkohol bestehende, M-PVA magnetische Beads.
Diese ermdglichen aufgrund ihrer hydrophilen Oberflache die Separation von DNA aus

komplexen Proben.

3.3.3.1 Konzentration und Reinheitsprifung

Konzentration und Reinheit der Probe werden spektralphotometrisch gepruft. Hierzu wird ein
NanoDrop 1000 Spektralphotometer verwendet. Genutzt wird hierbei die lichtresorbierende
Eigenschaft der aromatischen Ringe in den Basen der DNA. Gemessen wird die Extinktion bei
einer Wellenldange von 260nm (=0OD260) und 280nm (=0D280). Der hieraus berechnete
Extinktion-Koeffizient (=OD260/0D280) soll zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Zu hohe oder zu
niedrige Werte sprechen fir eine Verunreinigung der Probe. So fuhren Verunreinigungen mit
Proteinen und Phenolen, welche im Bereich von 280nm absorbieren, zu deutlich niedrigeren
Werten.

3.3.4 Amplifikation der DNA mittels PCR

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist ein Verfahren zur

Amplifikation von DNA oder RNA. Genutzt werden thermostabile Polymerasen, die ein
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Template (Ausgangsfragment) auf exponentielle Weise vervielféltigen. Flr die Reaktion
bendtigt werden Template, Primer, thermostabile Polymerase und Nukleotide. Die Primer
fungieren hierbei als Andockstelle fur die Polymerase. Sie legen den Startpunkt der Synthese
fest. Die Nukleotide stellen die Substrate zur Synthese der DNA dar.

Eine PCR besteht grundsatzlich aus den 3 folgenden Schritten:

e Denaturierung (Aufspaltung der DNA-Doppelhelix in DNA-Einzelstrang)
e Annealing (Bindung der Primer an das Template)

e Elongation (Bindung der Polymerase und Synthese der DNA)

Wir verwendeten ein sogenannten Master-Mix.

3.3.5 Uberprufung der PCR

Die Kontrolle der PCR erfolgt mittels Agarosegelelektrophorese. Prinzip der Elektrophorese ist
die Auftrennung geladener Molekiile entlang eines elektrischen Feldes. Im Falle der DNA
macht man sich die negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsauren zunutze. Folglich

wandern Nukleinsauren zum Pluspol.

Die "Wandergeschwindigkeit" der Molekiile korreliert direkt mit ihrer Grolie und Ladung. So
lasst die zuriickgelegte Strecke auf die GroRRe der Nukleinsdure schlieRen.

3.3.6 Reinigung der Nukleinsauren

Zur Reinigung werden MultiScreen PCR-96-well Platten der Firma Millipore verwendet. Diese
erlaubt die Entfernung restlicher Primer, Nukleotide und Polymerasen.

Schlussendlich wird die Probe nochmals mittels Elektrophorese kontrolliert. Die Konzentration
der DNA wird mit einem SpectraMax bestimmt. Wobei bei Werten zwischen 1,8-2,0 von reinen

Proben ausgegangen werden kann.

3.3.7 Exomesequencing

Bei der Exomsequenzierung (ES) handelt es sich um ein Hochdurchsatz-Verfahren, bei dem
nur die kodierenden Bereiche der DNA, dem Exom, vervielfaltig und analysiert werden.
Hierbei handelt es sich um etwa 30 Millionen Basenpaare, also etwa 1% des Genoms. Moderne
Hochdurchsatz-Verfahren, wie das ES, sind um ein Vielfaches kostenginstiger und

zeiteffektiver als herkdmmliche Verfahren wie die Sequenzierung nach Sanger.
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Die ES erfolgt mittels Sure Select Human All Exon 60 Mb V6 Kit (Agilent) und einem
HiSeq4000 (Illumina) oder einem Sure Select Human All Exon 60 Mb V5 Kit (Agilent) und
HiSeq2500 (lllumina)(Kremer, Bader et al. 2017). Dieses Sequenziergerdt erlaubt eine
durchschnittliche 144-fache Abdeckung (Coverage) von mehr als 100-150bp “paired-end

reads".

Im ersten Schritt, der Fragmentation, wird die DNA mittels Ultraschall in etwa 300 bp lange
Fragmente gespalten. AnschlieBend werden beidseits der Fragmente Adapter angehangt. Diese
sind komplementar zu den auf dem Boden der FlieRzelle befindlichen Oligonukleotide.
Nachdem die Adapter gebunden haben, beginnt die DNA-Synthese. Es wird ein
komplementérer Strang synthetisiert. Dieser bindet mit dem an seinem freien Ende befindlichen
Adapter an ein weiteres in der Fliezelle verankertes Oligonukleotid. AnschlieBend bindet die
Polymerase und synthetisiert einen komplementéren Strang (welcher der Sequenz des
Originalstrangs entspricht). Die entstehende Doppelstrang-DNA wird denaturiert, es entstehen
2 an die FlieRzelle gebundene Strange (reverse und forward). Diese Prozedur nennt sich
Briicken-PCR.

Nach der Amplifizierung werden die aus Clustern bestehenden DNA-Fragmente mittels
sequencing-by-synthesis sequenziert. Eine Polymerase fugt Nukleotide ein, welche nach dem
Einfligen die Synthese unterbrechen. Somit wird jeweils immer nur ein Nukleotid pro Runde
eingefligt. Da jedes der vier Nukleotide eine andere Fluoreszierung tragt, kann nach jeder

Runde gemessen werden, welche Base hinzugefiigt wurde.

3.3.8 Sanger-Sequenzierung

Zur Verifizierung der oben beschriebenen ES wurde die Sequenzierung nach Sanger verwendet.
Ahnlich wie bei der PCR katalysiert die Polymerase den von Primern markierten Abschnitt der
DNA. Entscheidend bei der Sanger-Sequenzierung ist die Hinzugabe von je einer der vier
ddNTP Basen zu ansonst vier gleichen Proben. Die durch eine OH-Gruppe am 3'-C-Atom
veranderten ddNTP fuhren bei ihrem Einbau zum Abbruch der Synthese. Es entstehen DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lange, wodurch sich die Einbaustelle der jeweiligen ddNTPs und
somit die Sequenz der DNA bestimmen lasst. Hierzu werden die mit Fluoreszenz markierten

Fragmente mittel Elektrophorese nach GroRe aufgetrennt.
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3.3.9 Datenanalyse

Beim ES werden ca. 20.000 proteinkodierende Sequenzen generiert. Fir den Variantenaufruf
(Variant calling) wurden alle Sequenzen mit dem humanen Referenzgenom (UCSC Genome
Browser build hg19) mittels Burrow-Wheeler Aligner (v.0.7.5a.) aligniert. AnschlieRend
wurden die Sequenzen mittels SAMtools (Version 0.1.19) zur Detektion von Einzelnukleotid-
Varianten, kleinen Insertionen und Deletionen analysiert. ExomeDepth wurde zur Detektion

von Kopienzahlvariationen genutzt (Plagnol, Curtis et al. 2012).

Die detektierten SNV’s. werden auf biologische Relevanz, Funktionalitdt und MAF gefiltert.
Die einzelnen Filterschritte mussen hierbei gut (berlegt sein, um keine wegweisenden
Informationen zur verlieren. Allele mit einer MAF von iber >5% unterliegen keinem starken
Selektionsdruck. Diese Allele sind bereits seit vielen 10.000 Jahren im Umlauf (Keinan and
Clark 2012) und zur Detektion von monogenen Erkrankungen nicht geeignet. Im Gegensatz
hierzu sind Allele mit einer geringen MAF (<1,0%) phylogenetisch jung. Sie finden sich haufig
an monomorphen, hochkonservierten Genloci. Evolutionstheoretisch bleiben diese SNP’s in
der durchschnittlichen Bevolkerung selten, weil die durch sie ausgeloste monogene
Erkrankungen einem negativem Selektionsdruck bedingen. Allerdings ist aufgrund des
exponentiellen Bevélkerungswachstum die Anzahl an seltenen genetische Varianten tber die
letzten 100 Generationen stark angestiegen (Keinan and Clark 2012). Wir nutzen eine Minor
Allel Frequency (MAF) von <0,1% zur Identifizierung von autosomal-dominanten, de-novo-
Varianten und mitochondrialen Varianten. Zur ldentifizierung von autosomal-rezessiven und
X-chromosomalen Erbgangen (homozygot, hemizygot und compound-heterozygot) wurde eine
MAF von <1% verwendet. Aufgrund der bekannten Assoziation mit hereditéreren
Nierenerkrankungen wurde fir Varianten in NPHS2 p.(Arg229GIn) im Zusammenhang mit
bekannten "likely pathogenic™ Varianten eine MAF>1% akzeptiert (Tsukaguchi, Sudhakar et
al. 2002, Tory, Menyhard et al. 2014).

