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1 EINLEITUNG

1.1 Hereditare Nephropathien

Hereditare Nephropathien (HN) sind eine heterogene Gruppe genetisch bedingter,
haufig familiarer Nierenerkrankungen. Sie werden durch Verdanderungen in verschiedenen
Genen verursacht, die die normale Entwicklung und Funktion der Niere beeintrachtigen. Die
Pathogenese dieser Erkrankungen sind komplex und wird durch eine Vielzahl genetischer und
umweltbedingter Faktoren beeinflusst.(Greka & Mundel, 2012) Die Ursachen fir HN sind
vielfdltig und variieren in Abhangigkeit von der spezifischen genetischen Veranderung.
Haufige Grinde dafiir sind krankheitsverursachende (pathogene und wahrscheinlich
pathogene) Varianten in Genen, die fiir Strukturproteine der Niere wie Kollagen oder
Basalmembranproteine der Glomeruli kodieren (Haas, 2009) und zu Strukturanomalien
fihren kénnen, die die Filtrationsleistung der Niere beeintrachtigen. Des Weiteren kénnen
Veranderungen in Genen, die an der Regulation des Nierenstoffwechsels, der Elektrolyt- und
Wasserhomoostase oder an Signalwegen beteiligt sind, zu HN fiihren.(Kestila et al., 1998)
Genetische Nierenerkrankungen sind vermutlich haufiger als bisher angenommen,
insbesondere bei tubulointerstitiellen Nierenerkrankungen. Uber 200 verschiedene
Krankheiten und zahlreiche Kandidatengene werden mit dieser Erkrankungsgruppe in
Verbindung gebracht.(E. E. Groopman et al., 2019) Studien mit Exom-Sequenzierung (ES) an
Uber 3.000 Personen mit chronischer Nierenerkrankung ergaben diagnostische Varianten bei
etwa 10% der Teilnehmer. Je nach Merkmalen der untersuchten Bevoélkerung und den
Auswahlkriterien der Studien, lag die diagnostische Ausbeute zwischen 7% und 40%.(Cocchi,
Nestor, & Gharavi, 2020) Es wird vermutet, dass die tatsachliche Pravalenz genetischer
Erkrankungen bei Personen mit Nierenproblemen hoher ist, da nicht eindeutige genetische
Varianten und Gene, die nicht zuverlassig mit Nierenerkrankungen assoziiert sind, sowie
komplexe genomische Regionen und Krankheiten durch Copy Number Variations (CNVs)
schwer zu identifizieren sind. Zusatzlich werden mitochondriale Erkrankungen oft Gbersehen,
da sie in typischen ES-Designs nicht bericksichtigt werden. Daher bleibt die tatsdchliche

Pravalenz genetischer Erkrankungen bei Personen mit Nierenerkrankungen unklar.(Popp et
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al., 2022) Ein grindliches Verstandnis der zugrundeliegenden Genetik und Pathophysiologie
ist daher von grolRer Bedeutung fiir die Diagnose und Behandlung dieser Erkrankungen. Zu
den bekannten HN gehoren eine Vielzahl von genetisch bedingten und oft familidren

Erkrankungen. Einige der haufigsten Formen sind:

- ADPKD (autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung), eine erbliche
Nierenkrankheit, wird durch Varianten in PKD1 und PKD2 ausgelost. Sie ist die am
haufigsten auftretende vererbte Nierenerkrankung in Europa, mit einer geschatzten
Pravalenz von etwa 1 von 2.500 Personen gemaR den neuesten Erkenntnissen.(Harris
& Torres, 1993)

- Die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) wird durch
Varianten im PKHD1-Gen verursacht und fuhrt zu zystischen Veranderungen nicht nur
in den Nieren, sondern auch in der Leber und anderen Organen. Die Pravalenz der
ARPKD wird auf 1:10.000 bis 1:40.000 geschatzt.(Sweeney & Avner, 1993)

- Das Alport-Syndrom ist durch Varianten in den Genen COL4A3, COL4A4 und COL4A5
verursacht und ist durch Nierenversagen, Hoérverlust und Augenveranderungen
gekennzeichnet. Die Pravalenz des Alport-Syndroms wird auf etwa 1:50.000
Lebendgeburten geschatzt.(C. E. Kashtan, 1993)

- Nephronophthise (NPH) ist durch eine fortschreitende Zerstérung der
Nierenkanalchen gekennzeichnet und wird durch Varianten in verschiedenen Genen
wie NPHP1, NPHP2, NPHP3 usw. verursacht. Die familidare Nephronophthise ist eine
bedeutende Ursache fir Niereninsuffizienz bei Kindern. Sie wird autosomal-rezessiv
vererbt und tritt ungefahr in einer Haufigkeit von 1:50.000 Fallen auf. (Konig et al.,
2017)

- Zystinose, eine seltene Stoffwechselstorung, wird durch Varianten im CTNS-Gen
verursacht und fliihrt zur Ansammlung von Cystin in den Zellen, einschlielRlich der
Nieren, was zu Nierenversagen fiihren kann. Fir Deutschland wird die Haufigkeit auf

1: 179.000 geschatzt.(ElImonem et al., 2016)

Es gibt viele weitere seltene genetische Erkrankungen, die die Nieren betreffen kénnen.
Die genaue Art und Schwere der Erkrankung hangt von der spezifischen Variante ab und kann

von Fall zu Fall variieren.
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1.1.1 Embryologie

Die Nierenentwicklung beim Menschen beginnt bereits im ersten Trimester der
Schwangerschaft und durchlauft drei Hauptstadien: Pronephros, Mesonephros und
Metanephros (Abbildung 1).(Rosenblum, Pal, & Reidy, 2017) Das primitive Pronephron
entsteht in der vierten Schwangerschaftswoche im Thoraxbereich und ist innerhalb einer
Woche voll entwickelt. Es entwickelt sich aus dem intermedidaren Mesoderm durch eine
komplexe Interaktion zwischen dem epithelialen Gang und dem mesenchymalen Strang der
Niere. In der fliinften Embryonalwoche setzt sich die Entwicklung des Mesonephros fort, wobei
etwa 20 paarige Tubuli entstehen, die geringe Mengen Urin produzieren und als
Ausscheidungsorgane dienen. Gleichzeitig beginnt die Entwicklung und Funktion der
metanephrischen Niere, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Urogenitalsystems
spielt.(Houat et al., 2021; Khoshdel Rad, Aghdami, & Moghadasali, 2020; Lifton, Somlo,
Giebisch, & Seldin, 2009; Reidy & Rosenblum, 2009) In der sechsten Schwangerschaftswoche
entwickelt sich aus dem Ductus mesonephricus (Wolff) kurz vor seiner Einmindung in die
Kloake die Harnleiterknospe, aus der sich die ableitenden Harnwege, einschlieBlich Harnleiter,
Kelchsystem des Nierenbeckens und Sammelrohre, entwickeln. Die Kloake wird dabei durch
die Scheidewand der Urethra in den ventralen Sinus urogenitalis und den dorsalen
anorektalen Kanal unterteilt. Der Sinus urogenitalis differenziert sich anschlieBend in drei
Teile: die Harnblase, die Urethra und das Phallus-Segment. Die Blase entwickelt sich weiter zu

ihrer adulten Form.

Die Embryologie der Niere ist eng mit der Entwicklung anderer Organsysteme
verbunden, insbesondere dem Urogenitalsystem. Stoérungen wahrend dieses
Entwicklungsprozesses konnen zu angeborenen Fehlbildungen der Niere filihren, wie
Nierenagenesie, Nierenhypoplasie, Nierenzysten oder anderen Anomalien. Ein umfassendes
Verstandnis der embryonalen Nierenentwicklung ist daher von entscheidender Bedeutung fiir
die Diagnose und Behandlung angeborener Nierenerkrankungen sowie fiir die Erforschung
neuer therapeutischer Ansdtze zur Regeneration und Reparatur geschadigter
Nierenstrukturen.(Houat et al., 2021; Khoshdel Rad et al., 2020; Lifton et al., 2009; Reidy &
Rosenblum, 2009) Die Entwicklung verschiedener Organsysteme wahrend der Embryogenese

erfolgt in unterschiedlichen zeitlichen Fenstern. Die Wirbelkorper, insbesondere die
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thorakalen, entwickeln sich am frihesten im embryologischen Zeitfenster (23-32 Tage),
gefolgt von den anorektalen Strukturen (45-56 Tage und spater), wahrend Herz, Trachea-
Osophagus-Strukturen und Humerus-Knochen in der Mitte dieses Zeitraums liegen (29-41
Tage).(Khoshdel Rad et al.,, 2020; Stevenson & Hunter, 2013) Stérungen in diesen
Entwicklungsprozessen konnen zu schwerwiegenden Fehlbildungen flihren, wie bei der
VACTERL-Assoziation, bei der mehrere embryologische Prozesse gestort zu sein scheinen. Eine
fehlerhafte Segmentierung der Wirbelkérper kann beispielsweise durch ein asymmetrisches
Timing eines molekularen Oszillators, der "Segmentation Clock", verursacht werden.(Oates,

Morelli, & Ares, 2012; Pourquie & Kusumi, 2001)

Pronephros

/ Mesonephros

Mesonephrischer
Kanal

: Mesonephrisce
Skl _~ 1 — Tubuli

)4 Metanephrogenes
. - ¥ o AJ Blastem
Kloake

Ureterknospe

Abbildung 1. Im sich entwickelnden Embryo bilden sich Pronephros, Mesonephros und Metanephros. Die embryologische
Darstellung zeigt den Beginn der Nierenentwicklung in der 4. Schwangerschaft mit der Verschmelzung der Ureterknospe
(UB) mit dem metanephrotischen Blastem des intermediéren Mesoderms. (Bild erstellt mit BioRender.com)

Die Atresie von Osophagus und Trachea sowie die Trennung von Osophagus und
Trachea sind auf Migration von Mesoderm, epitheliale-mesenchymale Interaktionen und
programmierten Zelltod zuriickzufiihren.(Bergmann et al., 2003; Sadler & Rasmussen, 2010)
Herzfehlbildungen, die bei der VACTERL-Assoziation haufig auftreten, wie
Ventrikelseptumdefekte und Vorhofseptumdefekte sowie die Fallot-Tetralogie zeigen eine
abnorme Entwicklung der Herzscheidewdnde und eine familidre Haufung.(Stevenson &

Hunter, 2013)
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1.1.2 Diagnostik bei Hereditaren Nephropathien

Die Molekulargenetik hat in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte gemacht,
wodurch wichtige Werkzeuge =zur Identifizierung von Varianten in Genen oder
chromosomalen Aberrationen, die bei Nierenerkrankungen eine Rolle spielen, entwickelt
wurden. Zu diesen Werkzeugen gehoren u.a. die Exom-Sequenzierung, die Genom-
Sequenzierung (GS), Genexpression-Arrays, Sanger-Sequenzierung, Kopplungsanalysen, Long-
Read-Sequenzierung und das Optical Genome Mapping (OGM). Diese Technologien
ermoglichen es, Krankheitsmechanismen genauer zu untersuchen (Abbildung 2).(Grobe,

Scheiber, Zhang, Garbe, & Wang, 2023; Qiao & Cui, 2022)

\g\"\ Nieren Biopsie Pfad-und
E % % Genom > Netzwerkanalyse auf
L > P — mehreren Skalen
o°‘ —— .
(o Epigenom i
Mikro \ [T
Pissektion Transkriptom —]
=]
mikroRNAome i
Exosom- ===t
Isolierung —p
Proteome Y
—— Metabolome ™
i
s Klinische Information
Sl R Diagnostische Therapeutische
molekulare Tests Prognosemarker M
Erkrankungen

Abbildung 2. Anwendungsméglichkeiten von OMICS-Technologien bei seltenen Nierenerkrankungen. Einzelne OMICS-Daten
kénnen in Multi-OMICS integriert und systembiologisch kombiniert werden. (Angepasst nach Devuyst et al., 2014)

Parallel dazu gibt es standig neue Entwicklungen und Technologien in der Genetik, die unser
Verstandnis von Genen, Genomstrukturen und ihrer Rolle bei verschiedenen Erkrankungen

vertiefen. Einige der neuesten Technologien auf dem Gebiet der Genetik sind:

Einzelmolekiilsequenzierungstechnologien: Diese Technologien ermodglichen die direkte

Sequenzierung von einzelnen DNA- oder RNA-Molekiilen, was zu einer hoheren Auflésung und
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Genauigkeit fiihrt. Beispiele hierfiir sind die Nanoporen-Sequenzierung und die Einzelmolekiil-

Fluoreszenzsequenzierung.(Jain, Olsen, Paten, & Akeson, 2016)

CRISPR/Cas-Technologie: CRISPR/Cas-Systeme werden zunehmend fur die Genom-Editierung

und Genom-Modifikation eingesetzt. Diese Technologie ermdglicht prazise Veranderungen im
Genom und hat das Potenzial, zur Entwicklung neuer Therapien fiir genetische Erkrankungen

beizutragen.(Doudna & Charpentier, 2014)

Single-Cell-Genomik: Diese Technologie ermoglicht die Untersuchung des Genoms auf

zelluldrer Ebene, indem sie Einzelzellen isoliert und deren genomische Profile analysiert.
Dadurch kénnen heterogene Zellpopulationen besser charakterisiert und die genetische

Vielfalt innerhalb von Geweben und Organen aufgedeckt werden.(Navin, 2015)

Long-Read-Sequenzierung: Im Gegensatz zur herkédmmlichen Short-Read-Sequenzierung

ermoglicht die Long-Read-Sequenzierung die Sequenzierung von ldngeren DNA-Fragmenten.
Dies tragt zur Aufklarung komplexer genomischer Regionen, wie repetitiver Sequenzen oder

struktureller Varianten bei.(Rhoads & Au, 2015)

Multi-Omics-Integration: Diese Technologie kombiniert verschiedene "Omics"-Ansatze wie

Genomik, Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik, um ein umfassendes Verstandnis der
molekularen Mechanismen von Krankheiten zu erhalten. Durch die Integration von Daten aus
verschiedenen Ebenen kénnen komplexe Zusammenhange zwischen Genen, Proteinen und

Stoffwechselprodukten identifiziert werden.(Mertins et al., 2016)

Obwohl einige dieser Technologien seit Jahren im Einsatz sind, haben die jlingsten
Fortschritte in der kiinstlichen Intelligenz (KI) und der Omics-Technologie neue Moglichkeiten
eroffnet. Diese Fortschritte haben dazu beigetragen, dass die Datengenerierung
kostengtlinstiger und schneller wird, wahrend gleichzeitig die Analysefdhigkeiten und
Ressourcen verbessert werden. Dies ermoglicht es Forschern, tiefere Einblicke in die
Mechanismen von Krankheiten zu erhalten und innovative Behandlungsmoglichkeiten zu

erforschen.(Grobe et al., 2023; Qjao & Cui, 2022)
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1.1.3 Molekulargenetische Ursachen hereditarer Nephropathien

Etwa 10% der Erwachsenen und fast alle Kinder, die eine Nierenersatztherapie
bendtigen, leiden an einer erblichen (hereditdren) Nierenerkrankung. Der technologische
Fortschritt hat die Moglichkeiten der genetischen Diagnostik in den letzten Jahrzehnten
immens verbessert. Dies hat zu einem besseren Verstandnis der Nierenerkrankungen in
isolierter, aber auch bei syndromaler Form gefiihrt. Bei den seltenen Nierenerkrankungen
handelt es sich um mindestens 150 verschiedene Krankheiten, die in Europa und den
Vereinigten Staaten von Amerika mit einer Haufigkeit von insgesamt etwa 60 bis 80 Fallen pro
100 000 Einwohner auftreten.(Devuyst et al., 2014; Stavljenic-Rukavina, 2009; J. Zhang, Zhang,
Gao, & Zhou, 2021) HN gehen mit einem hohen Risiko einher, ein terminales Nierenversagen
(end-stage kidney failure, ESKF) zu entwickeln.(Stavljenic-Rukavina, 2009; J. Zhang et al., 2021)
Jungste Fortschritte im Bereich der Molekulargenetik haben zu einem besseren Verstandnis
der molekularen Mechanismen beigetragen, die den verschiedenen Nieren- und
Harnwegserkrankungen und -Fehlbildungen bei Kindern und Erwachsenen zugrunde liegen.
Im Bereich der Nierenerkrankungen konnten verschiedene genetische Veranderungen sowohl
in kodierenden als auch in nicht-kodierenden Regionen, sogenannte Varianten, identifiziert
werden, die flr verschiedene Erkrankungen verantwortlich sein kdnnen, z.B. fiir das Alport-
Syndrom (AS), die Dinne Basalmembran-Nephropathie (thin basement membrane
nephropathy, TBMN), die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung, tubulare
Transportstorungen, aber auch fir verschiedene andere sehr seltene Erkrankungen wie z.B.
der VACTERL-Assoziation. Ein besseres Verstandnis der Nieren-Physiologie und
Pathophysiologie durch Analyse genetisch bedingter Phanotypen kdnnte friihere Diagnosen
ermoglichen und neue Diagnose- und Prognose-Moglichkeiten eroffnen. Die weltweit
steigende Zahl von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz erhoht die Dringlichkeit,
molekulare Signalwege zu identifizieren, die an der Nieren-Pathophysiologie beteiligt sind und
als praventive/interventionelle Ziele dienen kénnen.(Stavljenic-Rukavina, 2009) Da Typ-IV-
Kollagen-assoziierte Erkrankungen, aber auch Fehlbildungen der Nieren und ableitenden
Harnwege in isolierter oder syndromaler Form (z.B. die VACTERL-Assoziation) eine groRRe Rolle
in der Entwicklung eines terminalen Nierenversagens spielen, soll im Folgenden ndher darauf

eingegangen werden.
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1.2 Phanotypisches und genotypisches Spektrum der Typ-IV-
Kollagen-assoziierten Nephropathien

Zu den Typ-IV-Kollagen-assoziierte Nephropathien gehoren das Alport-Syndrom und die
Diinne Basalmembran-Nephropathie. Beim AS handelt es sich um eine progressive hereditare
Nephropathie. Charakteristisch fur AS ist eine mikroskopische Hamaturie und Proteinurie, die
zu einem fortschreitenden Verlust der Nierenfunktion flihren kann, meistens im Alter
zwischen 20 und 40 Jahren. Dariber hinaus kdonnen Innenohrschwerhorigkeit (70%) und
Augenveranderungen (30%) beobachtet werden, auBerdem auch eine Leiomyomatose in 1%
der Patienten. Das AS ist die zweithdufigste monogene Ursache fiir eine

Niereninsuffizienz.(Hudson, Tryggvason, Sundaramoorthy, & Neilson, 2003)

Im Gegensatz dazu ist TBMN ein aus der Histopathologie abgeleiteter Begriff, definiert
als gleichmaRige glomeruldre Basalmembran (GBM)-Verdinnung, phanotypisch
charakterisiert durch eine persistierende mikroskopische Hamaturie, keine oder nur minimale
Proteinurie und meist normaler Nierenfunktion.(Savige et al., 2013; Tryggvason & Patrakka,
2006) Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie kann eine verdinnte Basalmembran an den

Glomeruli nachgewiesen werden (< 265 nm) (Abbildung 3).

.‘ . < .‘, -
! Abnormale M Abnormal gespaltene
’ GBM .. | und laminierte GBM
EEtala— L — :
Thin Basement Alport Syndrome
Membrane Lesion

Abbildung 3. Die Abbildung zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von Nierenbiopsien. Es zeigt den Unterschied in der
glomeruldren Basalmembran (GBM) zwischen einem normalen Glomerulus (links), einem Glomerulus mit einer diinnen
Basalmembran (mittel) und einem Glomerulus eines Patienten mit Alport-Syndrom (rechts). (Ubernomen und adaptiert von
https://unckidneycenter.org/kidneyhealthlibrary/glomerular-disease/alport-syndrome/)
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Eine ausschlieBliche Ausdiinnung des GBM kann auch in frithen Stadien der AS gefunden
werden.(Cangiotti et al., 1996; Savige et al., 2013; Tryggvason & Patrakka, 2006) Die Haufigkeit
der TBMN wird auf bis zu 1% der Weltbevolkerung geschatzt.(Savige et al., 2003) Viele
Patienten werden aufgrund des subklinischen Verlaufs der Erkrankung nicht diagnostiziert.
Daher ist es schwierig, die genaue Pravalenz in der Bevolkerung zu bestimmen, und es besteht

eine unvollstandige Penetranz. (Matthaiou, Poulli, & Deltas, 2020)

1.2.1 Genetische Grundlagen und Prognose der Typ-IV-Kollagen-assoziierten
Nephropathien

Die a3-, a4- und a5-Ketten des Typ-IV-Kollagens sind ein wesentlicher Bestandteil der
GBM, die eine Tripel-Helix bilden und von den drei Genen COL4A3, COL4A4 und COL4A5
kodiert werden (Abbildung 4).(Hudson et al., 2003)

Normal Alport-Syndrom

COL4a5Varianten verhindern die Bildung von
Kollagen-IV-Trimeren, wodurch die Basalmembran fiir
groBBe Molekiile durchldssig wird und Albuminurie,
Proteinurie und Hamaturie verursacht.

|
|
|
1
Kollagen-IV-Trimere (a3, a4 und a5 oder a5, a5 l
und a6) machen die Basalmembrane !
undurchlassig fiir groRe Proteine, Albumin und |
Erythrozyten und verhindern, dass diese in den |
Urin gelangen. w
| T Albuminurie TProteinurie 7 Hamatune

|

|
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|
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Abbildung 4. Kollagen IV alpha-3, alpha-4 und alpha-5 bilden normalerweise Komplexe (Trimere). Sie sind Bestandteile der
Basalmembran der Niere. Beim AS fiihrt eine Variante in einer der Ketten zu einer Stérung der Trimerbildung. (Bild erstellt
mit BioRender.com)

Typ IV-Kollagene

a3 a4 ad ab
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Die Kollagen-Ketten sind eng verdrillt. Dies wird durch das Vorhandensein von Glycin an jeder
dritten Aminosaureposition verursacht. Trunkierende Varianten fiihren zu einem vorzeitigen
Kettenabbruch. Bei bis zu 95% der Patienten kénnen in den bisher bekannten Genen COL4A3,
COL4A4 und COL4A5 krankheitsverursachende (pathogene oder wahrscheinlich pathogene)
Varianten nachgewiesen werden, die meist Glycin-Varianten, Nonsens-Varianten, Spleil3-
Varianten und Frameshift-Varianten sowie grolRe Deletionen oder Duplikationen sind.(Abou
Tayoun et al., 2018; Funk, Lin, & Miner, 2018; Gibson et al., 2021; Oliver Gross & Hoefele,
2018; Kearney et al., 2011; Richards et al., 2015; Weber et al., 2016)

AS wird meist durch einen der drei nachfolgenden Erbgange vererbt: X-chromosomal,

autosomal-rezessiv oder autosomal-dominant.

In Familien mit X-chromosomalem Erbgang haben Miitter, die heterozygot fiir eine
krankheitsverursachende Variante in COL4A5 (X-chromosomal vererbtes Alport Syndrom;
XLAS) sind, eine 50%ige Wahrscheinlichkeit, die Variante bei jeder Schwangerschaft zu
vererben; Sohne, die die Variante erben, erkranken an AS und entwickeln schlieBlich eine
Niereninsuffizienz und ggf. extrarenale Manifestationen wie z.B. Schwerhorigkeit; Tochter, die
die Variante erben, haben in der Regel eine symptomlose mikroskopische Hamaturie, kdnnen
aber auch eine Niereninsuffizienz entwickeln, meist dann aber erst in hoherem Lebensalter.
Manner, die von der Krankheit betroffen sind, vererben die Variante an alle ihre Tochter, aber

an keinen ihrer Séhne.(C. E. Kashtan, 1993; Savige, 2022; Savige et al., 2023)

In  Familien mit autosomal-rezessiven Alport-Syndrom (ARAS; biallelische
krankheitsverursachende Varianten in COL4A3/COL4A4) sind die Eltern eines betroffenen
Kindes meist heterozygot und Trager einer Variante; jedes Geschwister einer betroffenen
Person hat eine 25%ige Wahrscheinlichkeit, selbst betroffen zu sein, eine 50%ige
Wahrscheinlichkeit, Trager mit oder ohne Symptome zu sein und eine 25%ige
Wahrscheinlichkeit, nicht betroffen und kein Trager zu sein.(Bekheirnia et al., 2010; Hudson

et al., 2003; Jais et al., 2003; Jais et al., 2000; C. E. Kashtan, 1993)

Bei autosomal-dominanter Vererbung erbt jedes Kind eines Betroffenen mit 50%iger
Wahrscheinlichkeit die krankheitsverursachende Variante und erkrankt selbst.(C. E. Kashtan,
1993) Die haufig verwendete Bezeichnung autosomal-dominantes AS bei Trdagern von

monoallelischen Varianten in COL4A3 und COL4A4 wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
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In einer neueren Publikation von Furlano et al. schlagen die Autoren vor, dass jeder Fall mit
einer heterozygoten krankheitsverursachenden Variante in COL4A3 oder COL4A4 als
autosomal-dominantes AS bezeichnet werden sollte, unabhangig vom klinischen Phanotyp,
der von mikroskopischer Hamaturie bis zu chronischer Nierenerkrankung reicht.(Furlano et
al.,, 2021) Im Gegensatz dazu klassifizieren Savige et al. Individuen mit einer heterozygoten
krankheitsverursachenden Variante in COL4A3 oder COL4A4 je nach klinischem Phanotyp und
einer moglichen positiven Familienanamnese als Individuen mit autosomal-dominant

vererbter TBMN oder AS.(Savige, 2018; Savige, Huang, Croos Dabrera, Shukla, & Gibson, 2022)

Daruber hinaus wurde auch eine digene Vererbung als mogliche Ursache bei Individuen
mit AS diskutiert. Eine digene Vererbung bedeutet, dass zwei verschiedene Gene beteiligt
sind, die beide fir das Auftreten der Erkrankung verantwortlich sind. In einigen Fallen kann
das Alport-Syndrom durch Varianten in zwei verschiedenen Genen verursacht werden, die
gemeinsam die normale Funktion von Kollagen beeintrachtigen. Dies flihrt zu einer
verstarkten Auspragung der Krankheit oder zu einem schwereren Krankheitsverlauf.(Fallerini
et al.,, 2017; Mencarelli et al., 2015; Rheault, 2012; Yokota et al., 2017) Basierend auf
Bevolkerungsstudien ist eine digene Erkrankung mit krankheitsverursachenden Varianten in
COL4A3 und COL4A4 haufiger als eine mit einer krankheitsverursachenden Variante in COL4A5
zusammen mit einer in COL4A3 oder COL4A4. Dies liegt daran, dass krankheitsverursachende
Varianten in COL4A3 und COL4A4 haufiger sind. Etwa 1 von 40.000 Menschen ist von dieser
Form der digenen Vererbung betroffen. Etwa 0,5% aller Varianten in COL4A3 oder COL4A4
weisen zusatzlich eine Veranderung auf, was etwa fiinfmal haufiger ist als die Kombination
von krankheitsverursachenden Varianten im COL4A5 und einer weiteren im COL4A3 oder

COL4A4.(Savige, Renieri, et al., 2022)

Etwa 60-80% der Falle von AS sollen X-chromosomal, der Rest autosomal-rezessiv oder
autosomal-dominant vererbt sein, wobei die Literaturdaten hier inzwischen deutlich
auseinander gehen. Bei einem XLAS wird die Pravalenz auf 1 auf 5.000 geschatzt, wohingegen
bei einem ARAS die Pravalenz auf 1 auf 50.000 Individuen geschatzt wird. (Matthaiou et al.,
2020)

Bei bis zu 20% der Individuen mit TBMN wurde (iber ein Fortschreiten der Krankheit bis
hin zu einem im Vergleich zum AS spaten Nierenversagen (>50 Jahre) berichtet. (Matthaiou et
al., 2020) Dieser Krankheitsverlauf scheint zum Teil mit der Entwicklung einer fokal-

16



EINLEITUNG

segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) zusammenhangen. (Jais et al., 2003; Voskarides et al.,
2007) Daher konnen in einigen Fallen mit Verdacht auf eine hereditire Podozytopathie
(hereditare FSGS) krankheitsverursachende Varianten in COL4A3-COL4A5 nachgewiesen

werden. (Braunisch et al., 2018; Frese et al., 2019)

1.2.2 Therapie bei Typ-1V-Kollagen-assoziierten Nephropathien

Zum aktuellen Stand der Therapie und Prognose bei der Typ IV-Kollagen-bedingten

Nephropathie (AS) gibt es einige wichtige Entwicklungen:

Gentherapie: Es gibt laufende Forschungen und klinische Studien zur Gentherapie beim AS,
bei denen versucht wird, die monogene Ursache der Erkrankung zu korrigieren. Diese Ansatze
haben das Potenzial, die Progression der Nierenerkrankung zu verlangsamen oder sogar zu

stoppen.(Chavez, Rodriguez, Drexler, & Fornoni, 2022)

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 1 (RAAS)-Blocker: Medikamente, die das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System beeinflussen, wie ACE-Hemmer und Angiotensin-II-
Rezeptorblocker, werden haufig zur Behandlung des AS eingesetzt. Sie kénnen helfen, den
Blutdruck zu kontrollieren und das Fortschreiten der Nierenerkrankung zu

verlangsamen.(Chavez et al., 2022)

Nierentransplantation: Bei Patienten mit fortgeschrittener Niereninsuffizienz kann eine

Nierentransplantation eine lebensrettende Option sein. Allerdings kdnnen auch nach der
Transplantation Komplikationen auftreten, da das AS eine systemische Erkrankung ist, die

auch andere Organe betreffen kann.