Wenn moglich versuchten wir, Familienmitglieder (am h&ufigsten Elternpaar) in die Studie
einzuschlieBen. Hierdurch lassen sich seltene benigne Varianten herausfiltern und de-novo-
Varianten, die nur beim Kind vorkommen konnen, leichter identifiziert werden. Ebenfalls
lassen sich rezessive Varianten besser erkennen. In Familien, bei denen nur das Kind erkrankt
ist, ermoglichen Triosequenzierungen (Eltern und Kind (Indexpatient)) eine 50% hd&here
diagnostische Trefferquote, und die Anzahl der Kandidatengene lasst sich um das 10fache
reduzieren (Wright, FitzPatrick et al. 2018).
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Populationsdatenbanken wurden zur Bestimmung von Allelfrequenzen genutzt. Hier werden
grolle Mengen an Daten zusammengetragen. Dabei muss beachtet werden, ob nur gesunde
Individuen oder auch kranke Personen enthalten sind. Als Referenz diente die Datenbank des
Helmholtz Zentrum in Miinchen, welche mehr als 16.000 Exome enthélt. Des Weiteren wurden
alle identifizierten Varianten mit o6ffentlich zuganglichen Datenbanken wie der Genome
Aggregation Database (gnomAD) verglichen (volistandige Auflistung der Datenbanken siehe
unten). Als geldst klassifizierten wir nur Félle, die als "likely pathogenic" or "pathogenic" nach
den ACMG-KTriterien eingestuft wurden und einen mit dem Erbgang zu vereinbarenden
Genotyp zeigten (Richards, Aziz et al. 2015, S, E et al. 2019). Eine systematische Recherche
von PubMed, ClinVar und der Human Gene Mutation Database erfolgte zur Bestatigung, ob

die identifizierten Varianten bereits zuvor publiziert wurden.
Seltene Varianten werden zusatzlich mit folgenden Datenbanken abgeglichen:

e In-house Datenbank, (mit Gber 16.000 Exome)
e dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)

e Genome Aggregation Database (gnomAD) (enthalt Exomen/Genomen von (ber
135.000 Individuen (http://gnomad.broadinstitute.orq))

Vorhersageprogramme geben Schétzungen fur die Wahrscheinlichkeit einer Sequenzvariante,
pathogen zu sein ab. Hierbei werden unter anderem die evolutiondre Konservierung und die
biochemischen Implikationen des jeweiligen Aminoséureaustausch betrachtet. Die Genauigkeit
der Algorithmen variiert stark und liegt schatzungsweise zwischen 65-80% (Thusberg,
Olatubosun et al. 2011). Die Verwendung unterschiedlicher Vorhersagetools erlaubt eine

hohere Spezifitat zu erreichen. Wir verwendeten folgenden Vorhersagprogramme:

o SIFT (http://sift.jcvi.org)
o CADD (http://cadd.gs.washington.edu/)
o PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

Alle identifizierten Varianten wurden mittels Sanger-Sequenzierung bestatigt.

3.3.10 American College of Medical Genetics — ACMG-KTriterien

Zur Bewertung der identifizierten Varianten wurden die Empfehlungen vom American College
of Medical Genetics verwendet (Richards, Aziz et al. 2015). Hierbei handelt es sich um

standardisierte Leitlinien zur Klassifizierung von Varianten. Die Guidelines wurden durch ein
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Expertengremium in Zusammenarbeit des American College of Medical Genetics, der

Association for Molecular Pathology und dem College of American Pathologists entwickelt.

Zur Vereinheitlichung der Nomenklatur wurden mehr als 100 Sequenzierzentren befragt.

Die ACMG empfiehlt, Varianten in finf Stufen einzuteilen:

e pathogenic

o likely pathogenic

e uncertain significance

o likely benign

e benign
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Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very Strong
Population MAF is too high for Absent in population Prevalence in

Data
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Abbildung 13: Klassifizierung von Varianten nach der ACMG-Klassifizierung (Richards, Aziz et al. 2015)

Anhand dieses funfstufigen Systems lassen sich die meisten Varianten klassifizieren. Fur jede

Einstufung werden Wahrscheinlichkeit bestimmenden Kriterien vorgegeben, wobei nur grobe

Angaben zur Wahrscheinlichkeit-Berechnung fir das Vorliegen von Pathogenitat gemacht

werden. Laut der Leitlinie soll , likely* einer Wahrscheinlichkeit von ca. 90%, fiir das jeweilige

Kriterium entsprechen. ,,Likely benign soll also zu 90% sicher nicht krankheitsursachlich sein.
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Wie diese Wahrscheinlichkeitsrechnung vorgenommen werden soll, wird nicht erlautert. Eine
quantitative Prozentangabe ist meist nicht moglich, da bisher fir die meisten seltenen Varianten
zu wenig Daten vorliegen. Varianten, die sich nicht einer Kategorie zuordnen liel3en,

klassifizierten wir als Variante unklarer Signifikanz (VUS).

3.3.11 Software

Zur Speicherung der Daten wurden Word und Excel fir Microsoft Office verwendet. Die

Erstellung der Stammbdaume erfolgte mit Phenotips.

3.3.12 Statistik

Gruppenunterschiede wurde mittels t-Test auf Signifikanz geprift. Alle statistischen Tests
waren zweiseitig und ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Die
statistische Analyse erfolgte mittels SPSS-Version 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4 Ergebnis

Die Daten dieser Arbeit wurden in enger Kooperation zwischen dem Institut fir Humangenetik
(Klinikum rechts der lIsar der Technischen Universitdt Munchen), der Abteilung fir
Nephrologie (Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdat Munchen), Institut fir
Humangenetik (Helmholtz Zentrum Moinchen) und dem Nephrologischen Zentrum der
Medizinische Klinik und Poliklinik 1V (Klinikum der Universitait Minchen, Ludwig-
Maximilians-Universitat) erhoben. Die Daten wurde erstmals 2019 im European Journal of

Human Genetics verdffentlicht (Braunisch, Riedhammer et al. 2021).

4.1 Patientenkollektiv

Von 1700 in-house gescreenten Patienten wurden 39 Index-Patienten flr Studienzwecke
rekrutiert. Von externen Einsendern wurden zusatzlich Proben von 20 Index-Patienten
rekrutiert. Die 59 Index-Patienten wurden in zwei Gruppen untereilt: Erwachsene mit
Erkrankungsbeginn mit oder nach dem 18. Lebensjahr (24 Patienten) und Kinder mit dem
Erkrankungsbeginn vor dem 18. Lebensjahr (35 Patienten). Diese Arbeit beschaftigt sich mit
den 24 Erwachsenen Index-Patienten (siehe Abbildung 8).

Screening von 1700 Patienten

|

39 in-house Index-Patienten 20 externe Index-Patienten

N -~

59 Index-Patienten

7\

24 Index-Patienten 2 18 Jahre

(n=50 Individuen)

35 Index-Patienten < 18 Jahre

Y X
17 ungelost (71%) 7 gelost (29%)
(n=27 Individuen) (n=23 Individuen)

Abbildung 14: FlieRdiagramm mit Abbildung des Patientenkollektivs der Studie. Rot umrandet sind die in dieser Arbeit
analysierten erwachsenen Patienten.
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Die insgesamt 50 Individuen setzten sich zusammen aus 24 Index-Patienten und 26
Verwandten. 37 (74%) der insgesamt 50 genetisch getesteten Individuen waren erkrankt. 13/26

(50%) getestete Verwandte waren gesund.

26 (70%) der 37 erkrankten Individuen waren ménnlich und 11 (30%) waren weiblich. In 2

(8%) Familien bestand Konsanguinitét. 20 (83%) Familien waren européischer Herkunft.

PATIENTENKOLLEKTIV

13 Verwandte
(gesund)
26%

24 Index-Patienten
48%

13 Verwandte
(erkrankt)
26%

Abbildung 15: Patientenkollektiv setzt sich aus insgesamt 50 Individuen zusammen, wobei hiervon 37/50 (74%) Individuen
erkrankt waren.

4.2 Spektrum an Varianten

Wir fiihrten insgesamt 3 (13%) Trio-, 2 (8%) Duo- und 19 (79%) Single-Exome durch. In 7 von
24 Index-Patienten konnte wir krankheitsursachliche Varianten identifizieren. Dies entspricht
einer diagnostischen Trefferquote von 29%. 5 der 7 Patienten stammten aus unserem internen
Kollektiv. 17 (71%) der Index-Patienten klassifizierten wir als ungelost.

Bei 7 (29%) Index-Patienten konnten insgesamt 8 krankheitsursachliche Varianten in 6 mit
genetischer FSGS assoziierten Genen (siehe Abbildung 9) identifiziert werden. 6 (75%) dieser
Varianten waren bereits bekannt und mit FSGS assoziiert. 2 (25%) der Varianten waren laut
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unserer Recherchen noch nicht beschrieben und konnten nach den ACMG-Guidelines als
"likely pathogenic™" bzw. "pathogenic™ klassifiziert werden. In den ungeltsten Féllen konnte
keine krankheitsverursachende Variante in bekannten Genen oder Varianten in einem

Kandidatengen identifiziert werden.

Ergebnis Exomsequenzierung

17 x ungelost (68%)

2 x INF2 (8%)

‘ 1 x COL4A3 (4%)

/
y

1x COL4AS (4%)

1x COQ8B (4%)

1 x MUCI (4%)
1 x WT1 (4%)

Abbildung 16: Ergebnis der Exomsequenzierung der 24 Index-Patienten sowie einem Patienten mit unauffalliger
Exomsequenzierung und zusatzlicher Analyse des MUC1-Gens.

Bekannte Varianten

6 Varianten waren zuvor bereits mit genetischer FSGS assoziiert worden: COL4A3,
c.4421T>C, p.(Leuld74Pro); COQ8B, c¢.1447G>T, p.(Glu483*); INF2, c¢.529C>T,
p.(Argl77Cys); INF2, c.490G>C, p.(Alal64Pro); MUCL, Cytosin-Insertion in der VNTR-
Region, p.(?); WT1, ¢.1432+4C>T, p.(?).

Neue Varianten

2 Varianten waren bisher noch unbekannt und lieBen sich anhand der ACMG-KTiterien in
"likely pathogenic" bzw. "pathogenic" klassifizieren. Hierzu zdhlen die Variante in COL4AS3,
€.2126-1G>C, p.(?) die in einem compound-heterozygoten Zustand mit der bereits bekannten
Variante ¢.4421T>C, p. (Leu1474Pro) vorlag. Sie war weder in gnomAD noch unserer in-house
Datenbank zu finden. Weiterhin konnte eine heterozygote Variante in COL4A5, ¢.2359G>A,
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p.(Gly787Arg), welche ebenfalls weder in der in-house Datenbank noch gnomAD zu finden ist,

identifiziert werden.

F9: COL4A3

F103: INF2

F27:INF2 F274 COL4A5
c.529C>T (h, AR)
52
= 3
ga
F520: WT1 S 2
2o F26: COQ8B
> o
O o
e |
=

F332 MUC1

Abbildung 17: Ubersicht tber die betroffenen Allele der Index-Patienten.

4.3 Alter bei Erstdiagnose, Chronisches Nierenversagen im
Endstadium (ESRD) und Dauer bis zur endgultigen

genetischen Diagnose

Der Alters-Median bei Krankheitsbeginn aller 37 Patienten betrug 26,0 [19,4-32,3] Jahre. Das
mediane Alter bis zu terminalen Niereninsuffizienz betrug 38,0 [28,4—-39,6] Jahre. Bei Patienten
mit einer krankheitsursachlichen Variante lag das mediane Alter bei Krankheitsbeginn bei 25,0
[18,5-32,0] und bei terminaler NI bei 38,0 [24,0-39,0] Jahre. In einem unabhangiger t-Test
zeigte kein statistisch signifikanter Unterschied flr das Alter bei Krankheitsbeginn zwischen
den genetisch geltsten und nicht gelésten Féllen (25.1 + 5.9 vs. 31.5 £ 14.3 Jahre; p = 0.09).
Ebenso unterschied sich das Alter bei terminaler Niereninsuffizienz zwischen geldsten und
ungelosten Féllen nicht signifikant (32,6 + 8,8 vs. 44,9 + 16,4 Jahre; p = 0,15). Insgesamt hatten
15 (63 %) der 24 Index-Patienten eine Erkrankung mit Beginn > 25 Jahre. Von diesen 15
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Individuen konnte bei 4 (27%) Individuen eine krankheitsursachliche Variante nachgewiesen
werden und bei 11 (73 %) Patienten wurde keine krankheitsurséchliche Variante identifiziert.
In geldsten Féllen betrug die Zeit zwischen der ersten Manifestation einer Nierenerkrankung
und der genetischen Diagnose im Median 15,0 [0-56,0] Jahre, mit einem Maximum von 56
Jahren und einem Minimum von 0 Jahren (i.S. einer pradiktiven molekularen Analyse bei

mehreren Familienmitgliedern von F103).

Alter bei Erstdiagnose

Anzahl

| l l
0
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 >32
Alter

B /NF2 mWT1 COQ8B W COL4A3 COL4A5 m MUC1

Abbildung 18: Alter bei Erstdiagnose. Eingeschlossen sind nur Patienten aus Familien, deren Indexpatient nach dem 18
Lebensjahr erkrankt ist.
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Stammbaum- | Betroffenes Art der Dialyse | Nierentransplantation | Alter bei | ED Dauer ED bis
ID Gen Erstmanifestation Einschluss | (Alter |genet. ESRD (Alter | Dauer bis
in Diagnose in Jahre) ESRD (Jahre)
Jahre) | (Jahre)
F9 COL4A3 Nephrotisches x 32 26 5,83 32 6
Syndrom
35
F26 ADCK4=coqsg | Proteinurie nach x 32 |08 32 0
Pyelonephritis
F26 ADCK4=C0Q8B | Schrumpfnieren bds. x x >3 24 27,92 24 0
L . 39
F27 INF2 Proteinurie bei x x 18 |19,92 37 19
Musterung
F103 INF2 Proteinurie x 42 18 19 30 12
F103 INF2 Proteinurie x 39 19 15 30 11
F103 INF2 Proteinurie X 38 32 1 32 0
F103 INF2 Proteinurie x 34 16 13 34 18
F103 INF2 Proteinurie x x 61 18 56 38 20
F103 INF2 Proteinurie x 59 18 36 30 12
F103 INF2 Hypertonus/Proteinurie x x 37 35 0 36 1
F274 COL4A5 Hypertonus X 39 32,5 |6,33 39 6,5
46
F332 MUC1 erhohter Kreatininwert x 32 12,58 41 9
F520 w1 Odeme x 22 18 5,75 18 0
Mittelwert 24 20 32 8
Median 19 15 32 9
Maximum 35 56 41 20
Minimum 16 0 18 0

Tabelle 3: Ubersicht zum Alter der Erstdiagnose, chronisches Nierenversagen im Endstadium (ESRD) und Dauer bis zur endgiiltigen genetischen Diagnose.
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4.4 Histologie und Klinik

Von allen 37 erkrankten Individuen war die hdufigste initiale klinische Manifestation eine
Proteinurie in 16 (44%), gefolgt von einer Verschlechterung der Nierenfunktion in 7 (19%),
Odemen in 4 (11%) und arterieller Hypertension in 3(8%) Individuen. Weitere klinische
Befunde waren ein nephrotisches Syndrom (n=2, 6%), Flankeschmerz und Nephorolithiasis
(n=2(6%)).

Bei Individuen mit einer genetisch gesicherten Ursache prasentierten sich 9 (64%) mit
Proteinurie, 2(14%) mit abnehmender Nierenfunktion, 1 (n = 1; 7%) mit nephrotischem
Syndrom, 1 (n = 1; 7%) mit arteriellem Hypertonus und 1 (n = 1; 7%) mit Odemen.

Von allen eingeschlossen 37 Individuen lag bei 21 (57%) eine Nierenbiopsie vor. Die haufigste
histologische Diagnose war eine FSGS und eine MCGN. Die histopathologischen
Besonderheiten unserer Kohorte werden im Detail in der Diskussion besprochen.

4.5 Extrarenale Manifestationen

Der Index-Patient der Familie F520 présentierte sich mit einem Denys-Drash-Syndrom. Es
zeigte sich ein fur das DDS typischer Pseudohermaphrodismus, also ein mannlicher Genotyp
(Karyogramm 46,XY) mit hypoplastischen Ovarien und weiblichem &uferen Phanotyp.
Hierflr verantwortlich war eine nearsplice-Variante (c.1432C>T, p(?)) in dem WT1-Gen,
welche bekannt dafir ist, ein DDS auszuldsen. Die Mutationstrager présentieren sich meist mit
phanotypisch scheinbar normalem externem weiblichem Genital, hypoplastischen internen
Gonaden und einem XY -Karyotyp. Aufgrund des haufigen Auftretens von Gonadoblastomen

wurde eine elektive Gonadektomie empfohlen.
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Familie Gen Nukleotid- Aminosaure- Verénderung Erbgang Biopsie Betroffene Alter der Patienten ESRD Referenz
Veranderung (Eigenniere) u. Verwandte
initiale Klinik Erstmanife [%6]
station ESRD
(Jahre)
COL4A3 €.2126-1G>C (h) p.(?) (h) i
F9 AR FSGS (NS) 1 29 - 0 (Chatterjee, Hoffman et
(NM_000091.4) €.4421T>C (h) p.(Leul474Pro) (h) al. 2013, Gast, Pengelly
etal. 2016)
COL4A5 Fokal-segmentale
F274 €.2359G>A (h) p.(Gly787Arg) (h) XL und globale GS 1 32.5 - 0 -
(NM_000495.4) (Bluthochdruck)
C0oQ8B
F26 C1447GST (H) | p.(Gludgs*) (H) AR FSGS (Proteinurie) | 2 24,32 24, - 1 [50%] gg‘ig;af' Geeetal.
(NM_024876.3)
INF2 IgA/Immunokom-
F27 ¢529C>T (h) 0.(Arg177Cys) () AD plex-Nephritis, 1 18 - 1[100%] | (Barua Brownetal
FSGS 2013)
(NM_022489.3) -
(Proteinurie)
Mesangioprol. GN
INF2 18, 19, 32, .
F103 ¢.490G>C (h) p.(Ala164Pro) (h) AD I9A-Typ 7 16,1818, | 39305~ | 4 [5704] (Buscher, Celebi et al.
(Proteinurie, , 38, 30, - 2018) (gleiche Familie)
(NM_022489.3) . 35
Hypertension)
MUC1 Cytosin- Fokal-globale GS . .
F332 Duplikation in der | p.(?) (h) AD (Kreatinin- 1 32 M3 1 [100%] gé'lrsb)y Gnirke et al.
(NM_001204285) | VNTR-Region Erhéhung)
WT1 FSGS (Odeme) 18 1 [100%] (Barbaux, Niaudet et al.
F520 AD 1 18 1997)
(NM_024426.4) €.1432+4C>T (h) p.(?) (h)

Tabelle 4: Ubersicht der identifizierten Varianten. #Variante unklarer Signifikanz; +initiale Biopsie mit IgA/Immunokomplex-Nephritis, Biopsie 7 Jahre spater FSGS; h, heterozygot; H, homozygot;
AR, autosomal-rezessiv; AD, autosomal-dominant; XL, X-gebunden; ESRD, Nierenerkrankung im Endstadium (end-stage renal disease); FSGS, Fokal-segmentale Glomerulosklerose; VNTR, Variable

Number of Tandem Repeats;
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4.6 Uberblick der betroffenen Familien

F9
Betroffenes Gen: COL4A3

Variante : €.2126-1G>C (h), p.(?)
€.4421T>C (h), p.(Leul474Pro)

Variantenbewertung:

e Allefrequenz: Die Variante ¢.2126-G>C, p.(?) kam in unserer in-house Datenbank
(10.000 Exome) und in EXAC-Browser (60.000 Individuen) (Stand 01/2017) nicht
vor. Die Variante p.(Leul474Pro) kommt in EXAC-Browser 332-mal und in unserer
in-house Datenbank 63-mal in heterozygoter Form vor. Hierunter befindet sich ein
Individuum mit einer 2. seltenen compound-heterozygoten Variante in COL4AS.