Friihe Diagnose und priventive MaRnahmen: Eine friihzeitige Diagnose und Uberwachung des

AS sind entscheidend, um eine optimale Behandlung zu erméglichen und das Fortschreiten
der Nierenerkrankung zu verlangsamen.(C. E. Kashtan, 2022) RegelmaRige Untersuchungen
des Urins auf Blut und Eiweill sowie eine regelmafige Nierenfunktionsiiberwachung sind
wichtig. Darliber hinaus kdnnen eine gesunde Lebensweise und praventive MaRnahmen zur

Vermeidung von Nierenschaden beitragen.
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Es ist wichtig anzumerken, dass der aktuelle Stand der Therapie beim AS von vielen
Faktoren abhéangt, einschliefllich des individuellen Krankheitsverlaufs, der genetischen
Variante und des Schweregrads der Nierenerkrankung. Neue Behandlungsansiatze und
Forschungsergebnisse kénnen sich daher kontinuierlich weiterentwickeln. Es ist ratsam, sich
regelmalig Uber aktuelle Entwicklungen auf dem Gebiet zu informieren und mit einem

Facharzt fiir Nephrologie zusammenzuarbeiten, um die bestmdégliche Behandlung zu erhalten.

18



EINLEITUNG

1.3 ldentifizierung monogener Ursachen von Individuen mit VATER-
/VACTERL-Assoziation

Das Akronym VACTERL beschreibt eine Kombination verschiedener angeborener
Fehlbildungen und ist klinisch und &tiologisch sehr heterogen. Die Kurzform steht fir
Fehlbildungen in folgenden Organsystemen: V, vertebral; A, anorectal; C, kardial; T, tracheal;
E, esophageal; R, renal und L, limb (Abbildung 5).(Solomon, 2011) Die einzelne Fehlbildung

bezeichnet man in der Literatur als Komponentenmerkmale (engl. component features, CFs).

Die Haufigkeit der VACTERL-Assoziation wird auf 1 von 10.000 bis 1 von 40.000
Neugeborenen geschatzt, wobei mannliche Kinder in 85% der Falle betroffen sind. Durch
Fortschritte in der modernen Medizin haben Kinder mit VACTERL-Assoziation heute eine viel

bessere Prognose als vor Jahrzehnten. (Al-Qattan, 2021; Solomon, 2011, 2018)

VATER-/VACTERL-
Assoziation

V - Wirbelsaulendefekte
A - Anorektale Anomalien
C - Herzfehler

T - Luftrohrenfistel

E - Osophagus-Atresie

R - Nierenanomalien

L - Anomalien der
Gliedmallen

Abbildung 5. Die VATER- oder die VACTERL-Assoziation betrifft mehrere Kérperteile eines Neugeborenen, einschlieflich
seiner inneren Organe. (Bild erstellt mit BioRender.com).
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Die Diagnosekriterien sind noch nicht endgiiltig geklart, obwohl die meisten Kliniker und
Wissenschaftler davon ausgehen, dass eine VATER- oder VACTERL-Assoziation vorliegt, wenn
mindestens drei der oben genannten Fehlbildungen vorhanden sind. Es wird empfohlen, dass
Kliniker im Zusammenhang mit VACTERL-Assoziation nicht von einem Syndrom, sondern von
einer Assoziation sprechen. Ein weiterer Punkt im Zusammenhang mit dem Oberbegriff ist,
dass der Begriff nur dann Anwendung finden sollte, wenn die klinische Prasentation,
Laborbefunde und Untersuchungen alle anderen sich Uberschneidenden Erkrankungen

unwahrscheinlich machen.(Solomon, 2011, 2018)

Die Haufigkeit von Wirbelsdaulenfehlbildungen in diesen Fallen wurde auf 60-80%
geschatzt (am haufigsten Rippenfehlbildungen), von imperforablen Analatresien auf 55-90%,
von Herzfehlbildungen auf 40-80%, von tracheo-6sophagealen Verdanderungen mit oder ohne
Osophagusatresie auf 50-80%, von Nierenfehlbildungen auf 50-80% und von Fehlbildungen
der GliedmaRBen auf 40-50%.(Solomon et al., 2014) Bei etwa 90% der Falle scheint das
VACTERL-Syndrom sporadisch aufzutreten, obwohl das Risiko erhoht ist, wenn die Eltern
blutsverwandt sind. Das Wiederholungsrisiko bei einer Folgeschwangerschaft betragt weniger

als 1%. Etwa 12% der Totgeburten sind mit dem VACTERL assoziiert. (Solomon, 2011)

Die Diagnose der VACTERL-/VATER-Assoziation beruht auf einer Ausschlussdiagnose
und wird anhand des klinischen Bildes bei der Geburt gestellt. Es ist bekannt, dass die
VACTERL-/VATER-Assoziation auch eine Vielzahl von Differentialdiagnosen aufweist. Diese
Differentialdiagnosen kdnnen je nach Gesamtbild unter anderem das Baller-Gerold-Syndrom,
das CHARGE-Syndrom, das Currarino-Syndrom, das 22q11.2-Mikrodeletion-Syndrom, die
Fanconi-Anamie, das Feingold-Syndrom, das Fryns-Syndrom, die MURCS-Assoziation, das
Okulo-aurikulo-vertebrale Spektrum, das Opitz G/BBB-Syndrom, das Pallister-Hall-Syndrom

oder das Townes-Brocks-Syndrom umfassen.(Solomon, 2011)
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1.3.1 Genetische Grundlagen der VATER-/VACTERL-Assoziation

Obwohl die genaue Ursache der VACTERL-Assoziation noch nicht vollstandig verstanden
ist, gibt es Hinweise darauf, dass neben den wenigen bekannten monogenen Ursachen auch
verschiedene Umweltfaktoren, wie Schwangerschaftsdiabetes, assistierte
Reproduktionstechnologien (ART), Ubergewicht, Adipositas und Rauchen wihrend der
Schwangerschaft an der Entstehung solcher Fehlbildungen beteiligt sind. (Kolvenbach et al.,

2021; Saisawat et al., 2014; Solomon, 2011, 2018)

Neben den bereits bekannten Genen wie ZIC3 und TRAPI1, die mit der VACTERL-
Assoziation in Verbindung gebracht wurden, entdeckte die Forschungsgruppe von Heiko
Reutter im Jahr 2019 durch ES ein weiteres potenzielles autosomal-rezessives Kandidatengen,
namlich HSPA6 (NM_002155.3).(Kause et al., 2019) In einer spateren Arbeit im Jahr 2023,
veroffentlicht von Kolvenbach et al., wurden mittels ES sowohl einzelne Nukleotid-Varianten
(SNVs) als auch CNVs in einem anderen Gen, SHROOM4 (NM_020717.5) identifiziert. Diese
Varianten traten bei sechs Personen aus vier unabhangigen Familien auf, die angeborene
Fehlbildungen des Harntrakts, des Anorektums, des kardiovaskuldaren Systems und des
zentralen Nervensystems zeigten, die mit der Erkrankung in Zusammenhang stehen.
SHROOMA4 wird im oberen und unteren Harntrakt, im sich entwickelnden Herzen und im
Gehirn exprimiert. Knockdown-Studien an Zebrafischlarven zeigten Pronephrozysten,
Kloaken- und Herzanomalien, ein reduziertes Auge-Kopf-Verhaltnis und eine erhoéhte
Mortalitat im Vergleich zur Kontrolle. Zu den mit SHROOM4 in Verbindung gebrachten
Krankheiten gehdren Stocco-Dos-Santos-Type-X-Linked-Intellectual-Disability und Intellectual

Developmental Disorder, X-Linked.(Kolvenbach et al., 2023)

In spezifischen Tiermodellen wurden mehrere Signalwege identifiziert, die darauf
hinweisen, dass krankheitsverursachende Varianten haufiger im Sonic-Hedgehog-Signalweg
(Shh-Signalweg) und Nicotinamidadenindinukleotid-Signalweg (NAD-Signalweg) auftreten
und das eine Storung von Signalwegen, an denen Hox- und Retinsdure-Signale beteiligt sind,
ebenfalls zur Entwicklung unterschiedlicher Fehlbildungen beitragt. (Al-Qattan, 2021; Kim,
Mo, & Hui Cc, 2001; H. Shi et al., 2017; Solomon, 2011, 2018; Solomon, Raam, & Pineda-
Alvarez, 2011; Vaze, Mahalik, & Rao, 2012) Der Shh-Signalweg ist ein evolutionar

hochkonservierter morphogenetischer Mechanismus, der von Drosophila bis zum Menschen
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eine zentrale Rolle in der Embryonalentwicklung spielt. Diese evolutiondare Konservierung
unterstreicht die fundamentale Bedeutung dieses Signalwegs fir die Entwicklung
verschiedener Organe und Strukturen entlang der Korpermitte.(Kim et al., 2001; Shin,
Kogerman, Lindstrom, Toftgard, & Biesecker, 1999) Mause, die krankheitsverursachende
Varianten im Shh-Signalweg aufweisen, zeigen eine Vielzahl von Anomalien, darunter
Fehlbildungen der Wirbelsaule, der Trachea, der Speiserdhre, den GliedmaRen und am Darm,
die menschlichen anorektalen Fehlbildungen dhneln.(Kim et al., 2001; Mo et al., 2001; Ngan,
Kim, & Hui, 2013) Das Shh-Gen kodiert fiir ein interzelluldres Signalpeptid, das an einen
Transmembranrezeptorkomplex bindet. Die Transkriptionsfaktoren Gli2 und Gli3 spielen eine
spezifische und sich Uberschneidende Rolle bei der Entwicklung der VACTERL-Assoziation.
Krankheitsverursachende Varianten im Shh-Signalweg wurden mit verschiedenen
menschlichen  Krankheiten in  Verbindung gebracht, darunter das Greig-
Zephalopolysyndaktylie-Syndrom, das Pallister-Hall-Syndrom (PHS) und die postaxiale
Polydaktylie Typ A.(Kim et al., 2001; Ming, Roessler, & Muenke, 1998; Ngan et al., 2013)
Zusatzlich zu den bekannten Anomalien wurden bei Mausen mit Varianten im Shh-Signalweg
auch kardiale, renale und damit verbundene Anomalien beobachtet, die bei der VACTERL-

Assoziation auftreten.(Kim et al., 2001)

Shi et al.,, 2017 und spater Szot et al.,, 2019 identifizierten Gene, die in dem NAD-
Signalweg zugeordnet wurden und in den Varianten identifiziert wurden. Diese Gene waren
HAAO, KYNU und NADSYN1.(H. Shi et al., 2017; Szot et al., 2020) Der NAD-Signalweg, ein
grundlegender zelluldirer Mechanismus, spielt eine entscheidende Rolle bei der
Embryonalentwicklung und der Pathogenese von Krankheiten. Varianten, die die de-novo-
Synthese von NAD beeintrdchtigen, konnen zu angeborenen Fehlbildungen fiihren, darunter

solche, die im Rahmen der VACTERL-Assoziation auftreten.(H. Shi et al., 2017)

Molekulare und zytogenetische Tests mit Karyotypisierung und Microarray-Analyse (8%
sind CNVs), (Solomon, 2018) sind Standardtechniken zur Suche nach genetischen Ursachen
bei diesen Individuen. (R. Zhang et al.,, 2017) Der vielversprechendste weg, um
voranzukommen, ist jedoch die Identifizierung von biologischen Signalwegen, die zuséatzliche

Erkenntnisse Gber die Entstehung dieser komplexen Krankheit liefern kdnnen.
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1.3.2 Therapie und Prognose bei VATER-/VACTERL-Assoziation

Der aktuelle Stand der Therapie und Prognose bei der VACTERL-Assoziation umfassen
verschiedene Ansdtze zur Behandlung und zum Management der Symptome sowie zur
Verbesserung der Lebensqualitat der Betroffenen. Da die VACTERL-Assoziation eine komplexe
Erkrankung ist, die mehrere Organsysteme betrifft, erfordert die Behandlung oft ein
multidisziplindres Team, das aus verschiedenen Facharzten besteht. Einige aktuelle Ansatze

zur Therapie und Prognose sind:

Chirurgische Eingriffe: Viele Patienten mit VACTERL-Assoziation bendtigen chirurgische

Eingriffe, um angeborene Fehlbildungen wie anorektale Fehlbildungen, Herzfehler,
Wirbelsdulenfehlbildungen oder Nierenanomalien zu korrigieren. Die Verbesserungen in der
chirurgischen Technik und Pflege haben dazu beigetragen, die Ergebnisse dieser Eingriffe zu

verbessern und die Komplikationen zu reduzieren.

Behandlung von Begleiterkrankungen: Einige Patienten mit VACTERL-Assoziation kdnnen

Begleiterkrankungen wie gastrointestinale Probleme, Herzrhythmusstérungen oder
Niereninsuffizienz entwickeln. Die Behandlung dieser Begleiterkrankungen kann zur

Verbesserung der Prognose beitragen und die Lebensqualitdt der Betroffenen erhéhen.

Friherkennung und Uberwachung von Komplikationen: Eine regelméiRige &rztliche

Uberwachung ist wichtig, um Komplikationen friihzeitig zu erkennen und zu behandeln. Dies

kann die Prognose verbessern und die Lebensqualitat der Betroffenen erhalten.

Genetische Beratung: Da differentialdiagnostisch bei Patienten mit einer VACTERL-Assoziation

andere monogene Ursachen identifiziert werden konnen, ist eine genetische Beratung fir
betroffene Familien wichtig. Dies kann dazu beitragen, das Risiko flir weitere betroffene

Kinder zu verstehen und Familien bei der Entscheidungsfindung zu unterstitzen.

Die Behandlung und Prognose bei VACTERL-Assoziation variieren je nach individuellem
Krankheitsverlauf und den spezifischen Symptomen. Neue Entwicklungen in der Medizin und
Forschung kdnnen die Behandlungsmoglichkeiten und Prognose weiter verbessern. Eine enge
Zusammenarbeit mit einem multidisziplinaren Team von Facharzten sowie regelmalige
arztliche Uberwachung sind entscheidend fiir eine optimale Betreuung.(Kolvenbach et al.,

2021; Saisawat et al., 2014; Solomon, 2018; Solomon et al., 2011)
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1.4 Lebenszeitrisiken flir autosomal-rezessive Nierenerkrankungen

Wie bereits oben beschrieben, handelt es sich bei den erblichen Nierenerkrankungen
um eine Gruppe von klinisch und genetisch heterogenen Erkrankungen.(Connaughton et al.,
2019; Hildebrandt, 2010; Wuttke et al., 2019) Viele dieser Erkrankungen werden in der frithen
Kindheit bereits diagnostiziert. Sie konnen jedoch auch in der Adoleszenz, im
Erwachsenenalter oder sogar vor der Geburt auftreten.(Kopp et al., 2020; Stavljenic-Rukavina,
2009) Die weltweite Prdvalenz fiir chronische Niereninsuffizienz wird auf 11 bis 13% geschatzt.
In Europa liegt die Pravalenz der Stadien 3 bis 5 der chronischen Niereninsuffizienz bei
12%.(Hill et al., 2016) Bei etwa 9% der erwachsenen Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung  (chronic  kidney  disease, CKD) kann eine  monogene
krankheitsverursachende Variante nachgewiesen werden. Von diesen Patienten haben laut
der Studie von Groopman et al. 24% krankheitsverursachende Varianten in PKD1 und 14%
krankheitsverursachende Varianten in COL4A5, die zur autosomal-dominanten polyzystischen
Nierenerkrankungen bzw. zum X-chromosomalen AS fiihren. 9% dieser CKD-Patienten hatten
COL4A3 und 7% COL4A4, als die am haufigsten identifizierten, autosomal-rezessiven

Krankheitsgene.(E. E. Groopman et al., 2019)

Fur die Entwicklung diagnostischer Strategien und therapeutischer Ansatze bei seltenen
erblichen Nierenerkrankungen werden Pravalenzdaten dringend benétigt. Die Pravalenz fast
aller autosomal-rezessiver Nierenerkrankungen ist unbekannt, variiert stark oder betrifft
Patienten mit charakteristischen Symptomen. Dies liegt daran, dass viele Faktoren die
Schatzung der Pradvalenz beeinflussen, wie z.B. die Zielpopulation, die Auswahl einer
reprasentativen Stichprobe, die Definition der Krankheit, die diagnostischen Tests und die
GrolRe der Stichprobe. (Levy & Feingold, 2000) Auf Grundlage eines genotypischen Ansatzes
wurden kiirzlich krankheitsverursachende heterozygote Varianten in COL4A3 und COL4A4 bei
bis zu 1 von 106 Individuen identifiziert.(Gibson et al., 2021; Savige, 2022)
Pravalenzschatzungen fiir seltene genetische Nierenerkrankungen sind daher schwierig und
basieren, sofern verfligbar, hauptsachlich auf klinischen Daten und nicht auf
molekulargenetischen Daten. In den letzten zwei Jahrzehnten hat die Entwicklung von
Hochdurchsatzverfahren fiir die Sequenzierung der nachsten Generation (Next Generation

Sequencing, NGS) dazu gefiihrt, dass molekulare Daten zur Aufklarung monogener
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Erbkrankheiten zur Verfligung stehen.(Hildebrandt, 2010) AulRerdem sind jetzt grole
populationsgenetische Datenbanken wie die Genome Aggregation Database (gnomAD)

offentlich verfiigbar.

Gerade fir die hereditdaren Nierenerkrankungen aus der Gruppe der Glomerulopathien,
der Tubulopathien, der Ziliopathien und der angeborenen Fehlbildungen der Nieren und
ableitenden Harnwege, die zusammen einen sehr grofRen Beitrag fiir die Entwicklung von ESKF
darstellen, gibt es kaum Pravalenzdaten oder, wie bereits oben erwahnt, lediglich anhand von
symptomatischen Patienten berechnet. Auf diese Krankheitsgruppen soll im Folgenden kurz

eingegangen werden.

1.4.1 Glomerulopathien

Als Glomerulopathien bezeichnet man entziindliche und nichtentziindliche
Erkrankungen der Nierenkorperchen (Glomeruli). Der Urin von Menschen, die an einer
glomerularen Erkrankung leiden, wird im Labor untersucht, wobei sich hdufig Proteinurie

(Eiweild im Urin) und eine mikroskopische Hamaturie nachweisen lassen.(KG, 2023b)

Sie werden nach verschiedenen Kriterien eingeteilt, z.B. in primare oder sekundare
Glomerulopathien, entziindliche oder nichtentziindliche, proliferative oder nichtproliferative

Formen oder nach dem (klinischen) Krankheitsverlauf.(KG, 2023b)
Klinische Verlaufsformen, die als Klassifikation zur Orientierung dienen kdnnen, sind:

- Glomerulopathien zeigen eine Vielzahl von Symptomen und Verlaufsformen. Einige
prdsentieren sich mit einem nephrotischen Syndrom, das durch hohe Proteinurie,
hypalbumindmische = Odeme, Hypoproteinimie und  Hyperlipoproteinimie
gekennzeichnet ist. Beispiele hierfir sind die membranése Glomerulonephritis oder
die Glomerulopathie bei Diabetes mellitus.

- Andere Glomerulopathien manifestieren sich mit einem nephrotischen Syndrom, das
mikroskopische Hamaturie, arterielle Hypertonie, Odeme und leichte Proteinurie

umfasst. Zu diesen gehoren die IgA-Nephropathie oder das Alport-Syndrom.
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- Einige Glomerulopathien prasentieren eine unklare Symptomatik, die Nephropathien
und Nephritiden umfasst. Beispiele hierfir sind die postinfektiose Glomerulonephritis
oder die rasch fortschreitende Glomerulonephritis.

- SchlieRlich gibt es Glomerulopathien mit einem chronischen Verlauf, die zur

Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz flihren konnen.(KG, 2023b)

Genetische Formen glomeruldrer Erkrankungen werden hauptsachlich durch genetische
Veranderungen in diesen Molekilstrukturen oder Regulationsfaktoren der glomeruldren
Filtrationsbarriere verursacht. Die Anfalligkeit fiir eine IgA-Nephropathie kann auch durch eine
abnorme Glykosylierung von IgAl erhoht werden. Auch bei verschiedenen genetisch
bedingten metabolischen und mitochondrialen Erkrankungen treten glomerulare
Dysfunktionen auf.(Chiang & Inagi, 2010) Zur Pathogenese der angeborenen
Glomerulopathien tragen genetische Defekte der glomeruldaren Endokapillaren, der

glomeruldren Basalmembran und der Podozyten bei.(Chiang & Inagi, 2010)

Unter den primaren glomeruldren Erkrankungen ist die IgA-Nephropathie weltweit die
haufigste Erkrankungsform; die fokal-segmentale Glomerulosklerose und die membrandse
Nephropathie mit 1,2/100000/Jahr bei Erwachsenen sind die haufigsten Ursachen des
nephrotischen Syndroms bei Erwachsenen.(Wu, Chen, Chiu, & Wu, 2022) Zu den genetischen
Ursachen der autosomal-dominanten Formen der FSGS gehoren krankheitsverursachende
Varianten in ACTN4, INF2, TRPC6 und in den Genen, die fir Kollagen IV (COL4A3-5) kodieren;
sie sind die Hauptursachen der FSGS im Erwachsenenalter in nicht-afrikanischen
Populationen. Im Vergleich dazu manifestieren sich Varianten in Genen, die fiir die rezessiven
Formen der FSGS verantwortlich sind (wie z. B. NHPS1, PLCE1 und NHPS2), typischerweise in
der frihen Kindheit und beim progressiven nephrotischen Syndrom. In atypischen Fallen mit
spatem Krankheitsverlauf und Rezidiven nach Transplantation kdnnen jedoch heterozygote
NPHS2-Varianten (wie p.Arg229GIn, immer noch haufig als p.R229Q bezeichnet) eine Rolle
spielen.(Wu et al., 2022) Auch systemische genetische Erkrankungen, die z.B. durch
Stoffwechseldefekte, mitochondrialen Energiemangel oder Immunerkrankungen verursacht
werden, konnen zu Glomerulopathien flihren. Das Verstandnis der monogenen
Glomerulopathien bei komplexen Nierenerkrankungen wurde durch neue genomweite

Assoziationsstudien und systembiologische Untersuchungen verbessert. Mit Hilfe von
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Gentherapie und transgenen Mausen sollen neue Therapiestrategien fiir genetisch bedingte

Glomerulonephritiden entwickelt werden.(Chiang & Inagi, 2010)

1.4.2 Tubulopathien

Als Tubulopathie wird eine Erkrankung der Nierenkandlchen (Tubuli) bezeichnet
(Abbildung 6). Die Haufigkeit dieser Stérungen variiert abhadngig von ihrer Art und den
zugrunde liegenden Ursachen. Primare Tubulopathien, die durch spezifische Gendefekte
bedingt sind, betreffen normalerweise einen isolierten Transportprozess. Sekundare
Tubulopathien, die haufig im Rahmen angeborener Stoffwechselerkrankungen auftreten, sind
dagegen komplexer. Sie beeinflussen mehrere tubuldare Transportmechanismen und kénnen
Veranderungen der Glomeruli und anderer Organsysteme begleiten. Das Verstandnis von
Tubulopathien ist von entscheidender Bedeutung aufgrund ihrer potenziellen Auswirkungen
auf die Nierenfunktion und den Elektrolythaushalt des Kérpers. Diese Stérungen kdnnen eine
Vielzahl von Symptomen verursachen, darunter Elektrolytstorungen, Azidose, renalen
Diabetes insipidus und andere Nierenfunktionsstérungen. Die Behandlung von Tubulopathien
richtet sich nach der jeweiligen Art der Storung und ihren spezifischen Auswirkungen. Sie kann
eine  Kombination aus medikamentdser Therapie, Erndahrungsumstellungen und

gegebenenfalls Nierenersatztherapien wie Dialyse umfassen.(KG, 2023a)

Derzeit sind mehr als 50 Krankheitsgene fur Tubulopathien bekannt, wie z.B HNF1B,
SLC12A3, SLC12A1, SLC3A1 usw. Diese sind mit Erkrankungen assoziiert, die autosomal-
rezessiv, autosomal-dominant oder auch X-linked-dominant und -rezessiv vererbt
werden.(Downie, Lopez Garcia, Kleta, & Bockenhauer, 2021). Hereditare Tubulopathien sind
eine heterogene Gruppe seltener Erkrankungen, deren weltweite Pravalenz nach wie vor
schwer abzuschatzen ist. In zwei groRen multizentrischen Studien wurde bei 70% der Kinder
und etwa 26% der Erwachsenen mit klinisch diagnostizierten Tubulopathien eine
krankheitsverursachende Variante nachgewiesen. In einer anderen Studie wurde bei 7% von
235 pakistanischen Patienten mit Nephrolithiasis eine genetische Diagnose gestellt.(lancu &
Ashton, 2020) Braun et al. fanden bei knapp 17% der Patienten eine monogene Ursache fir
Nephrolithiasis (NL) oder Nephrokalzinose (Braun et al., 2016), wobei rezessive Varianten

haufiger waren als autosomal-dominante.(lancu & Ashton, 2020)
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Abbildung 6. Links im Bild ist der Querschnitt durch eine menschliche Niere dargestellt. Die Niere setzt sich aus einer Million
einzelner Untereinheiten zusammen, die als Nephrone bezeichnet werden. Ein solches Nephron ist in der linken Abbildung
schematisch dargestellt (Bild erstellt mit BioRender.com).