e Auswirkung: COL4AS3 ist ein Protein, das Teil der Kollagen-Familie ist und an der
Bildung der Basalmembran beteiligt ist. Es spielt eine wichtige Rolle in der Adhé&sion
von Podozyten, die fur die normale Funktion der Nieren von Bedeutung sind. Fur die
Variante ¢.2126-1G>C wird der Verlust einer kanonischen Spleifstelle prognostiziert.
Die Variante ¢.4421T>C (h) fiihrt zum Austausch einer hochkonservierten
Aminosaure.

e Literatur: Biallelische Varianten in COL4A3 fulhren bekannterweise zu einem Alport-
Syndrom. Auch die Assoziation mit FSGS ist in Studien beschrieben (Gast, Pengelly
et al. 2016).

e ACMG: ,,Pathogenic*

Erbgang: Autosomal-rezessiv

Konsanguinitét: Nein

Betroffene Verwandte: Keine

Biopsie: Fokal-segmentale Glomerulosklerose (nicht weiter spezifiziert)
Extrarenale Symptome: Keine

Herkunft: Deutschland

Stammbaum:
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[I-1] [I-2]

7
[12]
FSGS
F26
Betroffenes Gen: ADCK4=C0Q8B
Variante: €.1447G>T (H), p.(Glu483*)

Variantenbewertung:

e Allelfrequenz: Die Variante ¢.1447G>T kam in unserer in-house Datenbank (9.500
Exome) nicht und im ExXAC-Browser (ca. 35.000 Individuen) (Stand 12/2016) nur 8-
mal in heterozygoter Form vor.

e Auswirkung: CoQ8B ist an der der Synthese von Coenzym Q8 (Ubichinon) beteiligt.
CoQ8 ist ein unverzichtbarer Bestandteil der Mitochondrien, den Organellen, die in
den Zellen fur die Energieproduktion verantwortlich sind. Durch obengenannte
Variante wird ein vorzeitiger Abbruch der Proteintranslation vorhergesagt. Dies flihrt
zu dem dysfunktionalen Protein.

e Literatur: Varianten in COQB8B sind mit dem autosomal-rezessiv vererbten
nephrotischen Syndrom assoziiert (Ashraf, Gee et al. 2013).

e ACMG: ,,Pathogenic*

Erbgang: Autosomal-rezessiv
Konsanguinitat: Ja

Betroffene Verwandte: Bruder

o1



Biopsie: Fokal-segmentale Glomerulosklerose (nicht weiter spezifiziert)
Extrarenale Symptome: Keine

Herkunft: Turkei

Stammbaum:
[1I-1] [I-2]
-\
'.___ /’
7
[1-2] [11-2]
FSGS FSGS
EF27
Betroffenes Gen: INF2
Variante: €.529C>T (h), p.(Argl77Cys)

Variantenbewertung:

e Allelfrequenz: Die Variante ¢.529C>T kam in unserer in-house Datenbank 9.500
Exome) und im ExXAC-Browser (ca. 35.000 Individuen) (Stand 12/2016) nicht vor.

e Auswirkung: INF2 ist ein Protein, welches eine Rolle bei der Proliferation und
Differenzierung von Podozyten spielt. Durch obengenannte Variante kommt es zum
Austausch einer hochkonservierten Aminosaure. Dies flihrt zu dem dysfunktionalen
Protein.

e Literatur: Varianten in INF2 sind mit autosomal-dominant vererbter FSGS assoziiert.
Die oben beschriebene Variante wurde bereits in 2 Familien als krankheitsurséchlich
beschrieben (Barua, Brown et al. 2013, Rood, Bongers et al. 2016)
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e ACMG: ,,Pathogenic*
Erbgang: Autosomal-dominant
Konsanguinitat: Nein
Betroffene Verwandte: Tochter und Sohn (Tréger jedoch gesund)
Biopsie: IgA-Nephritis bzw. Immunkomplex-Nephritis (2007), FSGS (2014)
Extrarenale Symptome: Keine

Herkunft: Deutschland

Stammbaum:
7 )
p
[1I-1] [1-2]
FSGS
@
[1I-1] [11-2]

F103
Betroffenes Gen: INF2
Variante: €.490G>C (h), p.(Alal64Pro)

Variantenbewertung:

e Auswirkung: INF2 ist ein Protein, welches einen Teil vom Podozyten-Zytosklett
darstellt. Mittels PolyPhen-2 wurde die Variante als “probably damaging” eingestuft
(Punktezahl: 1.0). Auch MutationT @ster klassifizierte diec Variante als “disease
causing”. Die oben beschriebene Variante befindet sich an einem hochkonservierten

und funktionell wichtigen Lokus.
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e Literatur: Die oben beschriebene Variante war in der Literatur noch nicht
vorbeschrieben. Die Familie F103 ist jedoch bereits in einer weiteren Arbeit unserer
Arbeitsgruppe publiziert worden (Buscher, Celebi et al. 2018). Davor waren auch
schon Assoziationen von INF2-Varianten mit FSGS, Charcot—Marie—Tooth und IgA-
Nephropathie beschrieben (Barua, Brown et al. 2013, Xie, Hao et al. 2015).

e ACMG: ,,Pathogenic*

Erbgang: Autosomal-dominant.
Konsanguinitat: Nein

Betroffene Verwandte: Schwester, Bruder, Mutter, Onkel, GroRvater (weitere siehe

Stammbaum)

Biopsie: Index: Keine
Bruder: Minimal-Change Glomerulonephritis
Onkel: IgA-Mesangioproliferative Glomerulonephritis

Extrarenale Symptome: Keine
Herkunft: Deutschland

Stammbaum:
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F274

Betroffenes Gen: COL4A5

Variante: €.2359G>A (h), p.(Gly787Arg)

Variantenbewertung:

Allelfrequenz: Die Variante ¢.2359G>A kam in unserer in-house Datenbank (13.800
Exome) und gnomAD (Stand 02/2019) nicht vor.

Auswirkung: COL4AS ist als Alpha-5-Kette des Typ-1V-Kollagens einer der
Hauptbestandteile der Basalmembran der Niere und anderer Organe. Aufgrund der
Variante ¢.2359G>A wird eine hochkonservierte Aminosdure ausgetauscht.
Literatur: Varianten in COL4A5 sind mit X-chromosomal vererbten Alport-Syndrom
assoziiert. Heterozygote Trégerinnen haben ein erhohtes Risiko im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung, eine terminale Niereninsuffizienz zu entwickeln (Jais,
Knebelmann et al. 2003, Turin, Tonelli et al. 2012). Die oben beschriebene Variante
wurde in der Literatur noch nicht veroffentlicht. Allerdings findet sich auf ClinVar
eine Variante mit Austausch der Aminosaure Glycin an der gleichen Stelle durch
Valin statt Alanin, welche als pathogen eingestuft wurde.

ACMG: ,,Pathogenic

Erbgang: X-gebunden

Konsanguinitat: Keine

Betroffene Verwandte: Keine

Biopsie: Leichte fokal-segmentale sowie globale Glomerulosklerose, Zeichen hypertensiv-

ischamischer Glomerulusschédigung, ultrastrukturelle Basalmembranstérungen

Extrarenale Symptome: Keine

Herkunft: Deutschland

Stammbaum:
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I-1 I-2

II-1
FSGS

F332

Betroffenes Gen: MUC1
Variante: Cytosin-Duplikation in der VNTR-Region

Variantenbewertung:

e Auswirkung: Abschnitt des MUC1-Gens enthalt eine 20-125 Kopien lange VNTR-
Region mit hohem GC-Gehalt (>80%). Die Insertion fuhrt zu einer Verschiebung im
Leseraster, somit zu einer dysfunktionalen Proteinvariante. Diese enthalt Kopien einer
neuen wiederholten Sequenz das sich MUC1-Vorlauferprotein unterscheidet.

e Literatur: MUCL ist vor allem mit zystischen Nierenerkrankungen (mit variablem
klinischem Phéanotyp) vergesellschaftet. Eine Assoziation mit genetischer FSGS i.S.
einer Podozytopathie gibt es bisher nicht. Die oben beschriebene Variante wurde in
der Literatur bereits verdffentlicht.

e ACMG: ,,Pathogenic*
Erbgang: Autosomal-dominant
Konsanguinitat: Keine
Betroffene Verwandte: Mutter, Onkel midtterlicherseits, Groficousin muditterlicherseits,

Grol3grofRcousine mutterlicherseits
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Biopsie: Fokale globale Glomerulosklerose
Extrarenale Symptome: Keine

Herkunft: Deutschland

Stammbaum:
1-1 1
/Lj?/ ; ) )>
& A .
y T\
-1 -2 -3 -4 -5
‘\“
. 4
.

F520

Betroffenes Gen: WT1
Variante : €.1432+4C>T (h)
Mutationsbewertung:

e Allelfrequenz: Die obengenannte Variante kam in unserer in-house Datenbank (13.800
Exome) und gnomAD (Stand 11/2018) nicht vor.

e Auswirkung: WT1 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Rolle bei der Regulation von
Zellwachstum und Differenzierung spielt. Die oben genannte Variante verschiebt das
Gleichgewischt zwischen der ,,-KTS* und ,,+KTS* Isoform des WT1, sodass mehr
von dem ,,+KTS* Isoform exprimiert wird. Die beiden Isoformen haben eine andere
DNA-Bindungsaffinitat.

e Literatur: Varianten in WT1 sind mit multiplen Erkrankungen wie DDS, Frasier-

Syndrom, Nephrotisches Syndrom Typ 4 oder Wilms Tumor Typ 1 assoziiert. Die
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oben genannte Variante ist in Zusammenhang mit dem Frasier-Syndrom bereits
publiziert (Barbaux, Niaudet et al. 1997, Barbosa, Hadjiathanasiou et al. 1999).
e ACMG: ,,Pathogenic*

Erbgang: Autosomal-dominant
Konsanguinitat: Keine

Betroffene Verwandte: Keine

Biopsie: Fokal-segmentale Glomerulosklerose

Extrarenale Symptome: Hypoplastische Ovarien, primére ovariale Insuffizienz, Karyotyp: 46,

XY, aber weiblicher Phanotyp. V.a. Denys-Drash-Syndrom.
Herkunft: Ruménien

Stammbaum:

a
)

I-1 I-2

II-1

4.7 Punktesystem

Parallel zu dem fir die Arbeit durchgefiihrtem Screening entwickelten wir ein Scoring-System,
welches dazu dienen sollte, eine moglichst hohe Trefferquote fir genetische Formen der FSGS

zu erzielen. Das Scoring stutze sich auf Alter bei der Erstdiagnose, positive Familienanamnese,
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syndromale extrarenale Manifestationen und Abwesenheit von Ursachen fiir eine mogliche

sekundare FSGS (Tabelle 2).

Die Uberprifung der Spezifitat und Sensitivitat unseres Scorings waren Vergleichsanalysen

notwendig.
Kriterium Bemerkung Punkte
Alter bei Erstdiagnose (in >40J.=0P.
Jahren) 25-40J.=1P.
<25J).=2P.
Familienanamnese Familienmitglieder ersten Ja=2P.
oder zweiten Grades mit Nein =0 P.
Nierenerkrankung
Extrarenale Manifestationen | Unter Punkt 2.1.3.2.1. Ja=1P.
aufgelistete Symptome. Nein =0 P.
Ursachen flr eine sekundére | Alle unter Punkt 2.1.3.3. Ja=.-1P.
FSGS aufgelisteten Ursachenund | Nein=0P.
weitere
Konsanguinitat Ja=2P.
Nein =0 P.

Tabelle 5: Priorisierung Scoring. Zur Einstufung wird die Summe aller erhaltenen Punkte gebildet. Einstufung: Hoch: > 3
Punkte, Mittel: 2 Punkte, Niedrig: <1 Punkte
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5 Diskussion

5.1 Kohorte und diagnostische Trefferquote

Bei 7 der 24 Index-Patienten konnten wir eine krankheitsursachliche Variante identifizieren.
Dies entspricht einer diagnostischen Trefferquote von 29% und ist im Vergleich zu vorherigen
Studien fir selektierte Kohorten im Erwachsenenalter als hoch zu werten (vgl. 10,5%-22%
(Santin, Bullich et al. 2011, Gribouval, Boyer et al. 2018, Yao, Udwan et al. 2019)). Unsere
Trefferquote entspricht jener, die bisher bei Kohorten mit ED im Kindesalter beschrieben wurde
(Sadowski, Lovric et al. 2015). Die hohere Trefferquote ist wahrscheinlich vor allem auf
strengere Einschlusskriterien in unserer Studie zurlickzufiihren und ist ein Hinweis darauf, dass
unser Scoring-System eine hohere Trefferquote ermdoglicht. Ein weiterer Faktor, der zu dem
Ergebnis beigetragen hat, ist die systematische Untersuchung mit Exomsequenzierung (statt
z.B. Gen-Panel-Diagnostik). ES bietet die Mdglichkeit (im Gegensatz zur Panel-Diagnostik),
neue Gene bzw. auch kirzlich erst neu beschriebene Krankheitsgene zu identifizieren. Des
Weiteren bestand in Féllen mit begrundetem Verdacht die Mdglichkeit, die Diagnostik
entsprechend zu erweitern. So wurde bei Familie F332 aufgrund gehdufter Nierenerkrankungen
mitterlicherseits mit  autosomal-dominantem  Vererbungsmuster — mittels  gezielter

Nachuntersuchung von VNTR-Regionen eine Duplikation im MUC1-Gen entdeckt.

Trio-Exomsequenzierungen erfolgten nur bei 13% der Index-Patienten, wodurch die
Identifizierung von de-novo-Varianten sowie unbekannter Gene eingeschrénkt war. Dies dirfte

die diagnostische Trefferquote jedoch nur unwesentlich beeinflusst haben.

5.2 ldentifizierte Varianten

5.2.1 Variantenspektrum und  Manifestationsalter ~ (Genotyp-Phanotyp-
Korrelation)

Das am hadufigsten betroffene Gen in unserer Kohorte war INF2 (2 Familien). Dieses Ergebnis
deckt sich mit einer Studie aus den Niederlanden, in welcher INF2 ebenfalls als haufigste
Ursache mit 12-17% der Varianten fir familidre FSGS im Erwachsenenalter angeben wird
(Rood, Deegens et al. 2012)). Allerdings gibt es eine neuere Studie aus Kanada, laut welcher
COL4A5-Varianten bei Erwachsenen deutlich haufiger zu finden sind (Yao, Udwan et al. 2019).

INF2 zeigt aufgrund einer variablen Penetranz eine grof3e Spannweite bzgl. des Alters bei ED,
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diese liegt zwischen Kindes- und Erwachsenenalter (Barua, Brown et al. 2013). Diese Daten
spiegeln sich in unserer Kohorte wider, das Alter bei ED lag zwischen 16 und 35 Jahren. Des
Weiteren identifizierten wir eine Variante in WT1, welches ebenfalls zu den am h&ufigsten
betroffenen Genen zédhlt und somit wenig Uberraschend war. In einer grofRen international
angelegten Studie mit 1783 Familien wurden WT1 (nach NPHS1 und NPHS2) als dritthaufigste
Ursache fiir hereditdres SRNS (Erkrankungsalter <25 Jahre) identifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass WT1 in einer biphasischen Verteilung bzgl. Erkrankungsalter vorkommt, mit einer
ersten Spitze im Alter von 4-12 Monaten und einer zweiten Spitze im Alter >18 Jahre
(Sadowski, Lovric et al. 2015). Unser Index-Patient (F520) erkrankte im Alter von 18 Jahren.
Des Weiteren fanden wir drei Varianten in COL4A3 (2) und COL4AS5 (1), welche fiir Proteine
des Typ IV-Kollagens kodieren und urspringlich vorwiegend in Zusammenhang mit dem
Alport-Syndrom beschrieben wurden. Zuletzt hauften sich jedoch die Berichte tber den
Zusammenhang der Kollagen Typ IV-Erkrankungen mit FSGS ohne weitere klinische
Symptome eines Alport-Syndroms (Malone, Phelan et al. 2014, Yao, Udwan et al. 2019). In
einer Studie aus Toronto kamen die Autoren zum Schluss, dass COL4A3/4/5-Erkrankungen mit
55% die haufigste Ursache fiir hereditdre FSGS im Erwachsenenalter darstellen (Yao, Udwan
etal. 2019). Gast et al. berichtete ebenfalls Gber hdufiges Auftreten von COL4A3/4/5-Varianten
bei Erwachsenen (Gast, Pengelly et al. 2016). Bei unseren Patienten betrug das Alter bei ED 26
(F9) bzw. 32,5 (F274) Jahre. MUCL ist vor allem mit zystischen Nierenerkrankungen (mit
variablem klinischem Phénotyp) vergesellschaftet. Eine Assoziation mit genetischer FSGS i.S.
einer Podozytopathie gibt es bisher nicht. Da es sich bei MUCL1 nicht um ein Podozyten-
spezifisches Gen handelt, ist die Diagnose einer Podozytopathie i.S. einer hereditaren FSGS
unseres Erachtens ebenfalls nicht gegeben. Unser Proband hatte am ehesten eine sekundare
FSGS bei MUC1-Erkrankung. Das Erkrankungsalter bei MUC1-assoziierter Nephropathie
variiert sehr stark und liegt zwischen Kindes- und hohem Erwachsenenalter (Bleyer, Kmoch et
al. 2014). Index-Patient F332 erkrankte im Alter von 32 Jahren. Varianten in COQ8B sind bei
Patienten im Kindes- und Erwachsenenalter vorbeschrieben (Yao, Udwan et al. 2019, Song,
Fang et al. 2020). Individuen der Familie F26 erkrankten im Alter von 26 und 32 Jahren.

Uberraschend ist, dass keine Varianten in den Genen NPHS1 und NPHS2 identifiziert wurden,
welche bei Kindern und jungen Adulten mit Abstand die hdufigste Ursache fiur hereditéres

steroid-resistentes nephrotisches Syndrom darstellen (Sadowski, Lovric et al. 2015).

Es wurden 2 neue Varianten in bereits bekannten krankheitsursachlichen Genen identifiziert.

Es wurde kein Kandidatengen gefunden.
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5.2.2 ldentifizierte Varianten und Pathogenese
INF2:

INF2 kodiert fur ein Aktin-bindendes Protein, welches an einer Reihe von Zytoskelett-
abhédngigen Prozessen beteiligt ist. Immunhistochemisch lasst sich INF2 im Zytoplasma der
Schwann-Zelle und dem Podozyten lokalisieren (Boyer, Nevo et al. 2011).
Krankheitsurséchliche Varianten in INF2 konnten mehrfach in Assoziation mit hereditéarer
FSGS und hereditérer FSGS zusammen mit CMT nachgewiesen werden. Durch die Variante
€.529C>T kommt es zum Austausch einer hochkonservierten Aminoséure an einer
funktionellen Domane des Proteins (diaphanous inbibitory domain). Die Variante ¢.529C>T ist
in der Literatur bereits als pathogen in Assoziation mit FSGS vorgeschrieben (Barua, Brown et
al. 2013). Die Variante ¢.490G>C der Familie F103 war bisher nicht beschrieben worden. Sie
befindet sich ebenfalls in der diaphanous inbibitory Doméne und ist bereits von unserer
Arbeitsgruppe publiziert worden (Buscher, Celebi et al. 2018). Mit Hilfe der VVorhersagetools
PolyPhen-2 und MutationT@ster wurde die Variante als "wahrscheinlich pathogen™

(Bewertung von 1,0) bzw. "krankheitsverursachend" eingestuft.
MUCL:

Das MUC1-Gen kodiert flr ein Transmembranprotein (Mucinl), welches sich vorwiegend an
der apikalen Oberflache sekretorischer Epithelzellen (z.B. Lunge, Magen, Pankreas) befindet,
wo es fur deren Schutz sorgt. Mucinl besteht aus einem transmembrandsen und einem stark
glykosylierten extrazelluldren Proteinanteil. Der fiir den extrazellularen Proteinteil kodierende
Abschnitt des MUC1-Gens enthélt eine 20-125 Kopien lange VNTR-Region mit hohem GC-
Gehalt (>80%) (Kirby, Gnirke et al. 2013). Diese Region ist mittels Kklassischer
Exomsequenzierung nicht zu erfassen, weshalb eine gezieltere Untersuchung mittels Southern
Blot initiiert wurde. Bei Familie F332 konnte in der VNTR-Region von MUCL1 eine Cytosin-
Duplikation identifiziert werden, welche in Literatur bereits als pathogen beschrieben ist
(Kirby, Gnirke et al. 2013).