1.4.3 Ziliopathien

Unter dem Begriff Ziliopathien werden eine Reihe von genetisch bedingten
Erkrankungen zusammengefasst, deren gemeinsames Merkmal eine Fehlfunktion der Zilien
bzw. der sie tragenden Zellen ist. Zilien sind die zytoplasmatischen Fortsatze des Zellkdrpers.
Sie sind an verschiedenen Stoffwechsel-, Transport- und Wahrnehmungsprozessen beteiligt

(Abbildung 7).(Hildebrandt, Benzing, & Katsanis, 2011; McConnachie, Stow, & Mallett, 2021)

Entwicklungs- und degenerative Erkrankungen, die durch genetische Variationen in
einem einzigen Gen hervorgerufen werden, sind eng mit Ziliopathien verbunden. Ein Beispiel
hierfir sind die autosomal-dominante und autosomal-rezessive polyzystische
Nierenkrankheit. Bei der autosomal-rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung (ARPKD),
spielt das Gen Fibrozystin (PKHD1) eine besonders wichtige Rolle. Die haufigsten genetischen

Ursachen fir die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD) sind
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Varianten im Gen Polyzystin-1 (PKD1), die in etwa 80% der Falle vorkommen, sowie Varianten
im Gen Polyzystin-2 (PKD2), die in etwa 15% der Falle auftreten.(Santoni et al., 2020). Die
Nephronophthise hingegen ist mit einer Pravalenz von 1/100.000 die haufigste Ursache einer
terminalen Niereninsuffizienz bei Kindern und jungen Erwachsenen. Das Senior-Lgken-
Syndrom, das Bardet-Biedl-Syndrom, das Joubert-Syndrom und das Meckel-Gruber-Syndrom
kénnen als Ziliopathien bezeichnet werden.(Hildebrandt et al., 2011; McConnachie et al.,

2021; Santoni et al., 2020)

Nierentubuli-Zilium f
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~

Zentrale Mikrotubuli
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—
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Zilientragende Zelle )
Tochterzentriole

Abbildung 7. Schematische Darstellung eines primdren Ziliums und dessen Aufbau (Bild erstellt mit BioRender.com).
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1.4.4 Angeborene Fehlbildungen der Nieren und ableitenden Harnwege

Etwa 3-6 von 1000 Neugeborenen leiden an angeborenen Fehlbildungen der Nieren und
ableitenden Harnwege (congenital anomalies of the kidney and urinary tract, CAKUT). Diese
Anomalien machen etwa 40% aller Niereninsuffizienzen im Kindesalter sowie etwa 15% bis
30% aller pranatal diagnostizierten Fehlbildungen aus.(Kohl, Habbig, Weber, & Liebau, 2021;
Kosfeld, 2018) Zum CAKUT-Spektrum gehoren klinisch heterogene Erkrankungen, die von
einem milden vesikoureteralen Reflux (VUR) bis hin zu der schweren Form einer beidseitigen
Nierenagenesie reichen. Die verschiedenen CAKUT-Phdnotypen entstehen in

unterschiedlichen Stadien der Nierenentwicklung (Abbildung 8).

Den meisten Formen von CAKUT ist die Pathophysiologie der gestérten Interaktion zwischen
der Ureterknospe (UB) und dem metanephrischen Mesenchym (MM) wahrend der
Entwicklung gemeinsam. CAKUT kann isoliert (auf Nieren und Harnwege beschrankt) oder im
Rahmen von Syndromen auftreten. In 16% der isolierten CAKUTs wird eine monogene Ursache
beobachtet. Man geht davon aus, dass viele CAKUTs eine multifaktorielle Atiologie haben. Bis
zum heutigen Tag konnten genetische Varianten in mehr als 50 Genen mit der (isolierten)
Entstehung von CAKUT beim Menschen in Verbindung gebracht werden.(Kagan, Pleniceanu,
& Vivante, 2022; Kohl et al., 2021; Kosfeld, 2018; Riedhammer et al., 2023) Die wichtigsten
Gene, die an der Entwicklung der menschlichen und Mausnieren beteiligt sind, sind RET und
WNT11 (spezifisch fur die UB), GDNF, WT1, EYA1 (spezifisch fir die MM) und PAX2 (spezifisch
fiir die UB und MM).(Capone, Morello, Taroni, & Montini, 2017) Patienten mit syndromalem
CAKUT  (zusatzlichen  extrarenalen  Manifestationen) oder einer beidseitiger
Niereneinschrankung zeigen eine hohere Wahrscheinlichkeit, molekulargenetisch
diagnostiziert zu werden.(Riedhammer et al., 2023) Besonders deutlich war dies bei Patienten
mit kardiovaskuldren Auffilligkeiten, bei denen eine Detektionsrate von etwa 42,6% (23 von
54) festgestellt wurde, sowie bei Patienten mit fazialen Auffilligkeiten, bei denen eine
Detektionsrate von etwa 38,7% (12 von 31) beobachtet wurde. Die haufigsten genetischen
Befunde bei diesen Patienten sind das Kabuki-Syndrom und das 17ql12-

Deletionssyndrom.(Huang et al., 2023)
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der verschiedenen Phédnotypen von CAKUT (Congenital Anomalies of the Kidney and
Urinary Tract). Hdufig treten die verschiedenen Anomalien in Kombination miteinander auf. Der Schweregrad kann sehr
unterschiedlich ausgeprdgt sein. (Ubernommen von Kosfeld et al., 2028)
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1.5 Exom-Sequenzierung in hereditaren Nephropathien

Die ES hat sich als eine etablierte Methode zur Identifizierung
krankheitsverursachender Varianten erwiesen. Mithilfe von ES koénnen die protein-
kodierenden Bereiche des Genoms mittels NGS analysiert werden. Dies bietet den Vorteil,
dass gleichzeitig die meisten relevanten Gene flir Nephropathien untersucht werden kénnen,
was die Diagnosestellung erleichtert und auch das Potenzial hat, neue Phanotypen und
Genotypen zu identifizieren. Allerdings gibt es Ausnahmen, wie z.B. Varianten in PKD1, fiir das
mehrere Pseudogene existieren, oder MUC1, bei dem eine C-Insertion in einem VNTR-Repeat
schwer zu detektieren ist. Die genomweite Analyse mittels ES ermdglicht zudem eine
regelmalige Neubewertung der Sequenzdaten, insbesondere bei Identifizierung neuer

Krankheitsgene.(E. E. Groopman et al., 2019)

Die haufigsten genetischen Diagnosen bei angeborenen Nierenerkrankungen sind mit
knapp 24% die ADPKDs, die durch Varianten in den Genen PKD1 und PKD2 verursacht werden.
An zweiter Stelle stehen Glomerulopathien mit einer Haufigkeit von 7%, wobei die meisten
Varianten in den Genen COL4A3, COL4A4 und COL4A5 zu finden sind.(E. E. Groopman et al.,
2019) Allerdings stellte sich heraus, dass etwa 6% der aufgeklarten Falle eine Phanokopie
aufweisen, was bedeutet, dass der Phanotyp nicht mit dem bekannten Genotyp
Ubereinstimmt. Das AS spielt hier eine wichtige Rolle, da einige Patienten mit einem FSGS-
Phanotyp Varianten in COL4A3-5 aufweisen anstatt in den FSGS-Genen.(Riedhammer et al.,
2020) Eine Phanokopie kann durch andere Varianten oder Umwelteinflisse erklart werden.
(Strachan T, 2018; Turner, Christie, Pearce, Turnpenny, & Thakker, 2010) Die
Wahrscheinlichkeit, bei einer Exom-Sequenzierung eine genetische Ursache zu finden, ist bei

familidrer Belastung nachweislich hoher.(Riedhammer et al., 2023)
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2 ZIELE DER ARBEIT

Diese Promotionsarbeit widmet sich der Untersuchung und Identifizierung
molekulargenetischer Ursachen bei Kindern und Jugendlichen, bei denen mutmaRlich erbliche
Nierenerkrankungen vorliegen. Das Ziel ist es, die zugrunde liegenden genetischen
Mechanismen zu erfassen, die zu diesen Erkrankungen fiihren, um eine prazisere Diagnose
und potenziell personalisierte Therapien zu erméglichen. Die Forschung konzentriert sich auf
die Analyse von Varianten, die mit verschiedenen Nierenpathologien assoziiert sind, und zielt
darauf ab, sowohl bekannte genetische Ursachen als auch potenziell neue genetische Marker

zu identifizieren.

Die Patienten stammen aus der NephroGen-Datenbank fiir Patienten mit Nephropathien, in
der mehr als 3670 Patienten aus 1833 (Stand August 2023) Familien mit unterschiedlichen

Nephropathien registriert sind.

Die Doktorarbeit wurde anhand der klinischen Patientendaten, aber auch anhand der
angestrebten Ziele in drei Projektteile unterteilt. Jedes Projekt hat sein definiertes Ziel,
Resultate und Diskussion, die unten in den jeweiligen Uberschriften genauer beschrieben und

erlautert werden. Die Abbildung 9 zeigt den Workflow der Dissertation.

Projekt |: Phénotypisches und genotypisches Spektrum der Typ-IV-Kollagen-assoziierten
Nephropathien.

Der Schwerpunkt dieses Projekts ist die Neubewertung des klinischen Phanotyps und der
Reanalyse von ES-Daten von Individuen mit krankheitsverursachenden Varianten in COL4A3,

COL4A4 und COL4A5.
Mit diesem Projektteil soll Folgendes erreicht werden:

e Aufzeigen der aktuell kontrovers in der Literatur angegebenen Nomenklatur fiir AS und
TBMN

e Erweiterung des phanotypischen und genotypischen Spektrums von Patienten mit
einer Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathie

e Genetische Re-Klassifizierung von Patienten

33



ZIELE DER ARBEIT

e |dentifizierung neuer Varianten

Projekt Il: Identifizierung monogener Ursachen von Individuen mit VATER/VACTERL-

Assoziation mittels Exom-Sequenzierung.

Ziel dieses Projektes ist die molekulargenetische Aufarbeitung einer groRen Kohorte an

Patienten mit VACTERL-Assoziation.
Mit diesem Projektteil soll Folgendes erreicht werden:

e |dentifizierung von  krankheitsverursachenden  Varianten in  bekannten
krankheitsassoziierten Genen
e I|dentifizierung von Varianten in Kandidatengenen

e |dentifizierung neuer Pathways

Projekt |ll: Bestimmung des Lebenszeitrisikos fiir autosomal-rezessive Nierenerkrankungen.

Das Ziel dieses Projekts besteht darin, die Pravalenz krankheitsverursachender Allele bei
autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen in der Bevolkerung zu ermitteln. Die Ergebnisse
dieser Studie wurden in Zusammenarbeit mit zwei weiteren Doktoranden, Herrn Martin
Menke und Clara GroRwinkelmann, erzielt und zusammengetragen. Daher wurde
entschieden, die Ergebnisse grob zu interpretieren und zu diskutieren, um Redundanzen zu
vermeiden, da samtliche weiterfliihrende Details und Erlauterungen bereits in den anderen

beiden Doktorarbeiten enthalten sind.
Mit diesem Projektteil soll Folgendes erreicht werden:

e Berechnung des Lebenszeitrisikos flir autosomal-rezessive Nierenerkrankungen

e Aufzeigen moglicher Unterschatzung bisheriger Pravalenzen
Jeder Abschnitt dieser Dissertation wurde bereits als eigenstandige Originalarbeit in den

folgenden Fachzeitschriften veroffentlicht (Projekt ) oder ist gerade in Submission (Projekt Il

und 111):
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Abbildung 9. Ablaufdiagramm des Studiendesigns. Untersuchung und Identifizierung molekulargenetischer Ursachen bei
Kindern und Jugendlichen mit wahrscheinlich erblichen Nierenerkrankungen (Erstellt mit BioRender.com).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial
Die meisten Proben wurden in Form von DNA von den jeweiligen

Projektpartnern/Projektpartnerinnen eingesendet. Im Rahmen der genetischen Diagnostik
und Beratung am Institut flir Humangenetik, Klinikum rechts der Isar, Technische Universitat
Minchen wurde einem kleineren Teil der eingeschlossenen Patienten 2-3ml EDTA-Blut
abgenommen. Alle Gber die genetische Beratung in die Forschungsprojekte eingeschlossenen
Patienten mussten eine Patienteneinwilligung und ein GenDG (Gendiagnostikgesetz)

unterschreiben (Abbildung 10).

Der Phanotyp wurde durch Durchsicht von medizinischen Berichten und das Ausfiillen
eines standardisierten Fragebogens ermittelt (Abbildung 10 und 11). Die Falle wurden
entsprechend ihrem Phanotyp/ihrer klinischen Verdachtsdiagnose (NICHT ihrer genetischen

Diagnose) bestimmten Krankheitsgruppen zugeordnet.

Fiir die DNA-Isolierung wurde in der Regel eine Blutmenge von 400ul bis 500ul des bei
der Beratung entnommenen Blutes verwendet. Uberzihlige Blutproben wurden als

Ruicksteller eingefroren.
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Institut fiir Humangenetik

E‘.:"m.ll-'l'.la“ des Klinikums rechts der Isar o T,
IM#IgUNGE-  gor Technischen Universitit Minchen \

erkldrung : . .
?rlzgfr;l.rprl‘: g;ﬁ;;r:;‘::;;ienr Klirikum rechis der Isar Technische Universitat Minchen
Teal. 089/4140-6381; Fax -6382
Patientendaten [ggf. Aufkleber) Untersuchungsmaterial:
Name iamame Indikathon:
Geburtsdatum Tel.: Geplante Untersuchung:
o prangtal o postnatal
Stralle
o Iytogenetik | Molekularzytogenetik (FISH)
PLZ Wohnart

o Molekulargenetik

Einwilligungserklarung fiir die Durchfiihrung einer humangenetischen
Untersuchung gemdl Gendiagnostikgesetz (GenDG)

Das GenDG fordert fiir alle genetischen Untersuchungen eine ausfilhrliche Aufklidrung, eine
schriftliche Einwilligung der (des) Ratsuchenden [/ Patienten ! Erzieshungsberechtigten, sowie eine
genatische Beratung vor und nach pradiktiven Analysen.

Ich bin einverstanden, dass das entnommene Untersuchungsmaterial fir genetische Untersuchungen bei
der oben angegebeanen Indikationssiellung untersuchl werdean darf.

Die arzlliche Auswerlung von Untersuchungsergebnissen erfolgl nur im Hinblick auf die im Rahmen des
Diagnostikaufirages erhobanen Daten.

lch erki@re, dass ich Ober die Maglichkeiten und Grenzen der angeforderten Untersuchungen aufgeklart
wurde. Die méglichen Ergebnisse dieser Untersuchungen und deren Konsequenzen wurden erdriert.

Fir alle Angaben und Untersuchungsergebnisse bastehl Schweigeplflichl gemai Dalenschutzrichilinian.
Mir ist bewusst, dass ich die Einwilligung jederzeit schriftlich widerrufen kann.

Bei genomweailen Analysen (Armay-Exom-/Ganom-Analysen) kdnnen sich Nebenbefunde ergeben (2.B.
Ubertragerstatus), die nicht in direktern Zusammenhang mit 0.g. Fragestellung steben. Ein Anspruch auf
Mitteilung, Vollstandigkeil oder Aktualisierung solcher Befunde besteht nicht. In Ausnahmefallen (2.B. bei

einar Therapiemmiglicheit) kénnen solche Befunde mitgeteill werdan.

Bitte entschelden Sle, wie mit Ihrem Untersuchungsmaterial und den daraus resultlerenden Ja mein

verfahren werden darf:
lch bin einverstanden, dass der diagnostische Untersuchungsauftrag an ein spezialisieres o o
medizinisches Hooperalionslabor weilergeleitel wird, wenn die Untersuchung in oben
genannier Einrichiung nicht durchgefibrt wird.
lch bin einverstandan, dass Untersuchungsmaterial fir eine ggf. erforderiche Ubarprifung des [} [m]
Ergebnisses bzw. fir weilerfilhrende diagnostische Untersuchungen aufbewahrl wird.
Ich bin sinverstanden, dass diagnostische Untersuchungsergebnisse Ober die gesetzich o o
vorgeschriebene Frist won 10 Jahren hinaus aufbewahr werden (2.B. fir Kinder und Enkel).
lch bin sinverstanden, dass Untersuchungsmaterial flr wissenschaftliche Untersuchungen o o
dber die Indikationsstellung hinaus sowie fir laboranalytische Cualitdtskontrollmalnahmen
psawdonymisiert aufbewahrt und ggf. im Rahmen internationaler Studien (ggf. mit Volum ainer
Ethikkommission) analysierl und publiziert werden darf.
Ich bin damit einverstanden, dass der Befundbericht an folgende Arzte geschickt wird (bitte Ad angeben):
O verantwortiche(r) ArztinfArzt:
O weitere Arztinnen/Arzte:

Uini=rschrifl

Ort, Datum Ratsuchenda(fyPalienl(in VErziehungsberschiigielr) Unlerschiift, Stempel verantwartiiche(r) Arsinizt
Erstellar: Dr. H. Saidel MHM_FB_Einwilligungserklarung_150324 Seite 1 von 1

Abbildung 10. Patienten-Einwilligung.
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Institut fiir Humangenetik

des Klinikums rechts der Ilsar

der Technischen Universitat Miinchen )

Studienleiterin; Prof. Dr. J. Héfele Hinfum rechisdertsar - Technische Linerstit Minchen
Trogersir. 32, 81675 Minchen

Tel. 089/4140-6381; Fax -6382

\E DEUTSCHEMN
UMIVERSITATSELINIK A

Fragebogen zur Studie , ldentifizierung von krankheitsverursachenden Genen und
Meadifiern bei hereditaren Erkrankungen der Nieren und ableitenden Harnwege"

Patientendaten Sind die Eltern blutsverwandt?
| (ggf. Aufkleber) Oja [ nein
Marne Womarne

Verwandte mit Mierenerkrankungen?

Seburizdetum Tel. O Mutter [ Schwester
T O vater [ Bruder

[ Sonstige:
FLZ Wohnorl

Herkunft der Familie:

Diagnose (bitte Befunde entsprechend beifigen)
Datum der Erstdiagnose (Tagy/ (Monat)f (Jahr)

Diagnose

Molekulargenetische und zytogenetische Befunde

Extrarenale und extraurogenitale Manifestationen (bitte Befunde entsprechend beifiigen)

[ Mikrozephalie [ GehorlosigkeitSchwerharigkeit [ Polydaktylie

[ vermisaplasie/-hypoplasie [ Augenfehibildungen [ Skelettfehibildungen

[[] Geistige Retardierung ] Herzfehlbildungsn [ Wachstumsretardierung
[ sonstige:

Laborbefunde bei Diagnosestellung

Blut: Urin:

[ serum-Kreatinin ____ mg/dl [ Kreatinin-Clearance ____ mi/min

[ serum-Hamstoff ____ mafdl (] Mikrohamaturie  [1+ [+ Clee+

[ eFr ____ miimin/1,73m? (] Makrohamaturie

[] Immunserologische Auffilligkeiten [] Proteinurie (Alter) __ g/g Kreatinin
— wenn ja, welche:

[ sonstige:

Fragebogen Hereditdre Erkrankungen der Mieren und ableitenden Harmwege

Varsion 10/2021

Abbildung 11. Standardisierter Fragebogen zur Erfassung des Phénotyps. A) Erste Seite.
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MName lomame geb.am___ (Tag) __ (Monat) (Jahr)

Ultraschall
] Unauffallig [ Auffallig:

Nierenbiopsie (bitte Befunde entsprechend beifiigen)

Wurde eine Nierenbiopsie durchgefihrt? Oja O nein

Erste Biopsie _ (Tag)y__iMonatyl __ (Jahr)
Zweite Biopsie (Tag)/ (Monat) (Jahr)
[ Minimal-change Nephropathie [ Diinne Basalmembran-Nephropathie (TBMN)
[] Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) [J Alport-Syndrom

(] Diffuse mesangiale Sklerose [[] Mephronophthise

] Mesangioproliferative Glomerulonephritis [ c3-Glomerulopathie

(] Ohne Befund [ sonstiger Befund:

Dialyse und Nierentransplantation

Besteht Dialysepflicht? Oja O nein

[] Hamodialyse [ Peritonealdialyse

(] seit: ____(Monat)/ (Jahr) [ seit: ____(Monat)___(Jahr)
Wurde eine Nierentransplantation durchgefihrt? O ja [ nein

Erste Transplantation _ (Monaty____ (Jahr)

Zweite Transplantation _ (Monaty____ (Jahr)
Transplantat-Versagen aufgrund von [ rezidiv O Abstoftung

Bestand vor Dialyse oder Transplantation sine arterielle Hypertonie?
Oija O nein

Anmerkungen

Wir danken Ihnen vielmals fir lhre Mihe.
Bitte filllen Sie noch folgende Zeilen aus, damit wir Sie bei Rickfragen erreichen kénnen.

Name:

Datum: Unterschrift: Berufsadresse:

Fragebogen Hereditdre Erkrankungen der Mieren und ableitenden Harmwege 1
ersion 10/2021

Abbildung 12. Standardisierter Fragebogen zur Erfassung des Phénotyps. B) Zweite Seite.
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3.1.2 Patienten-Rekrutierung und Eingruppierung bei Typ-IV-Kollagen-
assoziierten Nephropathien

Fiir das Projekt der Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathien wurde eine Kohorte
von 60 Fallen aus nicht verwandten Familien mit krankheitsverursachenden Varianten in

COL4A3, COL4A4 oder COL4A5 eingeschlossen.

Diese Familien wurden zwischen Oktober 2015 und August 2020 nach ihrem
Erscheinen am Institut fiir Humangenetik, Klinikum rechts der Isar rekrutiert. Bei allen
Individuen war bereits eine ES durchgefiihrt worden und genetische Daten lagen vor. Die
Exom-Daten wurden im Rahmen dieser Studie bei COL4A3-5 neu analysiert. Diese wurde nach
den Standards der Deklaration von Helsinki 2013 durchgefiihrt und von der lokalen
Ethikkommission der Technischen Universitdat Miinchen genehmigt (Genehmigungsnummern
515/16 Sund 521/16 S). Von allen Probanden bzw. deren Erziehungsberechtigten wurde eine

informierte und schriftliche Einwilligung eingeholt.

Der Phanotyp wurde anhand des Erhebungsbogen (Abbildung 10 und 11) erhoben. Danach
wurden die Falle in zwei Krankheitsgruppen auf der Grundlage ihres Phanotyps/ihrer

klinischen Verdachtsdiagnose zugeordnet (NICHT ihrer genetischen Diagnose).

Diese Krankheitsgruppen waren das AS und TBMN. Damit die Falle in die AS-Gruppe
eingruppiert werden konnten, mussten die Falle einer der folgenden Voraussetzungen

erfillen:

a. Mannliche und weibliche Individuen: biallelische krankheitsverursachende Varianten
in COL4A3 und COL4A4
b. Mannliche Individuen: hemizygote krankheitsverursachende Variante in COL4A5

c. Weibliche Individuen: heterozygote krankheitsverursachende Variante in COL4A5

Auf der anderen Seite, um als TBMN eingruppiert zu werden, mussten die Félle eine der

folgenden Voraussetzungen erfillen:

a. Mannliche und weibliche Individuen: monoallelische krankheitsverursachende
Variante in COL4A3 und COL4A4

b. Weibliche Individuen: heterozygote krankheitsverursachende Variante in COL4A5
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3.1.3 Patienten-Rekrutierung und Eingruppierung bei Individuen mit VATER-
/VACTERL-Assoziation

In diesem Teil des Projektes wurden 101 nicht verwandte Falle mit ihren nicht
betroffenen Eltern aufgenommen, so dass insgesamt 303 Individuen in diesem Projekt
eingeschlossen wurden. Diese wurden entsprechend dem Phanotyp in zwei Untergruppen

eingeordnet:

a. VACTERL-Assoziation
b. VACTERL-dhnliche Symptomatik

Die Falle wurden zwischen Mai 2016 und November 2022 nach Uberweisung durch ihren Arzt
erfasst. Die Rekrutierung von Patienten und Familien erfolgte in der Zusammenarbeit mit
kinderchirurgischen Abteilungen. Zusatzliche Unterstiitzung erfolgte von den deutschen
Selbsthilfeorganisationen fiir Patienten mit angeborenen anorektalen Malformationen (ARM)
(SoMA e.V.) und mit TE (KEKS e.V.) geleistet. Im Vorfeld der Rekrutierung wurden von den
CURE-Net-Netzwerkpartnern und dem grofRen Netzwerk standardisierte Case Report Forms

(CRFs) erstellt, die in der vorliegenden Studie verwendet wurden.

Diese Studie wurde gemaB den Standards der Deklaration von Helsinki 2013
durchgefihrt und von der lokalen Ethikkommission der Technischen Universitat Miinchen
genehmigt (Genehmigungsnummer 521/16 S). Von allen Probanden bzw. deren
Erziehungsberechtigten wurde eine schriftliche Einwilligung eingeholt. Klinische und
phanotypische Daten wurden aus klinischen Berichten und der Anamnese gewonnen. Ein

standardisierter Fragebogen wurde verwendet, um die klinischen Informationen zu erfassen.
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3.1.4 Materialien zu den Lebenszeitrisiken fur autosomal-rezessiv vererbte
Nierenerkrankungen

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den GATHER-Leitlinien 13 durchgefiihrt. Die
Sequenzierung von Individuen in der in-house-Datenbank wurde im Rahmen eines
Forschungsprojekts durchgefiihrt, das von der Ethikkommission des Klinikums rechts der Isar

der Technischen Universitat Minchen genehmigt wurde (#535/20 S).