COL4A5/COLA4AS:

COL4A5 und COL4A3 sind beides Mitglieder der Kollagen-Familie und kodieren fur
Komponenten von Typ IV-Kollagen, einem wichtigen Bestandteil der Basalmembran in den
Nieren, Augen und anderer Organe. Assoziationen mit dem hereditaren Alport-Syndrom und
der FSGS sind bekannt. Beide Varianten in COL4A3 (c.4421T>C und ¢.2126-1G>C) waren

zuvor bereits mit hereditare adulter FSGS assoziiert worden (Chatterjee, Hoffman et al. 2013,
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Gast, Pengelly et al. 2016). Die Variante in COL4A5 war bisher laut unserer Recherche noch
nicht beschrieben. Die Variante konnte mittels ACMG-Kriterien als pathogen eingestuft

werden.
CcoQs8B

COQ8B scheint eine zentrale Rolle bei der Coenzym Q10 (CoQ10) -Biosynthese zu haben.
CoQ10 ist Bestandteil der Zellmembranen und spielt eine wichtige Rolle beim
Elektronentransport der Atmungskette in den Mitochondrien. Die Variante ¢.1447G>T fuhrt zu
einem Austausch einer hochkonservierten Aminosaure und wurde bereits zuvor in Assoziation
mit hereditérer FSGS publiziert (Ashraf, Gee et al. 2013).

WT1

WT1 ist ein Zinkfingerprotein, welches DNA bindet und als Transkriptionsfaktor die
Genepression beeinflusst. Krankheitsurséchliche Varianten in WT1 sind mit Frasier-Syndrom,
DDS und Wilms Tumor Typ 1 assoziiert. Die intronische Variante ¢.1432+4C>T wurde bereits
als pathogen im Zusammenhang mit einem Individuum mit Frasier-Syndrom und FSGS
publiziert (Barbaux, Niaudet et al. 1997).

5.3 Klinik und Verlauf der Erkrankung

Wie oben beschrieben, sind unsere Ergebnisse bzgl. Alter bei ED mit den Daten der Literatur
kongruent. Im folgendem machte ich die klinische Prasentation (i.S. der Schwere des klinischen

Bildes, des Verlaufs und der Prognose) hereditarer FSGS im Erwachsenenalter eingehen.

Das Alter bei ED betrug im Mittel 24 Jahre und das Alter bei terminaler NI im Mittel 32 Jahre.
Der Zeitraum von ED bis zur terminalen NI betrug also im Mittel 8 Jahre. 57% der Individuen
erreichten eine terminale NI innerhalb von maximal 20 Jahren. Yao et al. (Yao, Udwan et al.
2019) berichtet tber eine Kohorte von insgesamt 193 Erwachsenen mit hereditarer FSGS, bei
denen das mittlere Alter bei ED und bei terminaler NI bei 31 und 50,5 Jahren lag. Der Zeitraum
von ED bis zur terminalen NI betrug also im Mittel 20 Jahre und somit deutlich langer als in
unserer Kohorte. 87,5% der Individuen erreichten die terminale NI innerhalb des beobachteten
Zeitraums. Die unterschiedliche Schwere des Krankheitsverlaufs in unserer Kohorte und der
von Yao et al. ist moglicherweise auf unterschiedliche Varianten zurtickzuftihren. In unserer
Kohorte dominierten INF2-Varianten (57%), wahrend in der Studie von Yao et al. COL4A-

Varianten (50%) am haufigsten vorkamen. Wie zuvor erwéhnt, zeigt sich das Alter bei ED bei
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INF2-Varianten sehr heterogen und reicht vom Kindes- bis ins hohe Erwachsenenalter (Barua,
Brown et al. 2013).

Ob die oben genannten Unterschiede (i.S. des scheinbar aggressiveren Krankheitsverlaufs in
unserer Kohorte) auf Differenzen im Therapieregime zurtickzufuhren sind, l&sst sich auf Grund
mangelnder Daten in unserer Kohorte nicht eruieren. Die bisher veroffentlichten Daten legen
allerdings nahe, dass die meisten Patienten mit monogener FSGS nicht auf konventionelle
Behandlungen mit Steroiden oder Immunsuppressiva ansprechen. Es ist also nicht von einem

signifikanten Unterschied aufgrund unterschiedlicher Therapeutika auszugehen.

5.4 Genotyp-Phanotyp-Korrelation: Syndromale

Erkrankungen

Monogene Erkrankungen konnen je nach Expression und Funktion der betroffenen Gene
entweder nur ein Organsystem (z.B. nur die Niere) oder mehrere Gewebe beeinflussen. In

unserer Studie zeigt 1(7%) Patient eine syndromale Erkrankung.

INF2

In unserer Studienpopulation wurde bei acht Individuen eine krankheitsursachliche Variante in
dem Gen INF2 gefunden. Keiner dieser Probanden zeigte jedoch Anzeichen einer Erkrankung,
die dem Syndrom-Komplex der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (CMT) entspricht, obwohl
INF2 auch mit dieser Erkrankung in Verbindung gebracht wird. Dies ist nicht Giberraschend, da
bekannt ist, dass die Varianten, die zu einer isolierten FSGS flihren und diejenigen, die zu einer
FSGS in Verbindung mit CMT fihren, an unterschiedlichen Doménen des INF2-Proteins
lokalisiert sind (Barua, Brown et al. 2013).

WT1

Varianten im Gen WT1 sind mit mehreren Erkrankungen wie DDS, Frasier-Syndrom,
Nephrotisches Syndrom Typ 4 oder Wilms-Tumor Typ 1 in Verbindung gebracht worden. Die
Variante, die bei der Familie F520 identifiziert wurde, wurde bereits in Zusammenhang mit
dem Frasier-Syndrom in der Literatur beschrieben (Barbaux, Niaudet et al. 1997, Barbosa,
Hadjiathanasiou et al. 1999). Der Index-Patient der Familie F520 préasentierte neben einer
Nierenerkrankung auch Anzeichen hypoplastischer Ovarien, einer primaren ovariellen
Insuffizienz sowie einem maénnlichen Karyogramm (46,XY) bei duBerlich weiblichem
Phénotyp. Diese Symptome sind charakteristisch fur das Frasier-Syndrom. Aufgrund der

héaufigen Entstehung von Gonadoblastomen wurde eine elektive Gonadektomie empfohlen.
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5.5 Genotyp-Phanotyp-Korrelation: Histopathologie

Aufgrund der retrospektiven Datenerhebung konnten leider nicht alle histopathologischen
Befunde unserer Probanden erfasst werden. Um in die Studie aufgenommen zu werden, reichte
es aus, dass die Présenz von FSGS arztlich dokumentiert war. Von allen genetisch erkrankten
Personen waren bei 8 (57%) eine Nierenbiopsie verfugbar. Das hdufigste histologische
Ergebnis zeigte FSGS bei 5 (62%) Patienten. Weitere Diagnosen waren MCGN,
mesangioproliferative  Glomerulonephritis,  IgA-Nephropathie und fokale globale
Glomerulosklerose. Im Folgenden werden die histopathologischen Besonderheiten unserer
Kohorte diskutiert.

Index-Patient F27 zeigt eine IgA-Nephropathie in einer ersten Biospie und eine FSGS in einer
2. Biopsie 7 Jahr spater. Die Variante ¢.529C>T in INF2 (F27) wurde bereits zuvor als pathogen
beschrieben. Bei den bisherigen Fallbeschreibungen zeigte sich eine FSGS (Barua, Brown et
al. 2013, Caridi, Lugani et al. 2014). In unserem Fall ergab eine 1. Biopsie im Alter von 28
Jahren eine IgA-Nephropathie bzw. Immunkomplex-Nephritis, eine 2. Biopsie im Alter von 35
Jahren eine FSGS. Es ist bekannt, dass FSGS hadufig bei Individuen mit einer IgA-Nephropathie
gefunden werden kann. Der Zusammenhang zwischen FSGS und IgA-Nephropathie ist
allerding bis heute nicht geklart. Bei bestehender IgA-Nephropathie kann sich sekundar eine
FSGS meist als post-inflammatorische Narbe bilden. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass
FSGS als Primarl&sion den inflammatorischen Schaden vorausgehen kann (Cook 2011). Bei
unserem Patienten wére eine mogliche Erklarung fiir die 2 unterschiedlichen Biopsie-
Ergebnisse, eine aufgrund der genetischen Prédisposition vorliegende erhdhte Anfalligkeit der
Nieren gegenuber Umwelteinfliissen (z.B. Infekten). Diese Pradisposition kénnte nach einem
die Nieren affektierenden Infekt im Alter von 28 Jahren zur initialen Dekompensation der
Nierenfunktion geflihrt haben. Dies konnte auch die initialen IgA-nephritischen Ldasion bei
Indexpatient F27 i.S. einer begleitenden entziindlichen Nephropathie bei Erstvorstellung

erklaren. Der genaue Zusammenhang ist in diesem Falle aber unklar.

Es gibt einige Berichte (ber die variable histologische Manifestation bei INF2-Varianten, bei
denen Veranderungen die dem Alport-Syndrom, einer IgA-Nephropathie oder einer FSGS
ahnlich sind, beschrieben wurden (Xie, Hao et al. 2015, Rood, Bongers et al. 2016). Ahnlich
variabel zeigen sich die Befunde in unserer Kohorte bei der Familie F103, bei der sich bioptisch
(bei 2 Familienmitglieder) eine IgA-Nephropathie bzw. eine Minimal-Change-

Glomerulonephritis ohne Zeichen einer FSGS zeigten (Buscher, Celebi et al. 2018).
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In der Literatur gibt auch es Berichte Gber Mitglieder einer Familie mit der gleichen Variante
aber diversen histopathologischen Befunden. Manche Autoren sprechen in diesem
Zusammenhang von einer Phanokopie, also einem Phéanotyp, der sich nicht durch den
vorliegenden Genotyp erklaren lasst. Bei Alport-typischen Varianten in den Genen COL4A3
und COL4A5 konnte z.B. mehrfach eine FSGS bestétigt werden. Wie in diesem Beispiel, ist der
ausgepragte Phadnotyp typischerweise mit einem anderen Genotyp assoziiert. Diese
phéanotypischen Unterschiede werden wahrscheinlich durch eine variable Penetranz verursacht,
die durch Umweltfaktoren, genetische und epigenetische Faktoren beeinflusst wird. Dieser
Mechanismus wurde in verschiedenen Publikationen, unter anderem beim Alport-Syndrom,
postuliert. Da FSGS vor allem in spaten Krankheitsstadien auch sekundédr durch
Uberbelastungen oder reaktive Vernarbung (bei bereits partieller Nephron-Schadigungen durch
das Alport-Syndrom) auftreten kann, ist eine FSGS bei AS-typischen Varianten nicht in jedem
Fall im Sinne einer Phanokopie zu werten. Riedhammer et al. identifizierten jedoch bei einem
Patienten eine isolierte MCGN mit nephrotischem Syndrom, ohne Hinweis auf AS
(Riedhammer, Braunisch et al. 2020). Da es sich MCGN um ein frihes Krankheitsstadium bei
FSGS handelt, ist eine reaktive Entstehung i.S. einer sekundéaren FSGS bei priméar genetischem

Alport-Syndrom aber unwahrscheinlich.

Krankheitsurséchliche Varianten in MUC1 wurden bisher vor allem mit Medull&r-zystischen
Nierenerkrankung Typ 1 in Assoziation gebracht. Allerdings zeigt sich bei den Erkrankten ein
aufRerst variabler klinischer Phanotyp, bei dem berraschenderweise 60% der Betroffenen im
Ultraschall keine Zysten zeigten (Kirby, Gnirke et al. 2013, Bleyer, Kmoch et al. 2014). In der
Literatur gibt es eine Fallbeschreibung, bei der ebenfalls FSGS-Ldasionen in Kombination mit
tubulo-interstitiellen Schaden bei einer Duplikation von Cytosin in MUC1 bioptisch gesichert
wurden. Aufgrund einer lichtmikroskopisch sichtbaren Monozyteninfiltration i.S. einer
reaktiven Inflammation gingen die Autoren von einer sekundédren (reaktiven) FSGS aus
(Trimarchi, Paulero et al. 2018). Des Weiteren (iberwiegten in dem Fallbericht die tubulo-
interstitiellen Schaden gegentiber den FSGS-Lasionen deutlich. Da es sich bei MUC1 nicht um
ein Podozyten spezifisches Gen handelt, scheint eine primére (genetische) Podozytopathie auch

bei unserem Patienten eher unwahrscheinlich.

5.5.1 Spezifische histologische Marker bei genetischer FSGS
Wegen des retrospektiven Studiendesigns war es leider nicht mdoglich, alle Patienten auf

gemeinsame Merkmale in den histologischen Schnitten nachzupriifen. Die vorhandenen
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Biopsie-Ergebnisse zeigten keine eindeutigen Merkmale, die eine Unterscheidung zwischen

genetischer und primarer oder sekundarer FSGS ermadglichen.

Laut meiner Recherchen gibt bisher keine systematischen Untersuchungen, die sich mit
(pathognomonischen) histopathologischen Merkmalen glomeruldrer Verénderungen bei
genetischer FSGS beschaftigt hat. Uber spezifische histopathologische Kriterien, die allen
hereditaren Formen der FSGS gemein waéren, ist also bisher wenig bekannt. Aufgrund der sehr
heterogenen Pathophysiologie genetischer FSGS ist ein histopathologisches Merkmal, das allen
genetischen Formen gemein ist, allerdings unwahrscheinlich. Die phanotypische Variabilitét
lasst sich am Beispiel der systemischen Befunde bei syndromaler FSGS veranschaulichen.
Beispielweise manifestiert sich die INF2-assoziierte CMT als neurodegenerative Erkrankung,
wéhrend sich das WT1-assoziierten Frasier-Syndrom mit Pseudohermaphrodismus und

diversen Tumoren einhergeht.

Mutationspezifische Marker oder Merkmale, also Marker, die einem Gen zugeordnet werden
koénnen, sind mdoglicherweise erfassbar. Hierzu wirden sich  wahrscheinlich
immunhistochemische Marker am besten eignen. Zur Identifizierung mutationsspezifischer
Merkmale waren experimentelle Studien am Tiermodell und prospektive Studien mit gréReren
Kohorten von Erkrankten mit Varianten in dem gleichen Gen notwendig. Dies ist allerdings
aufgrund der Raritat genetischer FSGS nur schwer durchfiihrbar. Zudem ist eine genetische
Untersuchung aus peripherem Blut aus diversen Griinden (geringerer Aufwand, geringere
Nebenwirkungen, Prufung mehrerer Varianten und Gene) in jedem Fall einer Biopsie
vorzuziehen. Die Entwicklung mutationsspezifischer Marker ist aus diesem Grund nicht

erstrebenswert.

An diese Stelle soll angemerkt werden, dass eine retrospektive Untersuchung von Biopsie-
Schnitten mehrerer Individuen mit genetischer FSGS auf gemeinsame Merkmale aktuell in
unserer Forschungsgruppe am Institut flir Humangenetik erfolgt. Genauere Ergebnisse liegen

zum Zeitpunkt der Veroffentlichung dieser Arbeit noch nicht vor.

5.6 Zeit bis zur genetische Diagnose-Sicherung

In unserer Studie betrug die durchschnittliche Zeitspanne zwischen der ersten Manifestation
der Nierenerkrankung und der finalen genetischen Diagnose im Durchschnitt 20 Jahre. Ein
maoglicher Grund fir diese lange Zeitdauer bis zur Diagnose konnte das bestehende Dogma
sein, dass genetische Nierenerkrankungen sich in erster Linie im Kindesalter manifestieren, was

zu einer zuruckhaltenden Indikationsstellung fur genetische Untersuchungen im
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Erwachsenenalter fihren kann. Ein Teil der in unserer Studie eingeschlossenen Patienten wurde
erst durch die Teilnahme an unserer Studie genetisch untersucht, und es ist wahrscheinlich, dass
ohne die Teilnahme an unserer Studie ein Grofteil dieser Patienten bis heute keine genetische
Diagnostik erhalten hatte. Der langfristige Zeitraum unterstreicht die Wichtigkeit, mdgliche

erblichen Ursachen bei FSGS auch bei erwachsenen Patienten zu beriicksichtigen.

5.7 Diagnostik und Methoden

5.7.1 Histologische Klassifizierung

Die untersucherabhangige Reproduzierbarkeit der verwendeten Befunde (z.B. Histopathologie)
und Diagnosen hatte einen wesentlichen Einfluss auf die Zuverlassigkeit der generierten Daten
unserer Studie. Es ist bekannt, dass die histopathologischen Befunde diverser Gewebe einer
gewissen untersucherabhangigen Variabilitat unterliegen (van den Bent 2010, Oni, Beresford
et al. 2017). Dies zusammen mit der Tatsache, dass histologische Befund bei FSGS mit
Begleithistopathologien einhergehen, dirfte zu einer gewissen diagnostischen Variabilitét in
der Befundung gefuhrt haben. Genaue Daten zur untersucherabhangigen Variabilitét

histologischer Befundung bei FSGS gibt es nicht.

5.7.2 Next Generation Sequencing

NGS-Sequencing ist eine leistungsstarke Plattform, die das gleichzeitige Sequenzieren von
Tausenden von Basenpaaren ermoglicht. Als Hochdurchsatzverfahren revolutioniert es
Bereiche wie personalisierte Medizin, genetische Medizin und klinische Diagnostik. Aufgrund
modern Hochdurchsatzverfahren ist es heutzutage moglich, fir relative geringe Kosten und in
kurzer Zeit sehr grofle Mengen an genetischen Daten zu generieren. Es ist der Sanger-
Sequenzierung in Bezug auf Geschwindigkeit um ein Vielfaches uberlegen. Dennoch gilt
letzteres auch heute noch aufgrund seiner hohen Zuverlassigkeit und geringer Fehleranfalligkeit
als Goldstandard fir bestimmte Fragestellungen. Auch in dieser Studie wurde die Sanger-
Sequenzierung zur Bestétigung (wahrscheinlich) pathogener Varianten verwendet. Aufgrund
der durch NGS generierten gigantischen Datenmengen sind die Interpretations- und

Analysetool fur den Erfolg dieser Technik maRgebend.