Fiir samtliche Supplement-Tabellen, detaillierte Materialbeschreibungen (Abschnitt 3.1.4)
und Methoden (Abschnitte 3.2.7, 3.2.8 sowie 3.2.10) sowie die Ergebnisse (Abschnitt 4.3) und
Diskussion (Abschnitt 5.3) im Zusammenhang mit dem dritten Teil dieser Dissertation
"Bestimmung des Lebenszeitrisikos fiir autosomal-rezessive Nierenerkrankungen" wird auf die
entsprechenden Abschnitte in den Doktorarbeiten von Martin Menke und Clara

GroRwinkelmann verwiesen.
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3.2 Methoden

Die Isolierung der eingesandten DNA erfolgte in den jeweiligen Einsender-Instituten
gemaR den dort vorhandenen Protokollen. Die Isolierung von DNA aus Blutproben, die am
Institut fir Humangenetik am Klinikum rechts der Isar entnommen wurden, erfolgte gemaR

den im Abschnitt 3.2.1.1 oder 3.2.1.2 beschriebenen Verfahren.

3.2.1 In-house DNA-Isolation

3.2.1.1 Manuele DNA-Isolierung

Fir die manuelle DNA-Isolierung aus Blut (hauptsachlich bei infektiosem Material;
ansonsten automatisierte DNA-Isolierung; siehe unten) wurde das Gentra Puregene DNA
Purifikation Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet. Zunachst wurden die Erythrozyten
durch Zugabe von 1.350ul Lyse Losung fiir rote Blutkdrperchen (RBC Lysis Solution) zu 450pl
Patientenblut und anschlieRendes Mischen lysiert. Nach einer 5-minitigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Lésung 30s lang bei 16.000 x g zentrifugiert, wodurch kernhaltige
Zellen als weiRes pellet sichtbar wurden. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet
wurde in der verbleibenden Flissigkeit (etwa 20ul) durch Vortexen resuspendiert. Der nachste
Schritt war die Lyse der kernhaltigen Zellen und die Denaturierung der Proteine durch Zugabe
von 450ul Cell Lysis Solution und 2ul Proteinase K und anschlieRendes mischen. Diese Losung
wurde 1h lang bei 55°C inkubiert. Danach wurden 150ul Protein-Prazipitation-Solution
zugegeben und 20s lang gevortext. Diese Losung wurde 1min lang bei 16.000 x g zentrifugiert,
wobei ein dunkelbraunes Pellet sichtbar wurde. Der Uberstand enthielt die DNA und wurde in
ein neues Roéhrchen Uberflihrt, das 450 ul 100%iges Isopropanol enthielt, um die DNA zu
prazipitieren. Das Rohrchen wurde durch Umdrehen gemischt, und die DNA wurde als Faden
oder Klumpen sichtbar. Die Lésung wurde dann 1min lang bei 16.000 x g zentrifugiert, und der
Uberstand wurde verworfen. Die DNA wurde mit 450ul 70%igem Ethanol gewaschen und
erneut bei 16.000 x g fiir 1min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet
wurde 5 Minuten lang bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde

resuspendiert und in 50ul DNA-Hydrierungslosung gemischt. Um die DNA vollstandig
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aufzulésen, wurde die Losung 1 Stunde lang bei 65 °C inkubiert. Die DNA befand sich nun in
einer Losung, die fir verschiedene molekulare Analysen und Anwendungen verwendet

werden konnte.

3.2.1.2 Automatisierte DNA-Isolierung

Um die DNA aus dem peripheren Blut zu extrahieren, wurden 400ul Blut mit dem
automatisierten Nukleinsdure-Aufreinigungsgerdt Chemagic™ 360 (PerkinElmer, Waltham,
MA, Vereinigte Staaten von Amerika) nach dem Protokoll des Herstellers extrahiert. Dieses
Verfahren basiert auf dem Prinzip der magnetischen Beads, die an DNA aus homogenisierten
und aufgeschlossenen Zellen gebunden werden. Anschlieend kann die an die Beads
angelagerte DNA gewaschen und mit Pufferldsungen von den Beads eluiert werden. Die DNA
verbleibt in einem Sammelrohrchen. Die Beads werden dann von den magnetisierten Staben
abgenommen und verworfen. Die isolierte DNA wird jetzt in dem Gefrierfach erst bei -20

danach im -80 gelagert.

3.2.1.3 DNA-Quantifizierung und Qualitétspriifung

DNA-Qualitdt und -Quantitdt wurden mit einem NanoDrop™ 1000-
Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, Vereinigte Staaten von
Amerika) gemessen. Dies geschieht, nachdem die DNA isoliert wurde. Die gemessenen
Qualitatsparameter werden als Grundlage fir weitere Prozesse genutzt. Die Bestimmung der
DNA-Konzentration erfolgt durch spektrophotometrische Messung der Absorption im UV-
Bereich bei 230nm, 260nm und 280nm gemdR dem Lambert-Beer‘schen-Gesetz. Die
extrahierte DNA zeigt ein Absorptionsmaximum bei A260 (260nm) im Absorptionsspektrum
zwischen 230nm und 320nm. Der Nanodrop nutzt ein Probenretentionssystem, das die
naturliche Oberflaichenspannung von Flissigkeiten zwischen zwei Messflachen ausnutzt, um
Volumina zwischen 0,5ul und 2ul ohne den Einsatz von Kiivetten oder vorheriger Verdiinnung
zu quantifizieren. Im Einzelnen wurde die Lichtabsorption (Absorption) der DNA bei

Wellenlangen von 260nm und 280nm gemessen. Ein Absorptionsverhaltnis A260/280 von
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etwa 1,8 gilt als Hinweis auf "reine DNA". Eine Absorption bei und tiber 2,0 deutet auf eine

Kontamination mit RNA hin.

Ein zweites MaR fur die Reinheit der DNA ist A260/230. Reine DNA hat Werte von
2,0-2,2. Liegt A260/230 unter 2,0, kann eine Verunreinigung mit Substanzen vorliegen, die
Licht bei 230nm absorbieren. Berechnung der Konzentration: Der Berechnung liegt das

Lambert-Beer‘sche Gesetz zugrunde,

A=E*b*c

A = Absorption (A),

E = wellenldngenabhéngiger Extinktionskoeffizient (liter/(mol*cm)),
b= Pfadldange (cm),

¢ = Konzentration (mol/liter)

Die DNA-Menge wurde automatisch durch Anwendung eines modifizierten Beer-

Lambert-Gesetzes berechnet (sieche NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer User's Manual):

c = (Ax*¢g))b

c: Nukleinsaurekonzentration (ng/ml)

A: Absorptionseinheiten (AU)

e: wellenldngenabhéngiger Extinktionskoeffizient ((ng*cm)/pul)
b: Pfadlange (cm)

FlUr doppelstrangige DNA gilt der Extinktionskoeffizient 50 (ng*cm)/ul. Absorptionsdaten am
NanoDrop 1000 sind fiir die Pfadlange 1 cm normalisiert (siehe NanoDrop™ Technical Bulletin
T042). Berechnung der Ratios:

Ratio 260/280 = A260/A280
Ratio 260/230 = A260/A230
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3.2.2 Exom-Sequenzierung (ES)

Der Prozess der ES beginnt mit der Anreicherung der exomischen Sequenz einer Ziel-
DNA. Hierzu wird die DNA zundchst enzymatisch fragmentiert und die entstandenen Enden
repariert und phosphoryliert. Anschliefend werden Plattform-spezifische Adapter an die DNA
ligiert. Nach einer ersten Amplifikation erfolgt die Hybridisierung. Dabei werden die
modifizierten DNA-Fragmente an komplementdre DNA-Strange gebunden, die die
exomischen Bereiche des Genoms abdecken und mit Biotin markiert sind. Die angereicherten
Regionen werden dann durch Streptavidin-gekoppelte Beads selektiv isoliert. Nach einer
finalen Amplifikation der exomischen Sequenzen und dem Zusammenfiihren der einzelnen
Library werden die Proben auf Plattformen wie dem HiSeq4000 oder NovaSeq6000 von

Illumina sequenziert, tUblicherweise in einem 100 bp paired-end Lauf.

3.2.2.1 Interne Sequenzierung (Institut fiir Humangenetik Miinchen, Klinikum rechts der
Isar)

Fiir die interne ES wurde die isolierte DNA fir alle eingeschlossenen Falle mit dem Sure
Select Human All Exon V5 (50 Mb) Kit (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, Vereinigte
Staaten von Amerika) oder mit dem Sure Select Human All Exon V6 (60 Mb) Kit (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, Vereinigte Staaten von Amerika) angereichert und
anschlieBend auf einem HiSeq4000 (lllumina, Inc., San Diego, CA, Vereinigte Staaten von
Amerika) oder NovaSeq6000 (lllumina) bis zu einer durchschnittlichen Abdeckung von mehr
als 95% als "paired end reads" sequenziert. >96% der Zielsequenzen sind mindestens 20-fach
abgedeckt.(Kremer et al., 2017) Die DNA passiert daraufhin eine Qualitatskontrolle und erst
wenn sie den jeweiligen Anforderungen entspricht, wird sie fir die Library-Prdparation

verwendet.
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3.2.2.1.1 Probenvorbereitung

Vor Beginn der Library-Praparation werden die DNA-Proben hinsichtlich ihrer Qualitat
Uberprift. Dazu erfolgt u.a. eine Bestimmung der Reinheit Uber die Absorptionsraten
A260/280 und A260/230 mittels NanoDrop, eine fluoreszenzbasierte Quantifizierung der
DNA, eine Amelogenin-PCR zur Bestimmung des Geschlechts sowie ein Agarosegel zur
Integritatskontrolle. Als Abschluss wird anhand der Volumenwerte fiir DNA und Wasser eine

Probenplatte mit 50ng DNA in 10ul Gesamtvolumen vorbereitet.

3.2.2.1.2 Exome-Library-Praparation

In dem Pra-PCR-Bereich wird die Input-DNA fragmentiert, das anschlieBende End-
Repair durchgefiihrt, ein A-Uberhang an die DNA-Fragmente angelagert und

plattformspezifische Adaptoren an die fragmentierte DNA ligiert.

3.2.2.1.3 PCR-Amplifikation der Adapter-ligierten Libraries und der post-PCR-Bereich

In diesem Abschnitt wird die PCR-Amplifikation der Adapter-ligierten DNA-Fragmente
und die anschlieBende Aufreinigung und Qualitatskontrolle der Prahybridisierungs-Libraries
durchgeflihrt. AnschlieBend erfolgt die Aufreinigung der amplifizierten DNA im Post-PCR-
Bereich. Nach erfolgter Qualitatskontrolle (Ziel: > 50ng/ul bei einer durchschnittlichen GroRe
zwischen 350 - 425bp) und Quantitdtskontrolle der DNA-Bibliothek, und wenn alle Parameter
passen, erfolgt das 8-Plex-Pooling der Pre-Hybridisierungs-Libraries. Die Rekonzentrierung
und Hybridisierung der gDNA-Library-Pools auf die Capture-Probes dauert mindestens 22h.
AbschlieRend erfolgt das Capture der hybridisierten DNA.
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3.2.2.1.4 PCR der Captured Libraries

In diesem Abschnitt wird die PCR-Amplifikation von Streptavidin-gebundenen DNA-
Fragmenten beschrieben. Anschlieend erfolgt die Aufreinigung und Qualitdtskontrolle der
fertigen Libraries. Danach folgt die Aufreinigung der amplifizierten Libraries. Vor dem Einsatz
auf dem HiSeq4000 oder NovaSeq6000 erfolgt die Qualitats- und Quantitatskontrolle der
finalen Libraries, das Pooling der Proben flir die Multiplex-Sequenzierung und das Anlegen des

Pools im LIMS.

3.2.2.2 Externe Sequenzierung

Alle Proben die extern sequenziert wurden, wurden nach den Protokollen des
jeweiligen Instituts durchgefiihrt mit Human All Exon V6 (60 Mb) Kit (Agilent Technologies,

Inc., Santa Clara, CA, Vereinigte Staaten von Amerika).

3.2.3 Daten-Import in die intern eigene auswerte Plattform

Alle unten beschriebenen Schritte der Analyse werden ausschliefRlich im Klinikinternen
Intranet (KKS) durchgefiihrt. Die im Folgenden erwadhnten Systeme (Sequenzier-Gerat,
Speicher, Labor-Informations- und Management-System (LIMS) und Evaluation) befinden sich
im gleichen Intranet und prozessieren ausschlielSlich pseudonymisierte Daten. Die Tabellen
fir die De-Pseudonymisierung werden auf einem getrennten Server verwaltet. Die Rohdaten
werden automatisch mittels der Illumina RTA-Software tiber das SMB/CIFS Protokoll auf ein
reserviertes Share in das Storage-System der IT und Bioinformatik-Gruppe des Instituts
hochgeladen. Die Datenanalyse-Pipeline wird fiir die gesamte Flow Cell gestartet. Die Pipeline
startet automatisch fiir jede der im Lauf sequenzierten Proben. Die Pipeline ist mit dem LIMS
und dem Datenauswertungssystem Exome Variant and Annotation Database (EVAdb;

https://github.com/mri-ihg/EVAdb) verbunden. Library type, verwendete Exom-Assays fir

Exome, Metadaten wie beispielsweise Geschlecht und Erkrankung werden automatisiert

Ubernommen, und die Pipeline konfiguriert sich selbst fir Genom- oder Exom Analyse.
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3.2.3.1 Datenprozessierung der Proben

In diesem Teil wird der Ablauf der Pipeline fiir die Prozessierung von Proben

beschrieben:

Die originalen FASTQ-Dateien werden zunachst mit der Software cutadapt
vorverarbeitet, um die lllumina-Adapter-Sequenzen zu entfernen. Die vorverarbeiteten
Sequenzen werden dann an das Referenzgenom hgl9, das aus dem UCSC Genome Browser
stammt, aligniert. Fir exonische und genomische Sequenzen wird zusatzlich ein
benutzerdefiniertes Referenzgenom basierend auf hgl9 fir das Alignment an die mtDNA
erstellt. Der mem-Algorithmus der Software bwa wird flr das Alignment verwendet. Die
individuellen FASTQ-Paare (Read 1 und Read 2) werden mit bwa aligniert und dann mit
Samtools zusammengefiihrt und sortiert, wodurch ein bam-Datei erstellt wird. Fir das
Alignment wird das Referenzgenom mit einer Phix-Referenz integriert, um die Spike-In Phix-
Sequenzen zu erkennen. Die Phix-Sequenzen werden anschliefend mit dem Command Line
GNU grep entfernt. Die bam-Dateien werden mit der MarkDuplicates Tool der Picard-Software
prozessiert. Duplizierte Sequenzen, die vom gleichen DNA-Fragment stammen, werden
identifiziert und als Duplikate in der bam-Datei markiert. Die Qualitats-Scores fiir einzelne
Basen werden mit den BQSR-Software-Tools von GATK (Base Quality Score Recalibration)
berechnet. Insgesamt werden die sequenzierten Daten durch eine Reihe von Schritten
vorverarbeitet, aligned, zusammengefiihrt, sortiert, dupliziert markiert und Qualitats-Score-
rekalibriert, um hochwertige und zuverldssige Ergebnisse flir weitere Analysen zu

gewadhrleisten.

3.2.3.2 \Variant Calling

Fiir Exome und Genome wurden SNVs (engl. Single Nukleoide variants) und Indels
(Insertionen/Deletionen), die vom Referenzgenom abweichen, mit dem Genome Analysis
Toolkit 4 (GATK 4.2.3.0; https://github.com/broadinstitute/gatk), bestimmt. Die detaillierten
Algorithmen entsprechen den Empfehlungen von “GATK Best Practices” des Broad Institutes
entsprechend der Publikationen.(DePristo et al., 2011; Van der Auwera et al., 2013) Dabei

wurden die Tools GATK Tools HaplotypeCaller und GenotypeGVCFs benutzt. Die entstandenen
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Varianten-Files (VCFs) wurden mit den GATK Variant Quality Recalibration Tools
(VariantRecalibrator und ApplyVQSR) weiter prozessiert. Mitochondriale Varianten wurden
mit GATK4 Haplotypecaller und GenotypeGVCFs aufgerufen. Zusatzlich wurden exonische
Varianten auch mit Samtools aufgerufen, die entstandenen VCFs werden mit

benutzerdefinierten Scripts (Teil der Pipeline, siehe Github) postprozessiert und filtriert.

3.2.3.3 Variant Calling Indel, CNV und strukturelle Varianten

Indels bis 20kbp wurden mit Pindel aufgerufen. Fiir CNVs wurde das Tool ExomeDepth
benutzt. Fir Autosomen wird ein Referenzdatensatz mit 50 Proben verwendet; fiir das X-
Chromosom wurden separat fir mannliche und weibliche Proben zwei zusatzliche
Referenzdatensatze erstellt. Bei Genomen werden Strukturelle Varianten (SVs) durch eine
Zusammenstellung von funf Software Tools aufgerufen: CNVnator, LUMPY, Manta, Whamg
und Breakdancer unabhangige Calls aus den verschiedenen Callern werden mit in-house
Scripts (siehe GitHub) kombiniert. Zudem wird eine SV-Liste mit zusatzlichen Informationen,
wie der Anzahl der Caller, die jede Variante unterstiitzen, und die Qualitdtsparameter fir

jeden Caller erstellt.

3.2.3.4 Qualitétspriifung und Erkennung von Kontamination und Probenverwechslungen

Fir die Auswertung werden verschiedene Qualitdtsparameter berechnet und
automatisch im LIMS gespeichert. Zu diesen gehdéren Kontaminationswerte, maogliche
Geschlechtsdiskrepanzen, Familienbeziehungen in Trios, Library, Sequenzer-Qualitat,
Duplikat-Rate und eine ausreichende Abdeckung. Die Uberpriifung der Qualititsparameter
wird durch einen wissenschaftlichen Mitarbeiter durchgefiihrt. Das Software-Tool verify
BamID (Jun et al., 2012) wird zur Schatzung der Probenkontamination verwendet. Bei einer
Uberschreitung der festgelegten Grenzwerte fiir die Kontamination muss eine erneute DNA-
Isolation, Library-Praparation und Sequenzierung aus einer unabhangigen Probe durchgefiihrt
werden. Eine Diskordanz des in der Datenbank hinterlegten Geschlechts der Patientenprobe
mit dem berechneten Geschlecht, welches auf eine Probenverwechslung hinweisen kann,
wird mit einer roten Hinterlegung markiert und durch einen wissenschaftlichen Mitarbeiter
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evaluiert. Reads, die das auf dem Y-Chromosom lokalisierte SRY-Gen umfassen, wird gezahilt.
Bei Genomen (~40x Abdeckung) sind fir mannlichen Proben >15 Reads und fiir weibliche
Proben 0 Reads zu erwarten. Bei Exomen (>80x Abdeckung) sind fiir mannlichen Proben
mindestens 100 Reads und fur weibliche Proben eine Read-Anzahl von maximal 20 Reads zu

erwarten.

3.2.4 Exom-Auswertung mit dem in-house-Datenauswertungssystem (EVAdb)

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgt in der EVAdb (iber einen gesicherten Zugang
mit Zwei-Faktor-Authentifizierung durch den Auswerter. Rot hinterlegte Felder weisen auf
Probleme hin, diese werden durch die Datenbank automatisch markiert. Im Reiter , Quality

Control” der EVAdb werden folgende Parameter tiberpriift, bevor die Analyse begonnen wird:

Uberpriifung des Geschlechts anhand des SRY-Wertes (Werte 10 bei weiblichen
Individuen Werte >100 bei mannlichen Individuen)

¢ Kontamination darf nicht <0,05 sein

e  >95% der Zielsequenzen miissen mindestens >20-fach abgedeckt sein

e CNV noise darf nicht grofRer als <2,5 sein

Bei Unklarheiten bei der Geschlechtsbestimmung werden diese dokumentiert und die
Ursache wird untersucht. Die Auswertung der Ergebnisse ist moglich, wenn die Kontamination
zwischen 0,03 und 0,10 liegt und die Zielsequenzen zu mehr als 93% mit einer Abdeckung von
Uber 20-facher Tiefe vorliegen. Bei einem unauffalligen Befund wird die Sequenzierung
wiederholt. Bei einem auffdlligen Befund wird das Ergebnis mit einer zweiten Methode
bestatigt. Falls die CNV-Noice Uber 2,5 liegt, wird aufgefiihrt, dass eine CNV-Analyse nicht
durchgefihrt wurde, und es wird empfohlen, dies gegebenenfalls mit einer anderen Methode

zu erganzen. Alle Qualitatsparameter werden im Auswertebogen festgehalten.
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3.2.4.1 Einpflegen von HPO-Termini

Im Rahmen der Auswertung werden in der EVAdb von dem Befunder phanotypische
Informationen zu der jeweiligen Proben-ID in Form von HPO (Human Phenotype Ontology)
Termini hinterlegt. Daflir wird im Reiter , Quality control” der EVAdb die entsprechende ID
aufgerufen und in der Spalte ,HPO“ lber einen Rechtsklick auf das Feld ,New” das
entsprechende Meni geodffnet. Es werden mindestens zwei HPO-Termini ausgewahlt, wobei
alle Aspekte des Phanotyps des Patienten abgedeckt werden miissen. Daflir wird ein
Schlagwort in das Suchfeld eingegeben und der passende HPO-Term ausgewahlt. Im Reiter
,Quality control” kénnen durch Auswahl von ,HPO“ die hinterlegten HPO-Termini, die
angepasste Beschreibung sowie der Benutzername und das Datum des Eintrags eingesehen

werden (Abbildung 13).

Sample searches Import HPO

Variant searches T — -

Mode of nhertance

Phenctypic abnormaity

3 Abnormaity of the gendourinary system

Z Abnormaity of head or neck

: Abnormaity of the eye

@ Abnormalty of the sar

7 Abnormaity of e nervous system

7 Abnormaity of the breast

! Abnormaity of the endocrine system

4 Abnormaity of the skeletal system

7 Abnormalty of prenatal development of birth

7 Growsh abnormaiky

4 Abnormaity of the ntegument

& Abnormaity of the voice

© Abnormaity of the cardiovascular system
Abnormaity of biood and blood-forming tissues

5 Abnormaity of metabolsavhomeostasis

& Abnormaity of the respratory sysiem

4 Necplasm

S Abnormaity of the mmune system

| Abnormalty of the musculsture

S Abnormaity of connective tissue

T Abnormaity of the digesiive system

2 Consstutional symptom

4 Abnormal celular phenotype

4 Abnormaity of imbs

7 Abnormaity of the thoracic cavity

Cinical modifier

! Cinical course

8iood group

Past medical history

CNV

Coverage

Annotations/Report

YYYYYYYYYYYYYYYYY

YYYVYYY

YyYyvyy

Abbildung 13. Import von HPO-Termini in die EVAdb.
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3.2.4.2 Auswertung der Sequenzdaten

Mit der SAMtools Pipeline (Default human Exome database) werden die Sequenzdaten in der
EVAdb ausgewertet. Die Auswertung der mtDNA-Sequenzdaten erfolgt ebenfalls in der EVAdb
mit dem GATK HaplotypeCaller (Alternative human Exome database). Jeder Schritt der

Auswertung wird mittels eines Formblattes dokumentiert (Abbildung 14).

m Exomauswertung MHM_FB_P0O-02
Institut fir Hurmamngenetik Formblatt ;Erf::,ugnu]};
Exomauswertung
Name DNA ID

Voraussetzungen flr Auswertung:

Einverstindniserkldrungen und Unterlagen:

NGS: [ GenDiag: [J Ansprechpartner: [] Familienanamnese: [ Single O

Eltern: ]  Klinische Inf.: [J genet. Vorbefunde: (] Trio O

Qualitdt:

Ave. Cav. : Coverage 20x: SRY:

Kontamination: CNW-Maise: Homozygosity:

Durchgefiihrte Suchen:

Autasomal/¥-recessive [] HGMD [] ariInM ] CHvV [0 mtDNALC] De Nove []
seands Suche D.xgnﬁnwnﬂFunl:lm. Hiufigkeit e ndoz

|Suchbegsffe) | Hom Hatar Herm Com Hen I-Hinss wmamal
Ergebnis:
Auswerter: Datum

Abbildung 14.Formblatt fiir die Exom-Auswertung oder auch fiir Reanalyse.
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Die Auswertung der Sequenzdaten umfasst folgende Analyseschritte:

1. HGMD/ClinVar Suche: Suche nach Varianten, die in HGMD (Human Gene Mutation
Database Professional) und/oder ClinvVar (Clinical Variation Database) als

krankheitsursachlich (wahrscheinlich pathogen oder pathogen) gelistet sind.

2. Suche nach Zusatzbefunden: Sofern eine Mitteilung von Zusatzbefunden (sog.
secondary findings) gewtlinscht ist, werden wahrscheinlich pathogene oder pathogen
Varianten in therapierelevanten Genen (sog. actionable genes) berichtet. Die Auswahl
der actionable genes entspricht im Wesentlichen der aktuellen Auflistung des
American College of Medical Genetics (ACMG). Die Abfrage nach Zusatzbefunden in
therapierelevanten Genen erfolgt dabei bei jedem untersuchten Individuum, d.h. auch
bei gesunden Individuen (z.B. gesunde Eltern bei einer Trio-Analyse) jeweils in einem

separaten Analyseschritt.

3. Rezessive Suche (autosomal und X-chromosomal): Suche nach Genen mit
homozygoten, hemizygoten oder moglichen compound-heterozygoten, potenziell
pathogenen, seltenen DNA-Varianten. Diese Abfrage identifiziert in der Regel mehrere
Gene. Literatursuchen und Datenbanken wie Online Mendelian Inheritance in Man®
(OMIM) und PubMed werden verwendet, um aus dieser Liste Gene zu identifizieren,

bei denen eine Gene-Disease-Assoziation besteht.

4. Phanotyp-basierte Suche: Suche und Priorisierung von Varianten in Genen, die mit den
jeweiligen klinischen Merkmalen in OMIM (phenotype key 3) oder der HPO-Datenbank

assoziiert wurden.

5. Anderungen der Kopienzahl (CNVs): Suche nach strukturellen Varianten
(Duplikationen, Deletionen, Insertionen) mehrerer Exons oder groRerer Regionen >25

kb.

6. Mitochondrialer Erbgang: Analyse des mitochondrialen Genomes (mtDNA) hinsichtlich

Einzelnukleotid-Varianten (SNVs) und CNVs. Aufgrund des untersuchten Gewebes
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(cave unterschiedlicher Heteroplasmiegrad) kann bei konkreten Fragestellungen
zusatzlich eine gezielte Testung der mtDNA aus anderen Geweben erforderlich

werden.