In rezenten Jahren hat man sich (aus Griinden der Simplifizierung) in vielen Studien auf ES
beschrénkt. Hierbei darf man nicht vergessen, dass das Exom nur ca. 1-2% des gesamten
Genoms ausmacht. Mittlerweile ist auch bekannt, dass der nichtkodierende Teil der DNA eine

aulRerst wichtige Rolle bei der Genexpression spielt. Weitere Schwachen in der Anwendung
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von ES sind Fehleranfalligkeit in Bezug auf variable ,,Depth of Coverage®, ethische Probleme
im Umgang mit nebenbefundlich identifizierten krankheitsursachlichen Varianten sowie der
Umgang mit Varianten unklarer Signifikanz. Man sollte sich zudem bewusst sein, dass beim
ES nur ca. 80-90% des Exoms effektiv sequenziert wird, wodurch falsch negative Ergebnisse
entstehen kdnnen (Volk, Conboy et al. 2015). Abgesehen von der intronischen DNA kénnen
insbesondere Kklinisch relevante mitochondriale DNA, duplizierte Gene oder VNTR-Regionen
nicht zuverléssig detektiert werden. In unserer Studie wurde beispielsweise bei Familie F332
die Variante in MUCL1 mittel ES nicht erfasst. Es ist somit durchaus denkbar, dass auch in
unserer Studie weitere krankheitsurséchliche Varianten sowohl bei der Sequenzierung als auch

bei der Datenanalyse nicht detektiert wurden.

5.8 Implikationen fur die Patienten-Versorgung

Exomsequenzierung, die bisher hauptsachlich aus Kostengriinden nur im Forschungsumfeld
angewendet wurde, findet zunehmend seinen Weg in den klinischen Alltag — auch aufgrund der
Madglichkeiten, dies nun im Rahmen des Selektivvertrags gesetzlich versicherten Patienten
anzubieten. Anwendungsgebiete umfassen unter anderem die Detektion von Varianten in
Tumorgewebe und die Aufdeckung von Erbkrankheiten. Im Folgenden mdéchte ich die Vor-
und Nachteile von ES im klinischen und Forschungs-Umfeld mit einem Schwerpunkt auf

Nephropathien diskutieren.

Chronische Nierenerkrankungen betreffen ca. 10% der Weltbevolkerung, wobei ein GroRteil
dieser Erkrankungen bis in fortgeschrittene Stadien unentdeckt bleibt (Groopman, Marasa et al.
2019). Laut den Autoren berichten ca. 25% dieser Patienten (ber eine positive
Familienanamnese. In diesem Kontext stellt sich die Frage, wie sinnvoll eine friihzeitige
Untersuchung mittels ES-Diagnostik, vor allem bei Patienten mit einer Nierenerkrankung

unklarer Atiologie, unter Abwagung der Nutzen und potentieller Risiken ist.

Die diagnostische Wertigkeit

Als erstes Argument wére die geringe Invasivitdt einer Exomsequenzierung aus peripherem

Blut im Vergleich zu anderen diagnostischen Verfahren wie einer Nierenbiospie, die mit
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erheblichen Komplikationen wie Blutung oder Infektionen einhergehen kann, zu nennen. In
diesem Zusammenhang ist auch wichtig zu notieren, dass aufgrund der teilweise spaten
Manifestation nephrologischer Erkrankungen eine Nierenbiopsie in spaten Krankheitsstadien
maoglichweise keine aufschlussreichen Ergebnisse mehr liefern kann oder aus medizinischen
Grinden bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz gar nicht mehr durchgefuhrt werden kann.
Dies l&sst sich an unserem Indexpatienten F332 gut veranschaulichen, bei dem die bioptisch
identifizierte FSGS wahrscheinlich sekundar nach jahrlanger Schadigung entstanden ist. Die
Biopsie hatte in diesem Fall einen geringen diagnostischen Stellenwert, da sie keinen Mehrwert
bzgl. Therapieentscheidung hatte. Im Gegenteil hétte die Diagnose FSGS i.S. einer
idiopathischen Form gewertet werden konnen und somit zur Entscheidung einer (nicht
indizierten) Immunsuppressiva-Therapie beitragen koénnen. Eine genetische Untersuchung
kann in diesen Fallen zur Diagnosesicherung beitragen und ggf. Komplikationen einer Biopsie
und falschen Therapie abwenden oder sogar personalisierte und damit optimierte Therapie
ermoglichen. In Fallen bei denen konventionelle Diagnostik nur wenig aufschlussreich ist, kann
ES also eine Rektifizierung der Diagnose ermdglichen. Bei Individuum F332, bei dem
urspringlich von einer FSGS ausgegangen wurde, konnte genetisch die Diagnose einer primar

zystischen Nierenerkrankung gestellt werden.

Die therapeutische Wertigkeit

Ein gemeinsames Merkmal fast aller genetischer Erkrankungen ist das fehlende Ansprechen
auf Immunsuppressiva und Steroide. Somit ist die Abwendung unndtiger Therapie mit
Immunsuppressiva/Steroiden und der teils schweren Nebenwirkungen von grof3er Bedeutung.
Zum Beispiel werden orale Steroide bei nephrotischem Syndrom trotz initialer Steroidresistenz
teilweise flr mindestens 8 Wochen empfohlen und kénnen mit ausgepragten Nebenwirkungen

einhergehen.

Ein weiterer Punkt ist die personalisierte Therapie, z.B. die orale Coenzyme Q10-Substitution,
bei Individuen mit einer krankheitsursachlichen Variante, in Proteinen die an der Q10-
Biosynthese beteiligt sind. Wie oben bereits beschrieben, gibt es gute Hinweise darauf, dass
Patienten mit krankheitsursachlichen Varianten in diesen Genen (COQ2, COQ6, COQ8B und
ADCKA4), von einer oralen Supplementierung von Coenzym Q10 profitieren. Dies bestatigten
auch die rezent publizierten 12-Monats-Daten einer Studie, bei der die Proteinurie nach oraler
Coenzym Q10-Supplementierung bei 41 Patienten im Vergleich zu einer nach Genotyp

gepaarten Kohorte um 88% reduziert wurde (Drovandi, Lipska-Zietkiewicz et al. 2022). Des

71



Weiteren gibt es Einzelfallberichte Uber gutes Ansprechen auf Immunsuppressiva bei Patienten
mit krankheitsursachlichen Varianten in PLCE1. Ein prophylaktisches Screening gesunder

Familienmitglieder mit ggf. frihzeitigem Therapie-Start sollte in Betracht gezogen werden.

Patienten Beratung: Familienplanung und Organspender

Ein weiterer wichtiger Teil der genetischen Diagnostik im Allgemeinen ist die Beratung der
Betroffen bzgl. Weitergabe Ihres Erbgutes bzw. krankheitsurséchlicher Varianten an lhre
Nachkommen. Auch relevant in diesem Zusammenhang ist das genetische Screening der
Nachkommen auf die Erkrankungen lhrer Eltern, um ggf. friihzeitig mit einer Therapie zu
beginnen. Bei der Frage nach Nierentransplantation kann die genetische Diagnose ebenfalls
eine wichtige Rolle spielen. Hierbei gilt es zu beurteilen, ob bisher nicht erkrankte Tréger
krankheitsurséchlicher Varianten ggf. ein erhohtes Risiko fur eine Niereninsuffizienz im Laufe

des Lebens haben. Sie kommen als Spender damit nicht in Frage.

Interdisziplinare Mitbeurteilung

Fur Patienten mit Varianten, die sich in Form von Multisystem-Erkrankungen i.S. eines
Syndroms manifestieren, ist ggf. eine Uberweisung an d&rztliche Fachspezialisten zur
Mitbeurteilung und Therapie notwendig. Hierbei kdnnen prophylaktische MalRnahmen wie die
empfohlene Gonadektomie bei Patient F520 potentiell lebensverldngernd sein. Bei Varianten
in COL4A3/4/5-Genen ist aufgrund der potentiellen Beteiligung von Augen und Ohren eine

Uberweisung an die respektiven Fachabteilung ebenfalls empfohlen.
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6 Fazit

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass in selektierten Kohorten etwa ein Drittel der adulten
Patienten mit FSGS eine krankheitsverursachende Genvariante aufweisen. Zudem zeigt sich,
dass sich das genetische Spektrum der FSGS bei Erwachsenen von dem bei Kindern
unterscheidet. Die lange Zeit bis zur genetischen Diagnose verdeutlicht die Bedeutung eines
frihzeitigen genetischen Screenings, da es unnétige Behandlungen und Diagnostik verhindern
und eine personalisierte Therapie ermdglichen kann. Eine genetische Untersuchung spielt somit
eine entscheidende Rolle bei Erwachsenen, die an FSGS erkrankt sind. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass nicht alle an FSGS beteiligten Gene durch Exomsequenzierung identifiziert
werden kdénnen. Auch sind bisher nicht alle zugrunde liegenden Pathomechanismen vollsténdig
verstanden. Dariiber hinaus gibt es mégliche Einschrankungen und Nachteile einer genetischen
Untersuchung, wie die damit verbundenen Kosten und die potentielle psychologische
Auswirkung einer genetischen Diagnose auf Erkrankte und ihre Familien. Zuletzt ist der
Umgang mit nebenbefundlichen Diagnosen aktuell teil ethischer Grundsatzdiskussionen.
Unsere Studie unterstreicht allerdings, dass wir durch die Einbeziehung eines genetischen
Screenings in den diagnostischen und therapeutischen Prozess das Leben jener verbessern
konnen, die bisher hdufig unter frustranen Therapieansatzen litten und Uber die Genese Ihrer

Krankheit unaufgeklart blieben.
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