7. De-novo Varianten: Suche nach Varianten, die im Rahmen einer Trio-Analyse

ausschlieBlich beim Indexpatienten und nicht bei dessen Eltern nachweisbar sind.

Die Minor Allele Frequency (MAF) wird Gber das Feld , Allowed in in-house Exom <=
(n)“ bestimmt, wobei hier die Anzahl der Trager in der in-house-Datenbank eingetragen wird.

Die MAF errechnet sich somit liber die Gesamtzahl der sequenzierten Exome.
MAF= Anzahl der Sequenzierten Fdillen x 0,1 x 2

Im Falle einer exzessiven Anzahl an Varianten bei der Sequenzierung von Patienten aus
ethnischen Gruppen, die selten in der in-house-Datenbank vorhanden sind, kann ein
zusatzlicher Filter Gber die Datenbank gnomAD verwendet werden, um Ethnien-spezifische
haufige Varianten herauszufiltern. Dies erfolgt Uber das Feld ,gnomAD MAF“. Jede
identifizierte Variante wird mittels IGV (Integrative Genomics Viewer) visualisiert (Abbildung
15). Jede potenziell ursidchliche Variante wird zusatzlich in der EVAdb klassifiziert und die
Einschatzung somit dokumentiert. Wenn es um eine Reanalyse handelt, sind die Schritte

gleich wie bei einer Erstauswertung und sind ebenfalls zu dokumentieren.

Fiir die Analyse von de-novo, autosomal-dominanten und mitochondrialen SNVs und
Indels wurden Varianten mit einer MAF von weniger als 0,1% (Munich Exome Server mit tiber
22.000 Exomen, Stand 2021) berticksichtigt. Fiir die Analyse von autosomal-rezessiven und X-
chromosomalen SNVs und Indels (homozygot, hemizygot oder [vermutlich] compound-
heterozygot) wurden Varianten mit einem MAF von weniger als 1,0% bericksichtigt. Alle SNVs
wurden mittels IGV (Integrative Genomics Viewer) auf ihre Position, Echtheit und

basenaustauch gepriift (Abbildung 15).
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg 19 plus v |m v| chrX: 107,823, 780-107,823,819 o T <« » Q O = 2 |
P pal. P2l -1 pil P p qn.a q q
- 40bp
107823730 bp 107.822.800 bp
| I | | | |
138027 Coverage
138027

Sequence

Abbildung 15. Integrative Genomics Viewer (IGV). Es handelt sich hier um ein Programm, mit dem alle CNVs und SNVs

visualisiert wurden.
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3.2.5 Interpretation der Varianten

Die Variantenklassifikation von Sequenzvarianten, Varianten bzgl. der Kopienzahl und
Varianten der mitochondrialen DNA folgt den aktuellen Standards und Richtlinien des
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) und der Association for Clinical
Genomic Science (ACGS). (Abou Tayoun et al., 2018; "ACGS Best Practice Guidelines for
Variant Classification," 2019; Kearney et al., 2011; Richards et al., 2015)

Mit Hilfe des IGV wird jede identifizierte Variante visualisiert. Jede moglicherweise
kausale Variante wird zusatzlich in der EVAdb klassifiziert und die Bewertung somit
dokumentiert. Hierbei wurden in silico-Vorhersagen verschiedener Programme (PP2, CADD,
SIFT) sowie Daten einer in-house Datenbank (Munich Exome Server) verwendet. Die
genannten in silico-Vorhersagen umfassten: SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant),
PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) und CADD (Combined Annotation-Dependent
Depletion).(Adzhubei et al., 2010; Kircher et al., 2014; Ng & Henikoff, 2003) Die definierten
Schwellenwerte fiir die in-silico-Vorhersage potenziell schadlicher oder negativer Varianten
waren wie folgt: SIFT < 0,05, PolyPhen-2 zwischen 0,85 und 1,0 und CADD 2> 15. Zusatzlich
wurde die Konservierung von Aminosaduren oder Nukleotiden (iber 100 Wirbeltierarten mittels

des UCSC Genome Browsers (100 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP) Gberpriift.

Alle identifizierten Sequenzvarianten sind in der Supplement Online-Tabelle
(10.6084/m9.figshare.25752210) aufgefiihrt und werden mit ihrer genomischen Position
(GRCh37/hg19), Transkript-Nummer (RefSeq-Zugangsnummer), cDNA/mtDNA- und Protein-
Position (falls zutreffend) unter Verwendung der Website Mutalyzer angegeben.(den Dunnen
et al., 2016) CNVs werden mit ihrer (ungefdahren) genomischen Position und zytogenetischen

Bande angegeben.

Fir die vergleichende Analyse aller Varianten, die in dieser Studie identifiziert und
beschrieben wurden, wurden o6ffentlich zugangliche Datenbanken fiir wahrscheinlich
pathogene oder pathogene Varianten verwendet. Diese Datenbanken waren ClinVar, die
Human Gene Mutation Database (HGMD®, http://www.hgmd.cf.ac.uk) und die Leiden Open

Variation Database (LOVD, https://www.lovd.nl). Die wahrscheinlich pathogenen und die
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pathogenen Varianten werden im Text unter dem Begriff "krankheitsverursachende

Varianten" definiert.

Varianten/CNVs, die nach den Kriterien der ACMG fir die Interpretation von
Sequenzvarianten/CNVs als "wahrscheinlich pathogen" oder "pathogen" eingestuft werden
und deren Genotyp mit der Vererbung Ubereinstimmt, werden als "ursachliche Varianten"
bezeichnet und fihren zu einem "gelosten Fall“.(Richards et al., 2015; Riggs et al., 2020)
Beriicksichtigt wurden auch die aktuellen Anderungen der ACMG-Klassifikation ("ACMG Best
Practice Guidelines for Variant Classification 2019") und Empfehlungen zur Interpretation von

LoF-Varianten. (Abou Tayoun et al., 2018)

Beispielweise wird der Genotyp als mit der Vererbung libereinstimmend betrachtet,
wenn eine heterozygote (vermutlich krankheitsverursachende) Variante in einem Gen, das mit
einer autosomal-rezessiven (AR) Vererbung assoziiert ist, nicht als kausal angesehen wird,
solange keine zweite heterozygote (vermutlich krankheitsverursachende) Variante
nachgewiesen wurde. Falle, in denen keine kausale Variante identifiziert wurde (zum Beispiel
benigne oder vermutlich benigne Varianten, Varianten unklarer Signifikanz (VUS) oder nicht

Ubereinstimmender Genotyp), wurden als "unklar" klassifiziert.

3.2.5.1 ACGS- und ACMG-Kriterien

Die oben genannten Richtlinien (ACGS und ACMG) fiir die Bewertung von Varianten
umfassen spezifische Kriterien, die verwendet werden koénnen, um eine Variante zu
klassifizieren. Diese Kriterien sind in zwei Hauptkategorien unterteilt: solche fir die
Klassifizierung von pathogenen oder wahrscheinlich pathogenen Varianten und solche fiir die
Klassifizierung von benignen Varianten. Dariiber hinaus gibt es Regeln, die beschreiben, wie
diese Kriterien kombiniert werden kénnen, um Sequenzvarianten zu klassifizieren. Eine
detaillierte Darstellung aller dieser Kriterien finden sich in den jeweiligen Richtlinien.("ACGS
Best Practice Guidelines for Variant Classification," 2019; Richards et al., 2015) In dieser Arbeit
werden zwei spezifische Aspekte hervorgehoben, die bei der Klassifizierung von Varianten zu

beachten sind: das PVS1- und das PM1-Kriterium.
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Die Empfehlungen zur Interpretation des Funktionsverlust-Kriteriums PVS1 wurden bei
Duplikationen, Deletionen, Spleilstellen, Nonsense/Frameshift-Varianten und
Initiationscodons berticksichtigt und angewendet. Die Auswahl der Starke von PVS1 hangt von
der Art der Variante sowie den Merkmalen der Variante ab, wie beispielsweise ihre
vorhergesagte Auswirkung, ihre Position im Gen und ob das betroffene Exon involviert ist. Zur
Unterstlitzung dieser Entscheidung wurde der PVS1-Entscheidungsbaum verwendet.

(Abbildung 16). (Abou Tayoun et al., 2018)

Ein signifikantes Kriterium fir die Varianteninterpretation ist PM1. Dieses Kriterium
kann erheblich aufgewertet werden, wenn es um spezifische Aminosaurereste geht, die fir
die Struktur oder Funktion eines Proteins von entscheidender Bedeutung sind. Insbesondere
bei COL1A1 oder anderen Kollagengenen sind Glycin-Substitutionen die vorherrschende
Ursache fiir Phanotypen der Kollagen-Triple-Helix, da Glycin in der Gly-X-Y-Wiederholung fir
die korrekte Struktur von entscheidender Bedeutung ist. Dieses Kriterium wird insbesondere
bei der Bewertung von Varianten in Zusammenhang mit Typ-IV-Kollagen-Nephropathien
gemall den ACGS-Richtlinien angewendet ("ACGS Best Practice Guidelines for Variant
Classification," 2019)

Nach Richards et al. 2015 bezeichnen die folgenden Begriffe die Wahrscheinlichkeit, dass eine

Variante pathogen ist:

- Benigne: <1%, entspricht ,sehr geringe Wahrscheinlichkeit”

- Wahrscheinlich benigne: 1-10%, entspricht ,geringe Wahrscheinlichkeit”
- VUS Gruppe | (11-30%): Variante unklarer Signifikanz, eher benigne

- VUS-Gruppe Il (31-70%): Variante unklarer Signifikanz, keine Tendenz

- VUS-Gruppe lll (71-89%): Variante unklarer Signifikanz, eher pathogen

- Wahrscheinlich pathogen: 90-99%, entspricht ,hohe Wahrscheinlichkeit”

- Pathogen: >99%, entspricht ,sehr hohe Wahrscheinlichkeit”
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Abbildung 16. PVS1 Entscheidungsbaum. NMD, Nonsense-mediated decay; LoF, loss of function. (Angepasst nach (Abou

Tayoun et al., 2018)).
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3.2.5.2 Interpretation der Varianten bei Typ-1V-Kollagen-assoziierten Nephropathien

Biallelische krankheitsverursachende Varianten in COL4A3 und COL4A4 bei
mannlichen und weiblichen Individuen, eine hemizygote krankheitsverursachende Variante in
COL4A5 bei einer mannlichen Person und eine heterozygote krankheitsverursachende
Variante in COL4A5 bei einer weiblichen Person stimmten mit der klinischen
Verdachtsdiagnose von AS (iberein. Bei Frauen mit der klinischen Verdachtsdiagnose TBMN
und einer heterozygoten krankheitsverursachenden Variante in COL4A5 passte der Genotyp
ebenfalls zur klinischen  Verdachtsdiagnose, da Frauen mit heterozygoten
krankheitsverursachenden Varianten in COL4A5 ein breites phanotypisches Spektrum
aufweisen konnen, das von TBMN bis AS reicht. Im Gegensatz dazu wurden Individuen mit
einer heterozygoten (wahrscheinlich) pathogenen Variante in COL4A3 oder COL4A4 und einer
klinischen Verdachtsdiagnose von AS nicht automatisch als autosomal-dominante AS
eingestuft, sondern es wurden weitere Informationen zur Familienanamnese und zum
Phanotyp untersucht. Hatten die Falle die klinische Verdachtsdiagnose TBMN und trugen eine
heterozygote wahrscheinliche pathogene oder pathogene Variante in COL4A3 oder COL4A4
(weibliche und mannliche Individuen), stimmten Genotyp und Phanotyp Uberein. Trager einer
hemizygoten wahrscheinlichen pathogenen oder pathogenen Variante in COL4A5 und der
klinischen Verdachtsdiagnose TBMN wurden als genetisch geléste AS eingestuft, da der
Genotyp der hemizygoten krankheitsverursachenden Variante in COL4A5, die zu AS fiihrt (die
in frihen Krankheitsstadien mit TBMN verwechselt werden kann), nicht in Frage gestellt
werden kann. Dariber hinaus wurden Individuen mit dem unspezifischen Phanotyp der FSGS
in der Nierenbiopsie und krankheitsverursachenden Varianten in COL4A3, COL4A4 oder
COL4A5 als Typ-IV-Kollagen-Nephropathien re-klassifiziert (zwei Falle ARAS, ein Fall XLAS -

weibliche Tragerin).
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3.2.5.3 Interpretation der Varianten bei Individuen mit VATER/VACTERL-Assoziation

Fiir die Analyse von de-novo und mitochondrialen Varianten wurden nur Varianten mit
einer MAF von weniger als 0,1% in der in-house-Datenbank des Helmholtz-Zentrums Miinchen
mit mehr als 23.000 (Stand Juni 2023) Exomen beriicksichtigt. Fiir die Analyse von autosomal-
rezessiven und X-chromosomalen Varianten (homozygot, hemizygot oder [vermutlich]
biallelisch heterozygot) wurden Varianten mit einer MAF von weniger als 1,0% und einer SNV-
Qualitat von 30 bericksichtigt.(Miko, D, Kaposi, Antignac, & Tory, 2018; Tory et al., 2014)
Autosomal-dominante Varianten wurden nicht in die Analyse miteinbezogen, da von einem
de-novo oder autosomal-rezessiven Erbgang ausgegangen wurde. AulRerdem wurden nur
gesunde Eltern bericksichtigt, um die Fehler zu minimieren. Die Varianten wurden in
offentlich zuganglichen Datenbanken auf (wahrscheinlich) pathogene Varianten tberprift.
Diese Datenbanken waren ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), die Human Gene
Mutation Database (HGMD® Professional, http://www.hgmd.cf.ac.uk) und die Leiden Open
Variation Database (LOVD, https://www.lovd.nl). Die Varianten wurden gemaR den Richtlinien
des ACMG und aktuellen Anderungen klassifiziert.(Abou Tayoun et al., 2018; Kearney et al.,
2011) Falle mit einer krankheitsverursachenden Variante und einem passenden Genotyp
wurden als "geloste Falle" klassifiziert, oder, wenn keine krankheitsverursachende Variante

identifiziert werden konnte, wurden sie als "ungel6ste Falle" klassifiziert.
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3.2.6 Priorisierung von Kandidatengenen

Da die Kriterien der AMCG fiir Varianten in Genen, die noch nicht mit einer Krankheit
in Verbindung gebracht wurden ("Kandidatengene") nicht empfohlen werden, wurden
stattdessen die in Abschnitt 3.2.5 beschriebenen Qualitdtsparameter und in silico-
Pradiktionstools eingesetzt, um Gene zu priorisieren. Dieser Ansatz zur Bewertung von
Varianten wurde von Karczewski, Francioli et al.2020 entwickelt,(Karczewski et al., 2020) um
Kandidatengene zu identifizieren. Dabei wurde der pLI-Wert (Propability of being loss-of-

function intolerant) als ein zentrales Bewertungskriterium verwendet.

pLl basiert auf der Grundannahme, dass Gene hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit
gegenlber Funktionsverlusten in drei natirliche Kategorien eingeteilt werden konnen:
tolerant gegeniiber Funktionsverlust (Null), rezessiv (heterozygot tolerant, homozygot nicht
tolerant) und haploinsuffizient (heterozygot nicht tolerant). Um diese Metriken zu erstellen,
wurden empirische Beobachtungen der Anteil des Funktionsverlustes fiir rezessive
Krankheitsgene und haploinsuffiziente Gene herangezogen. Ein Algorithmus zur
Erwartungsmaximierung wurde verwendet, um die Wahrscheinlichkeit jeder Genkategorie fiir
jedes Transkript zu bestimmen, wobei pLI die Wahrscheinlichkeit der Zugehdrigkeit zur Klasse

der haploinsuffizienten Gene darstellt.(Lek et al., 2016)

Aus diesem Grund wurde zundchst der pLI (Schwellenwert von > 0,9) flir Frameshift-,
Nonsens- und Missense-Varianten, die auf eine Intoleranz gegeniber Protein-Cut-out-
Varianten hindeuten, berlicksichtigt, um ein Gen zu priorisieren. Zusatzlich wurde ein Z-Score
von = 3,09, wie in den ACMG-Richtlinien empfohlen("ACGS Best Practice Guidelines for Variant
Classification," 2019), festgelegt, was ein Hinweis auf eine Selektion gegen Missense-
Varianten in dem jeweiligen Gen ist. Darliber hinaus wurde ein fehlender Eintrag in der
gnomAD-Datenbank und in unserer eigenen Datenbank einbezogen.(Lek et al., 2016)
Weiterhin wurde fiir alle Varianten ein CADD-Wert von (ber 20 als Kriterium angesetzt.
Varianten mit einem CADD-Score von mehr als 20 gehoren zu den 1% der moglichen
Substitutionen im menschlichen Genom, die den groRten negativen Effekt haben.(Rentzsch,
Witten, Cooper, Shendure, & Kircher, 2019) Fiir die funktionellen Daten und die KO-Daten der

Maus wurde eine Suche in PubMed und Mouse Genome Informatics (MGI) durchgefiihrt
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(siehe "Online-Ressourcen"). Es ist zu beachten, dass das Fehlen von funktionellen Daten oder

Daten von KO- (Knockout-) Mausen nicht bedeutet, dass eine Variante nicht bewertet wurde.

3.2.7 Definieren der Gen-Liste fiir autosomal-rezessive Nierenerkrankungen

Es wurde eine ausfihrliche Literaturrecherche durchgefiihrt, um eine umfassende
Liste von 149 Genen zu erstellen, die mit autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen in
Verbindung stehen. Die Gene wurden in vier Krankheitsgruppen eingeteilt: (1)
Glomerulopathien, (2) Tubulopathien, (3) Ziliopathien und (4) angeborene Fehlbildungen der

Nieren und ableitenden Harnwege (CAKUT).

Fir alle Supplement-Tabellen bezliglich dieses Teils der Dissertation und die genaue
Beschreibung der Abschnitte 3.2.7, 3.2.8 sowie 3.2.10 wird auf die Doktorarbeiten von Martin

Menke und Clara GroRwinkelmann verwiesen.

3.2.8 Bestimmung von pathogenen und wahrscheinlich pathogenen Varianten,
die lebenslange Risiken fir autosomal-rezessive Nierenerkrankungen
darstellen

Zunachst wurde eine Suche in den offentlich zugdnglichen Datenbanken ClinVar,
HGMD und Leiden Open Variation Database durchgefiihrt, um alle Varianten in den 149 Genen
zu identifizieren, die mit autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen assoziiert sind. Dabei
wurde nach Varianten gesucht, die als (wahrscheinlich) pathogen eingestuft wurden.
Zusatzlich wurde die in-house-Datenbank mit Gber 23.000 (Stand Juni 2023) Exomen nach
heterozygoten Varianten durchsucht, die in keiner der oben genannten Datenbanken
aufgefihrt sind, aber nach den ACMG-Empfehlungen eingestuft werden. Alle Frameshift-,
Nonsense- und Splei3-Varianten wurden beriicksichtigt, da sie hochstwahrscheinlich zu einem
Funktionsverlust fiihren. Um eine Uberschatzung zu vermeiden, wurden alle identifizierten
Varianten in den 149 Genen anschlieRend gemaR ACMG hinsichtlich ihrer geschatzten
Pathogenitat neu bewertet. Um Selektionsverzerrungen bei der Analyse der in-house-

Datenbank zu vermeiden, wurden Individuen mit homozygoten oder biallelischen
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heterozygoten Varianten, die fiir die oben genannten Krankheiten ursachlich waren, sowie
deren Eltern ausgeschlossen. Darliber hinaus wurden Varianten ausgeschlossen, die in ClinVar
und gnomAD als VUS aufgefiihrt wurden, und Varianten deren Pathogenitat in der Literaturin

Frage gestellt wird.

Firr die beiden Gene COL4A3 und COL4A4 wurde eine zusatzliche suche nach Glycin-
Missense-Varianten in Gly-X-Y-Wiederholungen der dreifachen Helix-Domane in unserer in-
house-Datenbank sowie in der gnomAD-Datenbank durchgefiihrt und als starkes Kriterium fuir
Pathogenitat (ACMG-Kategorie: PM1_strong) betrachtet, wie von der ACGS und dem Alport
Variant Konsortium (Savige et al., 2023) empfohlen und von anderen angewandt. (Gibson et

al., 2021)
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3.2.9 Statistische Auswertung von Individuen mit VATER-/VACTERL-Assoziation

Die gesamte Datenaufbereitung und -analyse wurde in R (4.1.1) durchgefiihrt. Die
Belastung durch ES-Variantenallele pro Individuum und Gen wurden aus der EvaDB extrahiert
(R-Pakete RMariaDB_1.2.2 und lubridate_1.9.0). Der Test wurde an unseren Fallen, ihren
Eltern und internen Kontrollen durchgefiihrt, um die statistische Aussagekraft zu verbessern
(nicht verwandte Personen), die nicht von einer Entwicklungsstérung, einer Herzerkrankung,
einer mitochondrialen Erkrankung oder einem Myokardinfarkt betroffen waren. Varianten-
Calls stammen aus einzelnen Proben. Die Varianten wurden auf der Grundlage von Mapqual
groRer/gleich 50 und Abdeckung groBer/gleich 15 gefiltert. Es wurden nur Missense-,
Nonsense-, Stoploss-, SpleiR-, Frameshift- und Indel-Varianten beriicksichtigt. Um die
Aussagekraft weiter zu erhéhen, wurden sowohl ein Gen-Burden wie auch ein Pathway-
Burden durchgefiihrt. Die Pathways wurden von www.gsea-msigdb.org heruntergeladen

(wikipathways.v2022.1, abgerufen am 3. Februar 2023).

3.2.9.1 Statistische Analyse mittels Pathway- und Gen-Burden-Tests

Ein Modell wurde erstellt, das einen logistischen Regressionsrahmen verwendet. Dabei

wurde der Betroffenheitsstatus entweder als feste Effekte fur:

a. Burden und Geschlecht (mit der R-Funktion glm) bertcksichtigt, oder
b. feste Effekte fir Burden und Geschlecht, wobei zusatzlich die Verwandtschaft
als zufdlliger Effekt aus dem Stammbaum abgeleitet wurde (R-Pakete

pedigreemm_0.3-3 und Ime4_1.1-31).(Lek et al., 2016)

Es wurde die Kompatibilitat zwischen unseren Daten und einem Modell bewertet, bei
dem die Burden keinen Effekt hat (Nullhypothese, bewertet mit der Signifikanz der p-Werte
aus der Wald-Statistik des angepassten Modells). Der Schwellenwert fir den p-Wert des
Burden Effektes aus einem angepassten Modell wurde auf 0,05 festgelegt, um eine
angenommene Typ-I-Fehlerrate von 0,05 zu erreichen. Es wird jedoch erwartet, dass ein Anteil
von 0,05 aller unserer Tests zufallig als signifikant erkannt wird. Um dies zu vermeiden, wurde
die Bonferroni-Korrektur fiur Mehrfachtests verwendet (d. h. die p-Werte mussten

kleiner/gleich dem erwarteten Typ-I-Fehler geteilt durch die Anzahl der Tests sein, um
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signifikant zu sein). Es wurde sowohl die Variantenlast nach Genen als auch die Variantenlast
nach Pathway getestet (und wendeten die Bonferroni-Korrektur fiir beide Testverfahren
getrennt an). Da sich die Pathways der Gene teilen, sind die jeweiligen Burden-maRe und p-
Werte nicht unabhangig, d. h. sie sind bis zu einem gewissen Grad redundant. Infolgedessen
ware eine Korrektur anhand der Anzahl der Pathways zu konservativ und wiirde zu einem
Verlust an statistischer Aussagekraft flihren, um einen echten (d. h. von Null verschiedenen)
Burden Effekt zu erkennen. Daher wurde die Anzahl der unabhangigen Tests geschatzt: Der
Phanotyp in unseren Daten 10.000-mal nach dem Zufallsprinzip permutiert. E wurde jedes Mal
die p-Werte fir den Burden aller Signalwege und berechnet und eine Korrelationsmatrix fir
die Burden Effekte der Signalwege (R-Funktion cor, Methode "spearman"). Aus dieser
Korrelationsmatrix wurde die Anzahl der unabhangigen Burden-Tests (R-Paket poolr_1.1-1,
Funktion meff mit Methode "galwey") fir die Bonferroni-Korrektur geschatzt. Zusatzlich
wurde ein QQ-Plot erstellt, indem das negative |g der sortierten beobachteten p-Werte des
Burdens gegen das negative Ig der sortierten zufalligen p-Werte aufgetragen wurde, um die

allgemeine Abweichung der p-Werte aller Tests von den Zufallsergebnissen zu bewerten.
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3.2.10 Statistische Analyse flr autosomal-rezessive Nierenerkrankungen

Die statistische Analyse wurde mit R 4.2.0 durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Anzahl
wurden 95%-Konfidenzintervalle (95% Cl) mit der Clopper-Pearson Exact-Methode und dem
GenBinomApps 6-Paket berechnet. (CLOPPER & PEARSON, 1934) Auf der Grundlage der
Ergebnisse von Groopman et al. (E. E. Groopman et al., 2019) wurden unsere Schatzung fir
das autosomal-rezessive Lebenszeitrisiko auf alle monogenen Nierenerkrankungen
extrapoliert. Wie von Groopman et al. dargelegt, war eine krankheitsverursachende Variante
mit autosomal-rezessivem Erbgang in 13,7% aller positiven Falle vorhanden. (E. E. Groopman

et al., 2019)

3.2.10.1 Bewertung der Allelfrequenzen

Die statistische Analyse wurde zwischen den berechneten Lebenszeitrisiken auf der
Grundlage der europdischen gnomAD-Population und dem Gesamtdatensatz mittels eines 2-
tailed Wilcoxon-Vorzeichen-Rank-Test durchgefihrt. Die haufigsten der
krankheitsverursachenden Varianten wurden in zwei Datenbanken bewertet. Erstens umfasst
gnomAD 125.748 Exome und 15.708 Genome (Stand Mai 2021) von nicht verwandten
Individuen aus verschiedenen krankheitsspezifischen und populationsgenetischen Studien.
gnomAD liefert zudem Haufigkeiten fir verschiedene ethnische Hintergriinde. Es wurde die
Pravalenz in der europdischen (nicht-finnischen) und weltweiten Bevolkerung untersucht. Die
Wahl fiel auf die nicht-finnische europdische Untergruppe, da sie am besten mit unserer
internen Datenbank korreliert und innerhalb von gnomAD die groRte Gruppe darstellt, die
eine ausreichende Anzahl von Individuen fir die Bewertung der Allel Haufigkeiten umfasst.
AuBerdem werden krankheitsverursachende Varianten in anderen Ethnien moglicherweise
noch nicht in grolem Umfang identifiziert werden (Kolarova et al., 2022). Allerdings wurde die
genaue ethnische Zusammensetzung unserer internen Datenbank jedoch nicht routinemaRig
dokumentiert (Tan et al., 2020). Die weltweite gnomAD-Population umfasst zuséatzlich
europdische (finnische), lateinamerikanische/gemischte, afrikanische/amerikanische,
aschkenasische jldische, ostasiatische, slidasiatische und andere Populationen. Zweitens

wurden die Allel-Haufigkeiten in unserer in-house-Datenbank bewertet, die Exom-Daten von
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gesunden und betroffenen Individuen mit verschiedenen genetischen Stérungen enthalt. Um
Selektionsverzerrungen zu vermeiden, wurden Falle mit einer Nierenerkrankung oder mit
einer Nierenerkrankung in der Familie ausgeschlossen. Im Mai 2021 standen 23.582
Individuen (47.164 Allele) in unserer internen Datenbank fiir die Berechnung der Allel-
Haufigkeiten zur Verfligung. Die Daten aus diesen beiden Datenbanken wurden zwischen

Oktober 2020 und Dezember 2022 gesammelt.

3.2.10.2 Schiitzung des Lebenszeitrisikos

Das Lebenszeitrisiko ist definiert als der Anteil einer Population, der zu einem
bestimmten Zeitpunkt im Leben die betreffende Krankheit entwickeln wird. Die Giltigkeit und
Durchfiihrbarkeit der Methode wurde bereits beschrieben. (Kolarova et al., 2022; Tan et al.,
2020) Das erwartete Lebenszeitrisiko R; flir eine autosomal-rezessive Nierenerkrankung, die
durch krankheitsverursachende Varianten in Gen i verursacht wird, wurde aus der Summe der
Allel-Haufigkeiten gj der n; krankheitsverursachenden Varianten in den jeweiligen Genen
unter der Annahme des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts und der gegenseitigen
Unabhdngigkeit dieser seltenen Varianten berechnet. Biallelische Kombinationen von
Varianten wurden als vollstandig penetrant angesehen. Das kombinierte Lebenszeitrisiko Rtotal
wurde durch Summierung der Lebenszeitrisiken jedes krankheitsassoziierten Gens berechnet,
da zuvor davon ausgegangen wurde, dass diese unabhdngig voneinander sind und nicht

gemeinsam auftreten. (Kolarova et al., 2022; Tan et al., 2020)
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4 ERGEBNISSE

Die molekulargenetische Charakterisierung der Patientenpopulation liefert wertvolle
Erkenntnisse Uber die Ursachen und Entstehung erblicher Nierenerkrankungen, die einen
erheblichen Einfluss auf die klinische Praxis und die Entwicklung neuer
Behandlungsmoglichkeiten haben koénnen. Die Ergebnisse sind in drei Hauptabschnitte

gegliedert:

» In Abschnitt 3.1 werden die phanotypischen und genotypischen Merkmale von
Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathien eingehend untersucht. Dieser
Abschnitt bietet detaillierte Einblicke in die genetischen und phanotypischen
Eigenschaften von Patienten mit diesen Erkrankungen. Hier werden wichtige
Ergebnisse prasentiert, darunter Genotyp-Phanotyp-Korrelationen, klinische

Merkmale und potenzielle therapeutische Implikationen.

» Abschnitt 3.2 beschreibt eine Kohorte von 100 Indexpatienten, bei der durch ES
neue Kandidatengene identifiziert wurden. Zusatzlich wurde mittels des Burden-
Pathway- und Burden-Gen-Tests untersucht, ob es eine Anreicherung seltener

Varianten in bestimmten Pathways oder Genen gibt.

» AbschlieRend werden in Abschnitt 3.3 die Ergebnisse des errechneten

Lebensrisikos fir autosomal-rezessive Nephropathien prasentiert.

Diese strukturierte Gliederung ermoglicht eine klare Darstellung der untersuchten Aspekte
und erleichtert die Interpretation der Ergebnisse im Rahmen der molekulargenetischen

Charakterisierung von erblichen Nierenerkrankungen.
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4.1 Phanotypisches und genotypisches Spektrum der Typ-IV-
Kollagen-assoziierten Nephropathien

Die aus dem Ersten Teil der Dissertation entstandenen Resultate wurden als eigenstandige

Originalarbeit in Front Med (Lausanne) veroffentlicht.(Comic et al., 2022)

4.1.1 Studienpopulation

Die Studienkohorte fiir Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathien bestand aus 60 nicht

miteinander verwandten Fallen, von denen jeweils 30 Frauen und 30 Manner waren.

Bei diesen Fallen wurden krankheitsverursachende Varianten in den Genen COL4A3-5

identifiziert. Von den 60 Fallen wiesen:

e 43 (72%) das AS,
e 14(23%) TBMN
e und 3 (5%) eine FSGS.

Von den 60 Personen waren 55 (92%) nicht-finnischer europdischer Abstammung. Das
mittlere Erkrankungsalter betrug 7 Jahre, wobei die Spanne von der Geburt bis zum Alter von

35 Jahren reichte. In neun Fallen war das Alter bei Krankheitsbeginn nicht bekannt.

Die klinischen Merkmale der Patienten waren wie folgt (basierend auf den verfiigbaren Daten

zum Phéanotyp):

e Mikroskopische Hamaturie wurde in 25 von 25 (100%) Patienten beobachtet (fir 35
Patienten waren keine Daten verfligbar)
o 12 von 25 (48%) hatten den klinischen Phdnotyp eines AS,
o 11 von 25 (44%) hatten TBMN und
o 2von 25 (8%) hatten FSGS.

e Proteinurie wurde bei 15/25 (60 %) Individuen beobachtet (keine Daten verfiigbar von
45 Individuen)
o 10/15 (67%) mit AS,
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o 3/15 (20%) mit TBMN,
o 2/15 (13%) mit FSGS.

e ESKF wurde bei 3/17 (18%) Individuen nachgewiesen (bei 43 Individuen lagen keine
Daten vor)
o 2 Individuen (67%) mit AS (23 und 24 Jahre alt)
o und 1 Individuum (33%) mit TBMN (68 Jahre).

e Augenanomalien wurden bei 8/53 (15%) Individuen beobachtet (keine Daten von 7

Individuen); bei allen wurde AS als klinische Verdachtsdiagnose gestellt.

e 18/53 (34%) Individuen hatten eine Horminderung (keine Daten von 7 Individuen),

16/18 (89 %) davon hatten AS, 2/18 (11%) TBMN.

4.1.2 Identifizierung verschiedener krankheitsverursachender Varianten

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen konnten insgesamt 69
krankheitsverursachende Varianten identifiziert werden, von denen 61 unterschiedlich
waren. Dies entspricht einem Anteil von 88%. Von diesen identifizierten Varianten waren 26
bereits in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben worden, davon elf im COL4A3-Gen,
eins im COL4A4-Gen und vierzehn im COL4A5-Gen. Die verbleibenden 35 Varianten (57%)
konnten in dieser Studie erstmals identifiziert werden und waren zuvor nicht als
krankheitsverursachend beschrieben worden. Die neuen Varianten verteilten sich auf neun
im COL4A3-Gen, funf im COL4A4-Gen und 21 im COL4A5-Gen. Alle Varianten wurden in LOVD

oder ClinVar hochgeladen (siehe Supplement, Tabelle 1 und 2).

4.1.3 Abdeckung der COL4A3-5 Gene

Die mediane Abdeckung >20x aller Exons der drei Gene COL4A3-5 lag bei >95%
(Bereich: 88-100%; siehe Tabelle 1). Alle Exons wurden mindestens 10x abgedeckt.
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Tabelle 1. Die Exon-Abdeckung der COL4A3-5-Gene in der Exom-Sequenzierung.

Gene Chromosomale Transkript- Vererbung Phdnotyp MIM Abdeckung der
Position Nummer Nummer Exons (>20x)

COL4A3 2936.3 NM_000091.4 AD, AR 104200, 203780 98%

COL4A4 2g36.3 NM_000092.4 AD, AR 104200, 203780 100%

COL4A5 Xg22.3 NM_033380.3 XL 301050 88%

4.1.4 Haufigkeitsverteilung der identifizierten (wahrscheinlich) pathogenen
Varianten in COL4A3-5

Bei der Analyse der 43 Individuen mit AS konnte festgestellt werden, dass 39 (91%)
entweder eine autosomal-rezessive Form aufwiesen, charakterisiert durch biallelische
krankheitsverursachende Varianten in den Genen COL4A3 oder COL4AS5. Eine weitere Form
wird durch die Variationen der beiden Gene COL4A3 und COL4A4 bestimmt, wobei eine
autosomal rezessive Vererbung vorliegt. Diese Form manifestiert sich entweder durch eine
homozygote Variante bei mannlichen Individuen oder durch eine heterozygote bzw.
homozygote Variante bei weiblichen Individuen. Eine weitere Form ist die X-chromosomal
vererbte Variante, welche durch hemizygote Varianten bei mannlichen Individuen oder
heterozygoten bzw. homozygoten Varianten bei weiblicher Individuen im Gen COL4A5

gekennzeichnet ist. Unter den 39 untersuchten Fallen wiesen:

e 7 (18%) (wahrscheinlich) pathogene heterozygote/homozygote Varianten in COL4A3

auf,

e 1(3%) zeigte eine wahrscheinlich pathogene homozygote Variante in COL4A4, und

e bei 31 (79%) wurde eine heterozygote (14/31 Frauen), homozygote (1/31Frau) oder
hemizygote (16/31) (wahrscheinlich) pathogene Variante in COL4A5 festgestellt.

Von den 14 Individuen mit TBMN hatten:

e 1(7%) eine (wahrscheinlich) pathogene heterozygote Variante in COL4A3,
e 5(36%)in COL4A4 und

e 8(57%) in COL4A5 (hemizygote Variante: 2; heterozygote Variante: 6).
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Bei zwei Individuen mit dem histopathologischen Bild einer FSGS konnten heterozygote,
wahrscheinlich pathogene Varianten in COL4A3 nachgewiesen werden. Eine weibliche Person
wies eine heterozygote, wahrscheinlich pathogene Variante in COL4A5 auf (Supplement

Tabelle 1).

Bei 4 (12%) Individuen mit AS wurde nur eine heterozygote (wahrscheinliche) pathogene
Variante im COL4A3-Gen identifiziert (Supplement Tabelle 2). Trotz dieser genetischen
Variante konnte bei den untersuchten Individuen keine eindeutige Diagnose eines autosomal-
dominanten AS gestellt werden. Dies ist auf eine begrenzte Aussagekraft der klinischen Daten
sowie auf eine hohe Variabilitdit der Symptome zuriickzufiihren. Die Diagnose eines

autosomal-dominanten AS muss daher in Zweifel gezogen werden (Supplement Tabelle 2).
Im Folgenden werden die ungeldsten Falle ndher erlautert:

Eine eindeutige Diagnose in der ersten Familie ATS-F521 konnte nicht gestellt werden,
da die Index-Patientin 1.2, zu jetzigem Zeitpunkt 41 Jahre alt, die gefundene wahrscheinlich
pathogene Variante von der gesunden Mutter 1.2 (64 Jahre alt) geerbt hat. Sie hat ebenfalls
eine gesunde Schwester (35 Jahre alt) 1.4 und einen gesunden Sohn Ill.1 (18 Jahre alt) die die
Variante NM_000091.4; c.2746+1G>T, p.(?) im COL4A3-Gen heterozygot tragen. Eine weitere
Schwester 11.1 (40 Jahre alt) von 1.2 leidet ebenfalls an einer Horminderung, zeigt jedoch
keinen Nierenphdnotyp und tragt die Variante im COL4A3-Gen nicht (Abbildung 17A). Die
Index-Patientin 1.2 hat die klinische Diagnose des AS mit 22 Jahren bekommen. Sie wies zum

Zeitpunkt der Untersuchung eine Niereninsuffizienz und eine Schwerhdorigkeit auf.

In der zweiten Familie ATS-F663 konnte man keine eindeutige Diagnose stellen, da der
Index 1.1 (17 Jahre alt) die Variante NM_000091.4; c.3546_3548dup, p.(Gly1183dup) in
COL4A3 in heterozygoter Form von seinem gesunden Vater geerbt hat, jedoch haben drei
weitere betroffene Geschwister 11.2 (16), 11.3 (12), 1.4 (8) ebenfalls die Variante geerbt. Unter
diesen vier Geschwistern tragen zwei zusatzlich eine heterozygote, wahrscheinlich pathogene

Variante in MYH9 (NM_002473.4; c.1960C>G, p.(Leu654Val)), auch vom Vater vererbt.

Nach unserem Kenntnisstand ist die Mutter gesund (Abbildung 17B). Der Index Il.1 hat die

klinische Diagnose AS mit 6 Jahren bekommen.

In der dritten Familie ATS-F787 wurde uns der Index Il.1 mit der Diagnose AS

zugeschickt, die durch eine Nierenbiopsie bestatigt wurde (Original-Biopsie-Bericht nicht
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verfligbar). Es konnten keine klinischen Daten oder Krankenakten des Index und betroffener

Familienmitglieder erhoben werden (Abbildung 17C).

Die klinischen Daten von Index Il.1 der vierten Familie ATS-F788 waren ebenfalls nicht
verfligbar, und es wurde keine Nierenbiopsie zur Bestatigung der klinischen Diagnose von AS
durchgeflihrt. Dieser Patient nahm an der EARLY PRO-TECT Alport-Studie teil und erhielt
medikament6s Placebo. Wahrend der Studie wurde kein Krankheitsfortschritt beobachtet

(Boeckhaus et al., 2021) (Abbildung 17D).

Keiner der 60 Individuen mit krankheitsverursachenden Varianten in einem der
COL4A3-5-Gene wies zusatzliche Varianten in einem der beiden alternativ COL4A3-5-Gene auf

(siehe Abbildung 18).

Abbildung 17. Stammbdume von Familien mit AS als klinische Verdachtsdiagnose beim Index-Individuum (Pfeil) und nur
einer monoallelischen krankheitsverursachenden Variante in COL4A3. Siehe Ergebnisse fiir weitere Informationen. (A)
Familie ATS-F521; (B) Familie ATS-F663; (C) Familie ATS-F787; (D) Familie ATS-F788. Kreise, Frauen. Quadrate, Mdnner. Ein
Punkt innerhalb eines Symbols signalisiert einen Tréiger der krankheitsverursachenden Variante.

4.1.5 Reklassifizierung von Individuen hinsichtlich ihres Genotyps
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Von den verbleibenden 56 Patienten (60 Individuen abziiglich 4 ungeklarter Falle aus
Kapitel 4.1.4) wurden 8 von 14 TBMN-Patienten unter Bertlicksichtigung von Genotyp und
Phanotyp in die AS-Gruppe reklassifiziert. Darliber hinaus mussten alle 3 Patienten, bei denen
urspriinglich eine FSGS diagnostiziert worden war und die mit Cyclosporin A und
Mycophenolatmofetil behandelt worden waren, ebenfalls in die Gruppe der AS umklassifiziert
werden. Diese Umklassifizierungen von FSGS-Patienten werfen Fragen beziiglich der

Gesamtbehandlung mit immunsuppressiven Medikamenten auf (siehe Abbildung 18).
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Biallelische krankheitsverursachende Varianten in COL4A3
9

*Heterozygote krankheitsverursachende Varianten in COL4A3
4

Biallelische krankheitsverursachende Varianten in COL4A4
1

Hemizygote krankheitsverursachende Varianten in COL4A5
16
1

Personen mit Alpert-Syndrom phénotypisch
54

Indexpersonen mit Typ-1V-Kollagen-assoziierten Nephropathie

60

Heterozygote krankheitsverursachende Varianten in COL4A5
2

AR ———
—
Homozygote krankheitsverursachende Varianten in COL4AS
1

g
Hemizygote krankheitsverursachende Varianten in COL4AS
2

Heterozygote krankheitsverursachende Varianten in COL4A3

1 Personen mit TBMN phanotypisch
6

Heterozygote krankheitsverursachende Varianten in COL4A4
5

Made at SankeyMATIC.com

Abbildung 18. Kohorten-Ubersicht vor der Reklassifizierung der 60 Individuen. Die Einteilung der Individuen in die phédnotypischen Untergruppen Alport-Syndrom (AS) und Diinne
Basalmembran-Nephropathie (TBMN) nach der Reklassifizierung. Dies wurde auf der Grundlage der klinischen Verdachtsdiagnosen, der Nierenbiopsie-Ergebnisse und genetischen Diagnose
vorgenommen. Roter Kreis stellt die ungelésten Fdlle dar. *, Individuen mit einem fraglichen Phédnotyp. Dieses Diagramm wurde mit dem kostenlosen webbasierten Tool SankeyMATIC
(http://sankeymatic.com/build/) erstellt.

77



ERGEBNISSE

4.2 ldentifizierung monogener Ursachen von Individuen mit VATER-
/VACTERL-Assoziation mittels Exom-Sequenzierung

4.2.1 Studien-Population

Die gesamte Studienkohorte umfasste 101 Falle und 202 Eltern. Die Mehrheit der 101
betroffenen Falle war mannlich (62%, n=63). Eine positive Familienanamnese wurde in einer

Familie festgestellt. In einer Familie lag eine Konsanguinitat vor (Abbildung 19).

4.2.2 Gruppierung der Individuen

Die rekrutierten Personen wurden, wie in Material und Methoden beschrieben,
entsprechend dem klinischen Phanotyp des Index einer der folgenden drei Gruppen

zugeordnet (Tabelle 2):

Gruppe | (VACTERL-Gruppe) umfasste Falle mit mindestens drei Anomalien gemal den Regeln
fur die VACTERL-Diagnose. Diese Gruppe setzte sich aus 89/101 (88%) betroffenen Fallen
zusammen. Die meisten Falle wiesen anorektale Fehlbildungen auf (97%), gefolgt von
Nierenfehlbildungen (75%). Am seltensten wurden Anomalien der Extremitaten beobachtet

(37%) (Tabelle 2).

Die Gruppe Il (VACTERL-dhnliche Gruppe) umfasste 12/101 (12%) der Falle. Diese Falle
erflllten nicht die Kriterien fir eine klassische VACTERL-Diagnose. Die betroffenen
Organsysteme waren in dieser Gruppe gleichmaRig verteilt, wobei die haufigste Fehlbildung
in 67% der Falle anorektal war, gefolgt von anderen Fehlbildungen in 55% und

tracheodsophageale Fehlbildungen in 42% (Tabelle 2).

In der Supplement-Tabelle 3 sind Informationen zum klinischen Phanotyp aller Falle

aufgefiihrt.
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Tabelle 2. Klinische Charakteristika der 101 Fdlle. VACTERL, (V) Wirbeldefekte, (A) anorektale Fehlbildungen (ARM), (C)
Herzfehler, (TE) tracheobsophageale Fistel mit oder ohne Osophagusatresie, (R) Nierenfehlbildungen, (L) Gliedmafen-
Fehlbildungen.

% n= 50 (56%)

A n= 86 (97%)

89/101 (88%) C n=53 (61%)

VACTERL-Falle TE n= 40 (45%)

R n= 67 (75%)

= 0,

VACTERL/VAC L n= 32 (37%)

; Andere n=41 (46%)
TERL-ahnliche

Falle: n=101 \4 n=2 (18%)

12/101 (12%) A n=28 (67%)

VACTERL-4hnliche C n= 3 (27%)

Falle TE 1= 5 (429%)

R n= 3 (27%)

L n= 3 (27%)

Andere n=6 (55%)

4.2.3 Probenvorbereitung fir die Exom-Sequenzierung

Fiinf Familien wurden von der Untersuchung zur Vorbereitung der ES ausgeschlossen.
Dies geschah aus verschiedenen Griinden: Bei zwei Proben war die DNA-Qualitat nicht
ausreichend, bei zwei weiteren Proben war die Probe nicht geeignet und bei einer Familie
wurde bei einem Elternteil eine Kontamination der Probe festgestellt (Abbildung 19). Die Trio-

ES wurde daher lediglich bei insgesamt 96 Index-Fallen und deren Eltern durchgefiihrt.
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8 Mb Deletion auf chr7p15.3-p21.2
1

Kabuki-Syndrom
K__ ?
Krankheitsverursachende Varinate

5 Sotos-Syndrom
1

Eingeschlossene Familign ==
96

MELAS-Syndrom
1

Familien mit VACTERL/VATER
101
Verbleibende Falle
91

Ausgeschlossene Familien
5

Made at SankeyMATIC.com

Abbildung 19. Flussdiagramm der Studienkohorte. VACTERL, (V) Wirbelsdulendefekte, (A) anorektale Fehlbildungen (ARM), (C) Herzfehler, (TE) tracheodsophageale Fistel mit oder ohne
Osophagusatresie, (R) Nierenfehlbildungen, (L) Gliedmafen-Fehlbildungen. Diese Abbildung wurde mit dem kostenlosen webbasierten Tool SankeyMATIC (http://sankeymatic.com/build/)
erstellt.
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4.2.4 Identifizierung von krankheitverursachenden Varianten in bekannten
Krankheitsgenen

Nur 5% (n=5) der 96 untersuchten Personen wiesen krankheitsverursachende Varianten in
bekannten Krankheitsgenen auf (Abbildung 19, Tabelle 3). Die genetische Diagnose des

Kabuki-Syndroms 1 wurde bei zwei dieser Personen gestellt.

Der erste Fall (HN-F142-1I-1; mannlich) hatte eine heterozygote pathogene de-novo

Nonsense-Variante in KMT2D (NM_003482.3:c.8044C>T; p.(GIn2682Ter)). Er wies eine
Aortenstenose, einen offenen Ductus arteriosus, eine dysplastische Mitralklappe, einen
atrioventrikuldren Septumdefekt (ASD II), eine Nierenhypoplasie, eine rechte Beckenniere und

eine prostatische oder bulbare Urethra auf (Tabelle 3, Supplement-Tabelle 3).

Der zweite Fall (HN-F83-II-1; mannlich) trug ebenfalls eine heterozygote pathogene de-novo

Frameshift-Variante in KMT2D (NM_003482.3:c.11093dup; p.(Phe3699Leufs*14)). Dieses
Individuum hatte ein Tethered Cord, eine Analatresie mit perianaler Fistel, ein hypoplastisches
Linksherzsyndrom mit Mitral- und Aortenatresie, ein restriktives Foramen ovale, eine
Koronarfistel, eine partielle Pulmonalvenenfehimiindung aller linken Pulmonalvenen, ein
persistierendes Foramen ovale (PFO), eine Hydronephrose auf der rechten Seite und einen

dilatierten Ureter (Tabelle 3, Supplement-Tabelle 3).

Der dritte Fall (HN-F1249-1I-1; weiblich) hatte eine heterozygote pathogene de-novo

Frameshift-Variante im NSD1-Gen, die mit dem Sotos-Syndrom assoziiert ist. Die klinischen
Symptome dieser Person waren Skoliose, bilaterale Hiiftdysplasie, bilaterale KlumpfiiRe und
Syndaktylie der zweiten und dritten Zehe, Analatresie mit vestibularer Fistel und polyzystische

Niere auf der rechten Seite (Tabelle 3, Supplement-Tabelle 3).

Der vierte Fall (HN-F1406-lI-1; mannlich) prasentierte sich klinisch mit einer Chiari-

Malformation und einem Tethered Cord mit kaudaler Myelon-Adhasion, langachsiger S-
formiger Skoliose, Analatresie, Cul-de-Sac-Inkontinenz, Choanalstenose, radioulnarer
Synostose rechts, kongenitalem vesikoureteralen Reflux (VUR), beidseitigen SenkfiRen,
geistiger Behinderung, Haltungsinstabilitdt, Muskelhypotonie und einer angeborenen
Laryngomalazie. Bei dieser Person ergab die CNV-Analyse eine heterozygote etwa 8 Mb grolSe

Deletion an Chr7p15.3-p21.2 (ca. chr7: chr7:15405139-21985421, hg19). Die Deletion umfasst
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u. a. die folgenden proteinkodierenden Gene: AGR2, AHR, DNAH11, ISPD (CRPPA), und
TWIST1. Die Deletion umfasste das krankheitsassoziierte Gen TWIST1, das mit mehreren
allelischen Stoérungen in Verbindung gebracht wird, darunter das "Saethre-Chotzen-Syndrom"

(Tabelle 3, Supplement Tabelle 3).

Der fiinfte Fall (HN-F163-lI-1; mannlich) trug eine bekannte krankheitsverursachende

Variante im mitochondrialen Gen MT-TL1 mit einem Heteroplasmiegrad von 13%. Dieses
Individuum zeigte eine Agenesie des Os coccygis, ARM mit perinealer Fistel, Osophagusatresie
mit Trachealfistel, verzogertes Knochenalter und Zahnfehlbildungen. MT-TL1 ist unter
anderem mit dem MELAS-Syndrom assoziiert. Der Betroffene hat diese Variante von seiner
Mutter geerbt, die einen Heteroplasmiegrad von 29% aufwies (Tabelle 3, Supplement Tabelle

3).
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Tabelle 3. Phdnotypische und genotypische Daten der Fdlle mit krankheitsverursachenden Varianten in bekannten krankheitsassoziierten Genen. f, weiblich; m, mdnnlich.
*https://gnomad.broadinstitute.org/; **Variante ist gemdB ACMG und Anderungen als wahrscheinlich pathogen/pathogen eingestuft; ***https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/;

#https://www.lovd.nl.
ID Geschlecht  Gen Chromosomale Nukleotid- und Vererbung  Zygotie/ gnomAD  Genetische Einstufung nach den Individuell
(Transkript) Position (hg19) Aminoséureverénderung Heteroplasmie  v.2.1.1 Diagnose (MIM- angewandten ACMG- elDin
-Grad MAF¢ Phéinotyp- Kriterien/CNV-Score**  LOVD#
Nummer)
HN-F142-1I-1 m KMT2D chr12:49433509- c.8044C>T de-novo heterozygot - Kabuki-Syndrom 1 Pathogen 00435638
(NM_003482.3) 49433509 (147920) PVS1, PS2, PM2, PP3
p.(GIn2682%*)
HN-F83-1I-1 m KMT2D chr12:49427394- ¢.11093dup de-novo heterozygot - Kabuki-Syndrom 1 Pathogen 00435656
(NM_003482.3) 49427395 (147920) PVS1, PS2, PM2
p.(Phe3699Leufs*14)
HN-F1249-1I-1 | f NSD1 chr5:176637649- €.2256_2257del de-novo heterozygot - Sotos-Syndrom Pathogen 00435657
(NM_022455.4) 176637650 (117550) PVS1, PM2, PP2
p.(Pro753Lysfs*11)
HN-F1406-11-1 | m Chr7p15.3-p21.2 Ca. chr7:15405139- 7736 kb Deletion de-novo heterozygot - Saethre-Chotzen- Pathogen 00435659
del 21985421 (einschlieRlich TWISTI) Syndrom (1,45)
() (101400)
HN-F163-11-1 m MT-TL1 chrM:3243-3243 m.3243A>G maternal 13% - MELAS-Syndrom Pathogen 00435658
(NC_012920.1) (590050) PS2_very strong,
PS4_strong
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4.2.5 ldentifizierung von nicht-synonymen de-novo-Varianten

In den ungeklarten Fallen wurden n= 98 de-novo-Varianten in 97 verschiedenen Genen
gefunden, wobei Missense-Varianten mit bis zu 88% (n= 86), Spleil-site-Varianten mit 5% (n=
5), Nonsense-Varianten mit 4% (n= 4), Frameshift-Varianten mit 1% (n= 1) und Indel-Varianten

mit 2% (n= 2) vorherrschend waren (Diagramm 1, Supplement Tabelle 4).

Ungeloste Falle

m Missense-Varianten

= Splice-site-Varianten

= Nonsense-Varianten
Frameshift-Varianten

= |Indel-Varianten

Diagramm 1. Verteilung von 98 nicht-synonymen de-novo-Varianten in 97 verschiedenen Genen.

4.2.6 Priorisierung der Kandidatengene

Insgesamt wurden 7 nicht-synonyme Varianten und ein CNV in 6 Kandidatengenen in
5 Fallen priorisiert. 5/8 (62,5%) Varianten waren de-novo, vereinbar mit einem autosomal-
dominanten Erbgang. Ein Individuum mit zwei heterozygoten Varianten und ein Individuum
mit einer hemizygoten Variante wurden mit Hilfe des autosomal-rezessiven Filters priorisiert

(Tabelle 4).
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Tabelle 4. Auswahl vielversprechender Kandidatengene und Varianten, die in den ungekldrten Fdllen identifiziert wurden. het, heterozygot; n, keine Angaben.
*https://gnomad.broadinstitute.org

Patienten ID

HN-F151-1I-1

HN-F148-1I-1

HN-F37-1I-1

HN-F1240-11-1

HN-F162-1I-1

Geschlecht

weiblich

mannlich

weiblich

mannlich

mannlich

Gen

INPP5A

GCN1L1

GCN1L1

ZSWIMS

INPP5A

MAST3

TPR

RBM10

Transkript-
Nummer
Chromosomale
Position (hg19)

NM_005539.5

NM_006836.2

NM_006836.2
NM_001367799.1
chr10:134351601-

134351674

NM_015016.2

NM_003292.3

NM_001204466.2

Nukleotid- und
Aminosdureverdanderung

c.230C>A
p.(Ser77%*)

c.5383G>A
p.(Asp1795Asn)

€.6293C>T
p.(Ser2098Leu)

c.5412G>T
p.(GIn1804His)

Exon 1 Deletion

¢.1250A>G
p.(Asp417Gly)

c.6563A>C
p.(GIn2188Pro)

€.2015G>A
p.(Arg672GlIn)

Zygotie

heterozygot

heterozygot

heterozygot

heterozygot

heterozygot

heterozygot

heterozygot

hemizygot

Varianten-
Art

Nonsense

Missense

Missense

Missense

Deletion

Missense

Missense

Missense

Intrafamilidare
Vererbung

de-novo

paternal

maternal

de-novo

de-novo

de-novo

de-novo

maternal

Vererbung

n.a.

AR

AR

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

XLR

OMIM-
Gen-
Nummer

600106

605614

605614

619213

600106

612258

189940

300080

plLl

0.98

Z score

1.7803

4.436

4.436

5.1433

4.1363

2.9916

4.4623

ERGEBNISSE

gnomAD*

3x
heterozygot

1x
heterozygot
(weiblich)

CADD

37

34

34

253

294

24.2
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4.2.6.1 Externe Priorisierung von Kandidatengenen

Zusatzliche Kandidatengene wurden bei 2 Personen identifiziert, die in externen
Studien mituntersucht wurden; In einem Fall (HN-F162-11-1) wurde eine heterozygote de-novo
Missense-Variante NM_005324.5:¢.361A>G; p. (Met121Val) in H3F3B gefunden. Der Patient
hatte linksseitige thorakale Halbwirbel 10 und 11, eine radiale Reduktionsfehlbildung des
linken Unterarms und der linken Hand, einen ARM ohne Fistel, ein hypoplastisches
Linksherzsyndrom, ein ASD und eine Hufeisenniere. Dieses Individuum wurde wadhrend der
Durchfuhrung der vorliegenden Studie in ein anderes Projekt aufgenommen und ist bereits

Teil der Publikation von Bryant et al. 2020.(Bryant et al., 2020)

Der Fall HN-F136-II-1 mit der Variante NM_006885.3:¢c.6377C>T; p.(Ala2126Val) in
ZFHX3 wurde ebenfalls kirzlich publiziert.(R. Zhang et al., 2020) Dieser Fall hatte ARM mit

rektovesikaler Fistel, Osophagusatresie, ASD Il und rechtsseitige Nierenagenesie.

4.2.7 Analyse des Pathway- und Gen-Burden-Tests

Insgesamt wurden 96 VACTERL-Falle (60 mannlich, 36 weiblich) und ihre Eltern mittels
Gen- und Pathway-Burden-Tests analysiert. Bei den internen Kontrollen handelte es sich um

134 Manner und 125 Frauen.

Wir erhielten Burden-Test-Werte fiur 13,480 Gene und 712 Pathways.
Regressionsmodelle mit zufdlligen Effekten wiesen Rangdefizite Varianz-Kovarianz-
Matrizen fir die zufdlligen Effekte auf und wurden daher von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Aus den Modellen mit nur festen Effekten wurden 339 unabhéangige
Hypothesen fiir die Pathways geschatzt. Die flir multiples Testen korrigierte
Signifikanzschwelle lag damit bei ca. p < 3,7E-6 flr Gen-Burden-Tests und p < 0.00015 fir
Pathway-Burden-Tests. Signifikanz wurde bei keinem der p-Werte erreicht. Der kleinste p-
Wert ergab sich fir das Gen HECTD1 (p = 2.9E-5) und den Pathway
"WP_FBXL10_ENHANCEMENT_OF_MAPERK_SIGNALING_IN_DIFFUSE_LARGE_BCELL_LYMPH
OMA" (p = 0,0007). Die QQ-Plots zeigten fiir die meisten Tests keine signifikanten
Abweichungen der p-Werte von den erwarteten zufalligen p-Werten (siehe Abbildung 20 und
21).
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Abbildung 20. Quantil-Quantil-Diagramm (QQ-Diagramm) fiir den Burden-Pathway-Test. Die Darstellung zeigt die
Verteilung der Daten gegenliiber der erwarteten Normalverteilung. -log(E(p)): erwartete -log p-Werte; -Ig(p): beobachtete -

log p-Werte.
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Abbildung 21. Quantil-Quantil-Diagramm (QQ-Diagramm) fiir den Burden-Gen-Test. Die Darstellung zeigt die Verteilung der
Daten gegentiiber der erwarteten Normalverteilung. -log(E(p)): erwartete -log p-Werte, -Ig(p): beobachtete -log p-Werte.
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4.3 Berechnung des Lebenszeitrisikos flr autosomal-rezessive
Nierenerkrankungen auf der Grundlage verschiedener
genetischer Datenbanken

Dieser Abschnitt der Doktorarbeit wurde in Zusammenarbeit mit zwei weiteren
Doktoranden der NephroGen-Gruppe, Herrn Martin Menke und Frau Clara GroRwinkelmann,
bearbeitet. Die Interpretation der erhobenen Daten sowie die Erstellung der Abbildungen
erfolgte unter der Leitung von Herrn PD Dr. Matthias Braunisch und Frau Prof. Dr. Julia Hofele,
daherist ein entsprechender Abschnitt auch in den Doktorarbeiten von Herrn Menke und Frau
GroBwinkelmann enthalten. Die detaillierten Ergebnisse und die entsprechenden Grafiken
und Tabellen befinden sich in den beiden Doktorarbeiten. Aus diesem Grund wird dieser Teil
(Abschnitt 4.3 und 5.3) nicht ausfihrlich beschrieben und diskutiert. AuRerdem ist aus diesem

Projekt eine Publikation herausgekommen, die aktuell under review ist.

Eine umfassende Literaturrecherche wurde durchgefihrt, um eine Liste von 149 Genen
zu erstellen, die mit autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen assoziiert sind. Diese Gene

wurden in vier Krankheitsgruppen aufgeteilt:

1. Glomerulopathien,
2. Tubulopathien,

3. Ziliopathien und
4

Angeborene Fehlbildungen der Niere und ableitenden Harnwege (CAKUT).

4.3.1 Gesamt-Lebenszeitrisiko

Von den insgesamt 149 Genen wurden etwa 15.884 potenziell pathogene Varianten
sowohl in der in-house-Datenbank als auch in gnomAD analysiert. Alle eingeschlossenen Gene
sind in den Supplement-Tabellen der Publikation von Braunisch et al. zu finden. Nach den
ACMG-Kriterien wurden 12.800 Varianten identifiziert, die schlussendlich als
krankheitsverursachende Varianten betrachtet werden kénnen. Im Mai 2021 umfasste unsere
interne Datenbank 23.582 Individuen und die Datenbank von gnomAD 125.748 Exome bzw.

15.708 Genome. Eine detaillierte Liste aller krankheitsverursachenden Varianten sowie ihrer
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Allelfrequenzen sowie alle ausgeschlossenen Varianten sind im Anhang der Publikation von

Braunisch et al. zu entnehmen.
Die vier Krankheitskategorien umfassen

o 31 Gene fiir Glomerulopathien,
e 16 Gene fiir Tubulopathien,

e 87 Gene fiir Ziliopathien und

e 15 Gene fiir CAKUT.

Die kombinierten geschatzten Lebenszeitrisiken fiir alle 149 untersuchten Gene, die mit

autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen in Verbindung stehen, betrugen:

e 10.68 (95% Cl: 6.29-18.40) basierend auf unserer eigenen Datenbank,

e 22.77 (95% Cl: 15.86-33.77) basierend auf europaischen gnomAD-Daten und

e 17.83 (95% Cl: 13.77-24.64) basierend auf weltweiten gnomAD-Daten pro
100.000 Personen (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5. Darstellung von Gesamtlebenszeitrisiken pro 100.000 fiir 149 autosomal-rezessiv vererbte Nierenerkrankungen
nach Krankheitsgruppen einschlieflich 95 %-Konfidenzintervall.

Krankheitsgruppe In-house- Datenbank Europdische GnomAD (nicht- Weltweit gnomAD
finnisch)

Alle 149 AR-Gene 10.68 (6.29-18.40) 22.77 (15.86-33.77) 17.83 (13.77-24.64)

Glomerulopathien 3.08 (1.92-4.98) 4.16 (2.89-6.00) 4.19 (3.35-5.26)

Tubulopathien 1.86 (1.21-2.90) 6.70 (5.09-8.82) 3.02 (2.45-3.72)

Ziliopathien 5.57 (3.09-10.09) 10.97 (7.29-17.45) 9.83 (7.39-14.58)

CAKUT 0.17 (0.06-0.43) 0.94 (0.59-1.49) 0.79 (0.57-1.08)

Abkiirzungen: AR, autosomal-rezessiv; CAKUT, kongenitale Fehlbildungen der Niere und der ableitenden
Harnwege.

Das ausgepragteste Lebenszeitrisiko (>1 pro 100.000) wurde bei den vier Genen SLC12A3
(Gitelman-Syndrom), PKHD1 (autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung), COL4A3
(Alport-Syndrom) und BCS1L (GRACILE-Syndrom) beobachtet, die zusammen bis zu 52% des
gesamten Lebenszeitrisikos ausmachen (Tabelle 6). Eine detaillierte Aufschlisselung der
individuellen Lebenszeitrisiken fiir jedes Gen ist in den Supplement-Tabellen von Braunisch et

al. verfiigbar.
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Tabelle 6. Lebenszeitrisiko flir die hdufigsten autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen nach Krankheitsgruppen. Abkiirzungen: Cl, Konfidenzintervall

Gen

Anzahl der

krankheitsverursa-
chenden Varianten

Anzahl der

krankheitsverursa-

chenden Allele in

Anzahl der
krankheitsverursa-
chenden Varianten

Anzahl der

krankheitsverursa--

chenden Allele im

Anzahl der

krankheitsverursac

henden Allele im

Lebenszeitrisiko

intern pro 100.000

(95% CI)

Lebenszeitrisiko
europadisch (nicht-
finnisch)

ERGEBNISSE

Lebenszeitrisiko

weltweit gnomAD
pro 100.000 (95% CI)

in der internen der internen im gnomAD- europaischen weltweiten gnomAD pro 100.000
Datenbank Datenbank Datensatz (nicht-finnischen) gnomAD (95% Cl)
gnomAD
Glomerulopathien
COL4A3 63 158 274 313 824 1.11 (0.77-1.59) 1.03 (0.79-1.32) 1.40 (1.19-1.63)
COL4A4 50 114 247 268 638 0.58 (0.37-0.88) 0.85 (0.64-1.12) 0.92 (0.77-1.10)
NPHS1 20 57 89 192 618 0.15 (0.08-0.26) 0.38(0.27-0.52) 0.69 (0.58-0.83)
NPHS2 23 115 53 276 417 0.58 (0.37-0.87) 0.60 (0.46-0.79) 0.29 (0.23-0.36)
CRB2 15 83 64 89 161 0.36 (0.21-0.58) 0.77 (0.46-1.23) 0.37 (0.26-0.53)
Tubulopathien
SLC12A3 52 184 150 567 1004 1.48 (1.05-2.05) 2.28 (1.80-2.86) 1.48 (1.23-1.78)
CLCNKA 5 7 65 394 752 0.00 (0.00-0.01) 1.28(1.02-1.60) 0.82 (0.70-0.97)
BCSiL 22 55 61 247 469 0.13 (0.07-0.24) 2.84(2.12-3.77) 0.31(0.25-0.38)
Ziliopathien
PKHD1 45 169 218 343 1174 1.28(0.84-1.91) 1.92(1.44-2.53) 2.32(1.99-2.69)
CEP290 56 111 199 322 622 0.59 (0.38-0.90) 1.53(1.18-1.95) 1.13 (0.94-1.35)
CPLANE1 39 130 150 256 455 0.81 (0.54-1.20) 1.09 (0.79-1.48) 0.84 (0.65-1.07)
CAKUT
ACE 16 26 95 139 319 0.03 (0.01-0.08) 0.20 (0.13-0.29) 0.19 (0.14-0.24)
FRAS1 27 41 168 162 287 0.06 (0.03-0.13) 0.28 (0.20-0.40) 0.20 (0.16-0.27)
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4.3.2 Lebenszeitrisiko nach Krankheitsgruppen
4.3.2.1 Glomerulopathien

Das  geschatzte kombinierte Lebenszeitrisiko  fliir  autosomal-rezessive
Glomerulopathien betrug insgesamt 3,087 (95% Cl: 1,921-4,986) pro 100.000 Einwohner in
der in-house-Datenbank. Es war dhnlich hoch wie 4,16 (95% Cl: 2,89-6,00) in der europaischen
(nicht-finnischen) Bevdlkerung des gnomAD-Datensatzes und 4,19 (95% Cl: 3,35-5,26) pro
100.000 Personen in der weltweiten Bevolkerung des gnomAD-Datensatzes (Tabelle 5). Die
Gene mit dem hochsten Lebenserwartungsrisiko bei erblichen Glomerulopathien sind

COL4A3, gefolgt von COL4A4, NPHS1, NPHS2 und CRB2 (Tabelle 6).

4.3.2.2 Tubulopathien

Das kombinierte Lebenszeitrisiko fiir autosomal-rezessiv vererbte Tubulopathien lag
bei 1,865 (95% Cl: 1,21-2,9087) in der in-house-Datenbank, bei 6,70 (95% Cl: 5,09-8,82) pro
100.000 Einwohner in der europdischen (nicht-finnischen) Bevdlkerung des gnomAD-
Datensatzes und bei 3,02 (95% Cl: 2,45-3,72) pro 100.000 Einwohner in der weltweiten
Bevolkerung des gnomAD-Datensatzes (Tabelle 5). Die Gene mit dem hochsten

Lebenszeitrisiko fur Tubulopathien waren SLC12A3, CLCNKA und BCS1L (Tabelle 6).

Der Unterschied in dem ausgerechneten Lebenszeitrisiko zwischen der in-house-
Datenbank und des gnomAD-Datensatzes ist auf eine einzige krankheitsverursachende
Variante in BCS1L zurlickzufiihren (c.232A>G; p.(Ser78Gly)), die mit dem GRACILE-Syndrom
assoziiert ist. Diese Variante hat in gnomAD eine hohere MAF (Europa = 0,004062, weltweit =
0,000474) als in unserer eigenen Datenbank (MAF = 0,000102). AuBerdem waren in unserer
internen Datenbank nur wenige krankheitsverursachende Allele im Gen CLCNKA vorhanden
(MAF = 0,000156), die in gnomAD viel haufiger waren (MAF europaisch gnomAD = 0,003578,
MAF weltweit gnomAD = 0,002870).

91



ERGEBNISSE

4.3.2.3 Ziliopathien

Die Gruppe der autosomal-rezessiven Ziliopathien stellte die gréRte Krankheitsgruppe dar und
wies das hochste Gesamtlebensrisiko auf (Tabelle 5). Das kombinierte Lebenszeitrisiko pro
100.000 Individuen betrug 5,57 (95% Cl: 3,09-10,09; interne Datenbank), 10,9704 (95% ClI:
7,2911-178,4582; European gnomAD) und 9,832 (95% Cl: 7,390-14,4871; World gnomAD),
basierend auf den Allelfrequenzen von 87 Genen (Tabelle 5, Abbildung 21). Die Gene mit dem
hochsten Lebenszeitrisiko waren PKHD1, CEP290 und CPLANE1 (Tabelle 6). PKHD1 hatte mit
1,28 (95% Cl: 0,84-1,91; intern), 1,92 (95% Cl: 1,44-2,53; europaische gnomAD) und 2,32 (95%
Cl: 1,00-2,69; weltweite gnomAD) pro 100.000 den hochsten Beitrag eines einzelnen Gens

zum gesamten Lebenszeitrisiko.

4.3.2.4 CAKUT

Das kombinierte Lebenszeitrisiko fir CAKUT war in der in-house-Datenbank niedriger
(0,17 (95% Cl: 0,06-0,43) pro 100.000), als in der europdischen (0,94 (95% Cl: 0,59-1,49) und
weltweiten gnomAD-Datenbank (0,79 (95% Cl: 0,57-1,08) pro 100.000) (Tabelle 5). Die
autosomal-rezessiv vererbte CAKUT hatte mit 0,63 pro 100.000 (3,70 %) den geringsten
mittleren Beitrag zum gesamten Lebenszeitrisiko. In dieser Krankheitsgruppe waren ACE und

FRAS1 die Gene mit dem hochsten Lebenszeitrisiko (Tabelle 6).
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4.3.3 Extrapolation auf alle monogenen Nierenerkrankungen

Auf der Grundlage der Ergebnisse von Groopman et al. (E. E. Groopman et al., 2019)
wurde das Lebenszeitrisiko flir autosomal-rezessive Gene auf alle monogenen
Nierenerkrankungen extrapoliert. Dies bedeutet, dass das Lebenszeitrisiko flir autosomal-
rezessive Gene auf alle monogenen Nierenerkrankungen basierend auf den Ergebnissen der
Studie von Groopman et al. geschatzt oder hochgerechnet wurde. 91,6% der Individuen in
dieser Studie waren lUberwiegend Erwachsene, die dlter als 21 Jahre waren, 64,7% hatten eine
Nierenerkrankung im Endstadium und 35,6% waren nichteuropadischer Abstammung. Ein
autosomal-rezessiver Erbgang lag bei 13,7% aller positiven Falle vor.(E. E. Groopman et al.,
2019) Die Extrapolation ergab ein Lebenszeitrisiko von 52 bis 111 pro 100.000 Individuen bei
autosomal-dominantem Erbgang, von 14 bis 29 pro 100.000 Individuen bei X-chromosomalen
Erbgang und von 1 bis 3 pro 100.000 bei doppelter Ursache einer monogenen
Nierenerkrankung. Daraus ergibt sich ein Gesamt-Lebenszeitrisiko fiir eine monogene
Nierenerkrankung von 78 bis 166 pro 100.000, was 1 von 1.285 (0,08%) bis 1 von 602 (0,17%)

entspricht.

Unter der Annahme, dass die Sterblichkeitsrate bei diesen Patienten vergleichbar mit
der der Allgemeinbevolkerung ist, wiirde dies etwa 0,17% bis 0,08% der erwachsenen
Bevolkerung entsprechen. Basierend auf einer beobachteten CKD-Prdvalenz von 12% in
Europa (Hill et al., 2016) kdnnte eine genetisch bedingte Nierenerkrankung bei etwa 0,65% bis
1,38% der Bevolkerung auftreten, was etwa 1 von 154 und 1 von 73 erwachsenen CKD-

Patienten entspricht.
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5.1 Phanotypisches und genotypisches Spektrum der Typ-IV-
Kollagen-assoziierten Nephropathien

Die Typ-IV-Kollagen-assoziierte Nephropathie stellt eine heterogene Erkrankung dar, die
eine vielschichtige phanotypische und genetische Variabilitdt aufweist. Sie manifestiert sich in
diversen klinischen Ausprdagungen, darunter AS, eine langsam fortschreitende Form, die
urspriinglich als TBMN beschrieben wurde, sowie der Unspezifische histologische Phanotyp
wie die FSGS. Die Vererbung dieser Erkrankung kann sowohl autosomal dominant als auch X-
chromosomal erfolgen. Unsere Analysen deuten darauf hin, dass bei einer signifikanten
Anzahl von Patienten, 91% mit AS und bei 100% der TBMN-Patienten
krankheitsverursachende genetische Varianten identifiziert werden konnten, die eine prazise

Phanotyp-Genotyp-Korrelation ermdglichen.

Interessanterweise wurde bei 5% der Patienten mit krankheitsverursachenden
Varianten in den Genen COL4A3-5, die in der Regel mit AS und TBMN assoziiert sind, ein
klinischer Phanotyp von FSGS festgestellt. Diese Beobachtung steht im Einklang mit friheren
Studien und legt nahe, dass FSGS ein histologischer Befund ist, der nicht spezifisch fir eine
einzelne Nierenerkrankung ist, sondern bei verschiedenen pathologischen Prozessen
auftreten kann (Malone et al., 2014). In der Studie von Malone et al wurde bei 10% der
Patienten mit heterozygoten Varianten in COL4A3 oder COL4A4 die Verdachtsdiagnose einer
erblichen FSGS gestellt. Diese Diskrepanz zwischen klinischem und genetischem Phanotyp
konnte auf die Tatsache zurilickzufiihren sein, dass FSGS ein unspezifischer histologischer
Befund ist, der im Rahmen verschiedener Nierenkrankheiten auftreten kann. Die prazise
Klarung der zugrunde liegenden Mechanismen, die zu dieser Variabilitdt beitragen, sowie
deren Auswirkungen auf Diagnose- und Behandlungsstrategien erfordern jedoch weitere

eingehende Untersuchungen und Diskussionen in der Forschungsgemeinschaft.

Die digene Vererbung beim AS ist ein Konzept, das besagt, dass mehrere Gene an der
Entwicklung dieser Erkrankung beteiligt sein kénnen. Dies wird bei Typ-IV-Kollagen-
assoziierten Nephropathien, einschlieBlich des Alport-Syndroms und der TBMN, in der
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Literatur als mogliche Ursache diskutiert (Fallerini et al., 2017; Furlano et al., 2021; Mencarelli
et al., 2015). Diese Hypothese basiert auf Studien, die genetische Variationen in Familien mit
diesen Nephropathien untersuchen und aufzeigen, dass mehrere Gene an der
Krankheitsentwicklung beteiligt sein kénnten. Dies bedeutet, dass verschiedene
Kombinationen von Varianten in den Genen COL4A3, COL4A4 und COL4A5 gemeinsam zum
Krankheitsphanotyp beitragen kdénnen. In unserer Untersuchung konnten jedoch keine
eindeutigen Hinweise auf digene Vererbungsmuster gefunden werden. Dies kdnnte mehrere
Grinde haben, darunter die GroRe unserer Kohorte und die Herkunft der betroffenen
Individuen. Studien mit groReren Kollektiven und aus verschiedenen geografischen Regionen
konnten moglicherweise differenziertere Erkenntnisse liefern. Ein weiterer bedeutender
Faktor betrifft die Anwendung verschiedener Sequenziertechniken. Bestimmte Varianten
konnten sich in weniger gut abgedeckten Exons befinden, wie zum Beispiel den Exons 5, 11,
14, 23, 38, 41 und 48 von COL4A5. Es besteht die Moglichkeit, dass solche Varianten von
bestimmten Sequenziermethoden moglicherweise nicht erfasst wurden. Daher betont dies
die Wichtigkeit einer sorgfaltigen Auswahl der Sequenziertechnik und einer griindlichen

Analyse der genetischen Daten, um eine umfassende Erfassung zu gewahrleisten.

Es ist von entscheidender Bedeutung, darauf hinzuweisen, dass bei 12% der Individuen
mit AS als klinischer Verdachtsdiagnose und monoallelischen krankheitsverursachenden
Varianten in COL4A3/COL4A4 unter Berlicksichtigung des genetischen Ergebnisses und der
klinischen Daten keine eindeutige Aussage zum Vorliegen eines moglichen autosomal-
dominanten AS getroffen werden konnte. In Bezug auf diese Fragestellung besteht ein
ungeloster Konflikt, der zwei Hauptperspektiven gegeniibersteht. Die eine, ,Kliniker-
zentrierte” Sichtweise betont die Bedeutung klarer klinischer Diagnosen fiir die Uberwachung
und frihzeitige Behandlung. (Furlano et al., 2021; C. E. Kashtan, 2020) Andererseits die
,Genetiker-zentrierte” Sichtweise zeigt, dass das AS eine monogene Erkrankung mit
vollstandiger Penetranz und einem fortschreitenden Nierenversagen ist (90% Dialyse im Alter
von 40 Jahren bei X-chromosomalen AS; vergleichbar bei autosomal-rezessivem AS) (Jais et

al., 2000; Savige, Huang, et al., 2022).

Trotz der bekannten Verbindung zwischen Varianten in COL4A3 und COL4A4 und der
Entstehung des AS-Phanotyps bleiben viele Fragen zur genetischen Grundlage offen. Es ist

moglich, dass neben den identifizierten monoallelen Varianten in COL4A3/COL4A4 weitere

95



DISKUSSION

genetische Faktoren am Krankheitsgeschehen beteiligt sind, die bei den herkdmmlichen
Gentests nicht erfasst werden (z. B. eine intronische Variante, die zu einem Spleif3-Defekt
flihrt, oder eine komplexe Umlagerung, die von NGS-Tests auf Basis von short-read-
sequencing Ubersehen wurde). Diese zusatzlichen Varianten konnten verschiedene
Auswirkungen auf die Krankheitsmanifestation haben und wirden erklaren, warum einige

Patienten mit nur einer monoallelen Variante ein typisches AS-Phanotyp aufweisen.

In Féllen, in denen Nierenbiopsie-Gewebe (oder aus Urin gewonnene Nierenzellen)
verwendet wurden, um ein Transkriptom zu veranlassen, stellt sich die Frage, ob eine
Untersuchung auf SpleiR-Defekte auf dem anderen Allel durchgefiihrt werden sollte. Die
Aufklarung chromosomaler Rearrangements kann mit Microarray/Multiplex-Ligation-
abhéangige Sonden-Amplifikation (MLPA) oder gar mit Genom-Sequenzierung initiiert werden.
Zudem ist von Interesse, ob die gleiche Variante die gleiche Stérung, AS, im homozygoten und
heterozygoten Zustand verursacht. Im Falle heterozygoter Trager einer Variante wird
angenommen, dass eine dominante negative Wirkung von Tragerschaften monoallelischer
Missense-Variationen in COL4A3/COL4A4 eine Rolle bei der Erklarung eines vollstandigen AS-
Phanotyps mit hoher Penetranz spielt. Es sollte jedoch Uberprift werden, ob die
Bericksichtigung von Phanokopien sowie eine griindliche Untersuchung des Stammbaums
und eine entsprechende Testung von Verwandten vorgenommen wurde. Im Falle einer
heterozygoten Konstellation der Variation bei beiden Eltern und weiteren Verwandten, wie
sie beispielsweise bei ATS-F521-1I-2 und ATS-F663-111 vorliegt, ist zu evaluieren, wie eine
entsprechende Beratung der Eltern erfolgen sollte, wenn ein weiteres Kind geboren wird.
Gemall jungster Untersuchungen liegt die geschatzte Pravalenz heterozygoter
krankheitsverursachender Varianten in den Genen COL4A3 und COL4A4 bei 1:106. (Gibson et
al., 2021). Die Frage, ob die Diagnose , autosomal-dominant AS” bei allen diesen Menschen
gestellt werden sollte, ist bislang in der Literatur nicht zufriedenstellend beantwortet und
muss geklart werden, um die medizinische Versorgung und genetische Beratung dieser
Individuen zu optimieren. Es kann mit hinreichender Sicherheit angenommen werden, dass
heterozygote Tragerschaften von krankheitsauslésenden Varianten in COL4A3, COL4A4 und
COL4A5 mit einem hoheren Risiko flr Nierenversagen im Vergleich zur allgemeinen
Bevolkerung assoziiert sind. (Furlano et al., 2021; Savige, Huang, et al., 2022; Voskarides et al.,

2007). Sie missen lberwacht und mit ACE-Hemmern behandelt werden, sobald eine
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Proteinurie/Albuminurie auftritt (Boeckhaus et al.,, 2022; O. Gross et al.,, 2020). Eine
Klassifikation samtlicher Individuen als autosomal-dominante AS birgt das Risiko, dass die
oben genannten Uberlegungen nicht beriicksichtigt werden koénnen. Dies kénnte zu
Schwierigkeiten bei der Diagnose und Risikoberechnung fiihren. Um dies zu vermeiden,
konnte eine vereinheitlichende, Gen-zentrierte Nomenklatur wie die Typ-IV-Kollagen-
assoziierte Nephropathie eingefiihrt werden. (Imafuku, Nozu, Sawa, Nakanishi, & Ubara,
2020) Des Weiteren ist der Begriff TBMN ein veralteter Terminus, der auf histologischen
Befunden basiert, die nicht immer vorhanden sind oder pathologischen AS-Verdnderungen
vorausgehen (Furlano et al., 2021) Dies kann beispielsweise der Fall sein, wenn die TBMN-
Diagnose auf der Grundlage von AS-Veranderungen gestellt wird, die nicht durch die TBMN
verursacht werden. Es wurden zwei Falle im Projekt | identifiziert, bei denen eine hemizygot
auftretende krankheitsverursachende Variante in COL4A5, d. h. XLAS, vorlag. Diese wurden
klinisch jedoch vom Uiberweisenden Arzt als TBMN eingestuft. Unsere Empfehlung lautet, in
der Diagnostik neben dem Phanotyp auch den Genotyp anzugeben und den Begriff , AS“
lediglich in die Bezeichnung aufzunehmen, wenn entsprechende genotypische und
phanotypische Beweise fiir die Diagnose vorliegen, wie etwa bei der Diagnose ,Typ-IV-
Kollagen-assoziierte Nephropathie, X-chromosomal, AS-hemizygote pathogene Frameshift-

Variante in COL4A5".

Bei einer Reihe von Individuen in dieser Studie fehlen Informationen zum Phanotyp
(siehe Abschnitt Ergebnisse), was als Einschrankung angesehen werden kann. Das Ziel dieses
Projektes bestand jedoch darin, das phanotypische und genotypische Spektrum der Typ-IV-
Kollagen-assoziierten Nephropathie aufzuzeigen und nicht eine detaillierte Genotyp-
Phanotyp-Korrelation zu AS, die bereits mehrfach und ausfiihrlich veroffentlicht wurde.
(Bekheirnia et al., 2010; Furlano et al., 2021; O. Gross, Netzer, Lambrecht, Seibold, & Weber,
2002; Jais et al., 2003; Jais et al., 2000). 57% der in dieser Studie identifizierten Varianten
waren neu, was darauf hindeutet, dass ein betrachtlicher Anteil krankheitsverursachender
Varianten bei der Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nierenerkrankung bisher noch nicht
beschrieben wurde. Daher ist es von entscheidender Bedeutung, dass die identifizierten
Varianten in offenen genetischen Datenbanken wie ClinVar oder LOVD eingereicht und dort

offentlich zuganglich gemacht werden, um das Wissen Uber krankheitsverursachende
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Varianten zu erweitern und die klinische Versorgung von Individuen mit einer Typ-IV-Kollagen-

assoziierten Nephropathie zu optimieren, was wir auch gemacht haben.

AbschlieBend veranschaulicht dieses Projekt das komplexe klinische und genetische
Spektrum der Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathie, einschlieRlich AS und TBMN, in
einer kleinen Tertidrzentrum-Kohorte. Die Berlicksichtigung genetischer Diversitat ist
entscheidend, um die Variabilitdt in der Manifestation der Typ-IV-Kollagen-assoziierten
Nephropathie zu verstehen. Groopman et al. (2019) betonen, dass genetische Studien, die
eine breite Palette ethnischer Gruppen einbeziehen, essentiell sind, um die genetischen
Grundlagen von Nierenerkrankungen vollstandig zu erfassen.(Groopman, Goldstein, &
Gharavi, 2019) Eine prazisere Nomenklatur, die eine schnelle Diagnose, Uberwachung und
Behandlung nicht beeintrachtigt, sondern aufgrund der zahlreichen genetischen Aspekte
dieser komplexen Erkrankung erleichtert, ist dringend erforderlich. Langfristige
Uberwachungsstrategien stellen einen entscheidenden Faktor bei der Behandlung von
Patienten mit Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathien dar, da sie eine effektive Kontrolle
der Progression dieser Erkrankung erméglichen. Uber das letzte Jahrzehnt hat sich die
Herangehensweise an die Behandlung dieser Krankheit deutlich weiterentwickelt. In der
Vergangenheit gab es nur unzureichende Interventionsmoglichkeiten. Zunachst wurde bei
Albuminurie oder Proteinurie behandelt, heute wird bereits bei Diagnosestellung interveniert
oder zumindest intensiv klinisch tGberwacht. (C. Kashtan, 2021) Durch die Einfliihrung des
Begriffs "Typ-1V-Kollagen-assoziierte Nephropathie" ware daher ein starkerer Gen-zentrierten
Ansatz gewahlt. Zusammenfassend wird ersichtlich, dass eine enge Zusammenarbeit zwischen
Klinikern und Genetikern entscheidend ist, um die erforderlichen phanotypischen und
genetischen Daten zu sammeln und Individuen mit Verdacht auf Typ-IV-Kollagen-assoziierte

Nephropathie angemessen zu bewerten.

98



DISKUSSION

5.2 Monogene Ursachen von Individuen mit VATER-/VACTERL-
Assoziation

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte lediglich bei fiinf Prozent der untersuchten
Falle mit VACTERL-Assoziation eine krankheitsverursachende Variante in einem bekannten
krankheitsassoziierten Gen identifiziert werden. Eine kirzlich durchgefiihrte Studie, die ES
einsetzte, konnte bei 16% der Patienten mit isolierter Osophagusatresie/tracheoésophagealer
Fistel (EA/TEF) eine Diagnose stellen.(Sy et al., 2022) Eine andere Untersuchung ergab, dass
bei 27% der Patienten mit einem VACTERL-dhnlichen Phanotyp eine molekulare Diagnose
moglich war. Die identifizierten krankheitsverursachenden Varianten wurden in Genen
gefunden, die bereits mit verschiedenen Syndromen in Verbindung gebracht wurden,
darunter ADNP, BBS1, FGFR3, KMT2D, LRP2, NIPBL und SALL1. Kolvenbach et al. (2021)
identifizierten potenziell krankheitsverursachende Varianten in 29% der Falle, wobei jedoch
nur zwei dieser Gene (B9D1, FREM1) zuvor als Ursache fiir Krankheiten beschrieben wurden.
(Kolvenbach et al., 2021). Trotz erheblicher Fortschritte in den letzten Jahren bleibt die
Ursache der VACTERL-Assoziation groRtenteils unklar. Dies liegt zum Teil an der
wahrscheinlich klinischen und genetischen Vielfalt, der sporadischen Natur der Krankheit und
der Uberlappung mit einer Vielzahl anderer Erkrankungen. Die Integration von Erkenntnissen
aus biologischen Modellen mit den neuesten genomischen Technologien kdnnte jedoch in
Zukunft mehr Einblicke in die zugrundeliegenden Mechanismen liefern und damit die
Gesundheit der Betroffenen und ihrer Familien verbessern. Die Unterschiede in den
Diagnoseraten konnen durch die Vielfalt der jeweils untersuchten Populationen erklart
werden. So ist es denkbar, dass in der ersten Studie Individuen mit EA/TEF untersucht wurden,
die oft eine isolierte Form der Erkrankung aufweisen, wahrend in der zweiten Studie eine
breitere Kohorte von Individuen mit moglicherweise unterschiedlichen Krankheitsursachen
einbezogen wurde. Wenn jedoch nur Individuen mit bekannten krankheitsverursachenden
Varianten in Betracht gezogen werden, reduziert sich der Anteil geldster Falle auf 10%, was
mit den Ergebnissen der in dieser Arbeit beschriebenen Daten vergleichbar ist. Dies
verdeutlicht die Komplexitdt der Diagnosestellung bei VACTERL-Assoziation und die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, um die zugrunde liegenden Mechanismen besser zu

verstehen.
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Interessanterweise wurden Uberlappende Deletionen in der Literatur bereits in
mehreren Fallen (Busche et al., 2011; Chun et al., 2002) mit einem dhnlichen Phanotyp wie in
unserem vierten Fall (HN-F1406-11-1) beschrieben. Trager von Loss-of-Function-Varianten in
TWIST1 zeigen ein kraniofaziales Missbildungssyndrom u.a. mit Anomalien des
Gesichtsschadels, Kraniosynostose, Syndaktylie und unvollstdndiger Duplikation der
GroRzehen.(Gallagher, Ratisoontorn, & Cunningham, 1993) Bei Betroffenen mit
umfangreicheren Deletionen, die andere Gene als TWIST1 betreffen, wurden auch
Entwicklungsverzogerungen und verschiedene Organfehlbildungen (einschlieBlich
Analstenose und andere ARM) beschrieben.(Chun et al., 2002) Die vorliegenden Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass Personen mit dem Saethre-Chotzen-Syndrom falschlicherweise als
VACTERL-assoziiert diagnostiziert werden kénnen

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1204/table/bgs.T.disorders to consider in the

diffe/). Unsere eigenen Daten sowie die von Deloge et al. (2022) legen nahe, dass Tests zur
Identifizierung monogener Ursachen in Fallen, die anfangs die Kriterien fir eine VACTERL-
Assoziation erfiillen, moglicherweise eine geringere diagnostische Ausbeute haben.(Sy et al.,
2022) Die Ursache und Pathogenese der VACTERL-Assoziation sind bisher unzureichend
verstanden worden. Es wurden nur wenige familidare Falle identifiziert, und als einziger
Umwelteinfluss  wurde  bisher  mitterlicher Diabetes nachgewiesen. Obwohl
krankheitsverursachende Varianten in bestimmten Genen bei einigen Syndromen mit
VACTERL-Fehlbildungen gefunden wurden, weisen diese Syndrome in der Regel zusatzliche
Merkmale auf, die sie von der reinen VACTERL-Assoziation unterscheiden.(Stevenson &
Hunter, 2013) Beispielsweise sind das Sotos-Syndrom und das Kabuki-Syndrom zwei solcher
Syndrome, bei denen der Phanotyp gut erkennbar ist und eine differenzierte Diagnose durch

einen klinischen Genetiker moglich ist.

Nach Durchsicht der Literatur beschreiben viele Forscher eine abnorme mitochondriale
Funktion bei Patienten mit VACTERL-Assoziation, was darauf hindeutet, dass dieses
Phdanomen in den notwendigen Test einbezogen werden muss, um eine mitochondriale
Dysfunktion bei VACTERL-Patienten zu bestdtigen oder auszuschliefen.(Damian, Seibel,
Schachenmayr, Reichmann, & Dorndorf, 1996; Solomon, 2011; Thomas et al., 2015) Es scheint
jedoch, dass unser Fall HN-F163-II-1, der zweite beschriebene Fall ist, bei dem die np 3243-

Variante vorliegt. Unser Fall zeigte nicht die typischen MELAS-Symptome, obwohl

100


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1204/table/bgs.T.disorders_to_consider_in_the_diffe/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1204/table/bgs.T.disorders_to_consider_in_the_diffe/

DISKUSSION

biochemische Tests flir mitochondriale Dysfunktion nun retrospektiv noch durchgefiihrt
werden mussen.(Siebel & Solomon, 2013) Damian M. S. et al. stellten 1996 einen weiblichen
Saugling mit VACTERL-Assoziation vor, bei dem sie die np 3243-Variante fanden. Das Madchen
starb im Alter von einem Monat. Sie wies multiple Fehlbildungen der Hande, des Gesichts, der
Rippen, einem zervikalen und thorakalen imperforierten Anus, einer rektovestibuldren Fistel,
einer moderaten globalen Herzdilatation, einer Aplasie beider Radien (Speichen), einer Ulna-
Hypoplasie rechts, einer hydronephrotischen rechten Niere und einer stummen linken Niere
auf.(Damian et al., 1996) Bis heute wurden in sieben Fallen, einschlieRlich unseres Patienten,
sowohl eine VACTERL-Assoziation als auch eine mitochondriale Dysfunktion
festgestellt.(Solomon, 2011) Es kann jedoch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass
es sich bei dieser Variante um einen sekundaren Befund und nicht um die eigentliche Ursache

handelt.

5.2.1 Kandidatengene

Eines der zuvor identifizierten Kandidatengene, GCN1L1, wurde bereits als ein Gen
eingestuft, das mit Nierenkarzinomen assoziiert ist, was darauf hindeutet, dass GCN1L1
moglicherweise Gber die Wnt/B-Catenin-Signallbertragung an der Karzinogenese der Nieren
beteiligt ist.(Arai et al., 2014) Es ist bekannt, dass der Wnt-Signalweg eine bedeutende Rolle
bei der Nierenentwicklung des Menschen spielt, wie durch Studien von Meng, Zhu, Ling, &
Zhou (2020), J. Wang et al. (2021) und Y. Wang, Zhou, & Liu (2018) gezeigt wurde. (Meng, Zhu,
Ling, & Zhou, 2020; J. Wang et al., 2021; Y. Wang, Zhou, & Liu, 2018) Diese Erkenntnisse
wurden auch durch Untersuchungen an Mausemodellen bestatigt. (Finer et al., 2022; Zhu,
Peng, & Li, 2021) Die Tatsache, dass unser Patient HN-F151-II-1 sowohl einen VUR als auch
eine Nierenhypoplasie aufwies, legt nahe, dass GCN1L1 auch eine bedeutende Rolle bei der
Nierenentwicklung spielen konnte. Die identifizierten Varianten in diesem Gen kénnten seine
Rolle bei der Regulation der Translation und Proteinsynthese beeinflussen. Eine gestorte
Proteinsynthese und Translation kénnen zu einer Dysfunktion von Proteinen fiihren, die fir

die normale Nierenfunktion und -entwicklung wesentlich sind.

101



DISKUSSION

ZSWIMS8 kodiert fir ein Protein, das eine Rolle bei der Regulation von
Transkriptionsprozessen spielt und den Zellzyklus- sowie Zellproliferationskontrolle
beeinflusst. Der Patient HN-F148-1l-1, bei dem eine Variante im ZSWIMS8-Gen festgestellt
wurde, wies multiple Fehlbildungen auf, darunter Blockwirbel, Lendenwirbel 4/5,
Sakralagenesie, Analatresie mit rekto-urethraler Fistel, einen ASD und bilateralen VUR.
Varianten oder Dysregulationen in ZSWIM8 wurden mit verschiedenen Krebsarten wie
Brustkrebs, Lungenkrebs und Magenkrebs in Verbindung gebracht. Gleichzeitig wurde bei
diesem Patienten auch eine 1-Exon-Deletion in dem Gen INPP5A identifiziert (ndhere Details
hierzu weiter unten). Es gibt auch Hinweise darauf, dass ZSWIM8 eine Rolle bei der neuronalen
Entwicklung spielen kénnte, obwohl weitere Forschung erforderlich ist, um dies zu bestatigen.
Die Untersuchung von Zswim8”/- Mausembryonen ergab, dass diese kleiner waren als ihre
Geschwister und kurz vor der Geburt verstarben. Die perinatale Letalitdt wurde durch eine
verminderte Lungenfligelbildung verursacht, die auf eine fehlende Reifung der alveoldren
Epithelzellen zurlickzufiihren war. Einige Mausembryonen wiesen auch Septumdefekte am
Herzen auf. Diese Entwicklungsanomalien wurden von einer abnormalen Anhaufung von mehr
als 50 miRNAs in 12 Geweben begleitet, was oft zu einer verstarkten Unterdriickung ihrer
MRNA-Ziele fuhrte.(C. Y. Shi et al, 2023) Basierend auf vorhandenen RNA-
Sequenzierungsdaten wurde festgestellt, dass ZSWIM-Gene in einer Vielzahl von Geweben
weit verbreitet exprimiert werden und dabei unterschiedliche gewebespezifische

Eigenschaften aufweisen.(Hassan et al., 2023)

Das RBM10-Gen kodiert fiir ein Protein, das mit verschiedenen Krankheiten in
Verbindung gebracht wird, u.a. dem Tarp-Syndrom. Das Tarp-Syndrom wird durch eine
hemizygote Variante im RBM10-Gen verursacht. Die charakteristischen Merkmale sind Talipes
equinovarus (KlumpfuR), Atriumseptumdefekt, Pierre-Robin-Sequenz (bestehend aus
Mikrognathie, Gaumenspalte und Glossoptose) sowie eine persistierende linke obere
Hohlvene. Allerdings treten nicht bei allen Patienten alle diese klassischen Merkmale auf.
Einige zeigen zusatzliche Symptome wie Funktionsstérungen des zentralen Nervensystems,
Nierenanomalien, verschiedene Herzfehler wie hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
und verschiedene Defekte an den Endgliedern, darunter Syndaktylie. Die meisten Patienten
versterben entweder spat wahrend der Schwangerschaft oder kurz nach der

Geburt.(Kaeppler, Stetson, Lanpher, & Collura, 2018) Der HN-F162-1I-1 Patient mit der RBM10-
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Variante zeigte eine Reihe von Anomalien, darunter Halbwirbel, Analatresie ohne Fistel,
hypoplastisches Linksherz-Syndrom, ASD, Hufeisenniere, Fullfehlbildung und beidseitige
Daumenfehlbildung. Es scheint jedoch, dass dieser Patient nicht so stark betroffen ist wie
andere beschriebene Falle mit Tarp-Syndrom. Es ist bemerkenswert, dass viele Patienten mit
RBM10-Varianten einen variablen Phanotyp aufweisen, der von Fall zu Fall unterschiedlich
sein kann. Zum jetzigen Zeitpunkt liegen jedoch leider keine weiteren Daten zum klinischen
Phanotyp des Patienten vor. Es wird darauf hingewiesen, dass das Tarp-Syndrom urspriinglich
als pra- und postnatal letal angesehen wurde, da betroffene Méanner gemaR zuerst
gesammelten klinischen Aufzeichnungen nicht tiber das vierte Lebensjahr hinaus liberlebten.
Nur wenige Falle haben das Sauglingsalter tberlebt, was vermutlich auf ein verbessertes
therapeutisches Management und intensivere Pflege zurlickzufiihren ist. Die geringe Anzahl
Uberlebender Félle hat jedoch bisher eine umfassende Charakterisierung der
molekulargenetischen Ursache der Erkrankung verhindert. Weitere Untersuchungen sind

erforderlich, um die Variabilitat der Erkrankung genauer zu definieren. (Niceta et al., 2019)

Die drei Gibrigen Kandidatengene INPP5A, MAST3 und TPR haben alle eine Rolle bei der
Regulation verschiedener zellularer Prozesse, jedoch ist bisher diesbzgl. noch wenig bekannt.
INPP5A kodiert fir die Inositolpolyphosphat-5-Phosphatase, ein Protein, das am Abbau von
Inositolphosphaten  beteiligt ist und somit den Phosphatidylinositol-Signalweg
reguliert.(Fernandez et al., 2021) MAST3 kodiert fiir ein Protein, das die Zellmorphologie,
Zelladhasion und Signaltransduktion reguliert und in verschiedenen Geweben, insbesondere
im Gehirn, exprimiert wird, wo es eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwicklung spielt.
Krankheiten, die mit MAST3 in Verbindung gebracht werden, umfassen
Entwicklungsstorungen, epileptische Enzephalopathie und entziindliche Darmerkrankungen.
Es ist auch in anderen Geweben wie Nieren, Herz und Muskeln vorhanden, was auf eine

breitere Funktion des Gens im Korper hinweist.(Spinelli et al., 2021)

TPR kodiert fiir ein Protein, das an der Regulation der Genexpression und der RNA-
Verarbeitung beteiligt ist. Zu den Krankheiten, die mit TPR assoziiert sind, gehoren
psychomotorische Entwicklungsstorung und das Camptodaktylie-Arthropathie-Coxa-Vara-
Perikarditis-Syndrom.(Rajanala & Nandicoori, 2012) Obwohl die oben genannten Gene
unterschiedliche Funktionen haben, spielen sie alle eine Rolle bei der Regulation

grundlegender zellularer Prozesse und kénnen daher bei verschiedenen Krankheiten und
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Stérungen beteiligt sein, insbesondere im Zusammenhang mit Krebs und neurologischen

Erkrankungen.

Neben den identifizierten Kandidatengenen wurde auch die heterozygote Missense-
Variante NM_001142966.2:¢c.2252G>A in GREBIL im Individuum HN-F158-1I-1 ndher
betrachtet. Diese Variante wies einen Z-Score von Uber 5 und ein pLl von 1 auf. Sie wurde
zweimal in ClinVar als wahrscheinlich pathogen eingestuft. Varianten in diesem Gen sind mit
Nierenhypodysplasie/-aplasie 3 assoziiert. Im Jahr 2017 fuhrte Lara De Tomasi et al. eine
Studie durch, in der flinfzehn Familien mittels ES analysiert wurden, wobei die meisten Falle
eine bilaterale Nierenagenesie aufwiesen. Innerhalb dieser Familien wurden insgesamt 4
heterozygote Varianten in GREBIL identifiziert, darunter 2 Nonsense-Varianten und 12
Missense-Varianten. Diese Varianten betrafen konservierte Aminosduren und wiesen einen
CADD-Score von Uber 20 auf. Unter den gefundenen Varianten befand sich auch die
NM_001142966.2:¢.2252G>A; p.Arg751His-Variante, die auch bei dem HN-F158-1I-1 Fall
nachgewiesen wurde. Bei einer der Familien konnte der Status der Mutter nicht mittels
Nierenultraschall bestimmt werden.(De Tomasi et al., 2017) Unser Indexfall hat die
heterozygote Missense-Variante NM_001142966.2:¢.2252G>A von seiner nicht betroffenen
Mutter vererbt. Die intrafamilidare phanotypische Variabilitdt, insbesondere im Hinblick auf
den Nierenphanotyp, wurde bereits flir Personen mit krankheitsverursachenden Varianten in
diesem Gen beschrieben und stellt daher kein Ausschlusskriterium fiir die identifizierte
Variante dar. Diese Beobachtungen legen nahe, dass zuséatzliche Faktoren eine Rolle spielen

kénnten.

Wissenschaftler vermuten, dass eine komplexe Vererbung sowie umweltbedingte und
mechanische Faktoren zu einer frilhen Schadigung der embryonalen Blastogenese bei
Individuen mit VACTERL-Assoziation fiihren. Daher ist die Untersuchung der genetischen
Signalwege fiir die Diagnose dieser Patienten von entscheidender Bedeutung.(Stevenson &
Hunter, 2013; Ten Kate et al., 2020) Einer der Schliisselwege fiir die friihe Entwicklung eines
VACTERL-Phanotyps ist der SHH-Signalweg (Sonic Hedgehog). Gene, die an diesem Signalweg
beteiligt sind, regulieren die Aufrechterhaltung und Differenzierung von Krebs, auRerdem
scheint dieser Signalweg Einfluss auf die Lebenszeit von Zellen zu haben. Das gezielte

Ausschalten von Genen, die an diesem Signalweg beteiligt sind, hat bei Mausen und Ratten zu
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einer Reihe von Anomalien an den Wirbelkoérpern, Rippen, Gliedmalien, Radius und Schwanz

gefiihrt.(Lubinsky, 2015; Solomon, 2018; Vaze et al., 2012)

5.2.2 Burden-Analyse

Die Burden-Analyse wurde anhand von wahrscheinlich krankheitsursachlichen
Varianten bei Personen mit VACTERL-Assoziation bei betroffenen Personen, nicht betroffenen
Eltern und Kontrollen durchgefiihrt. Die Einbeziehung der Verwandtschaft aus der
Stammbaumstruktur kann zu einer Uberanpassung des Modells fiihren, was dann eine
UbermafRige Erhohung der p-Werte fiir die Belastungstests und damit die Entdeckung von
Pathways zuféllig nach sich ziehen kdnnte. Lasst man den Zufallseffekt aus den Modellen weg,
zeigt das QQ-Diagramm keine starke Abweichung der p-Werte fiir die Belastungstests von den
zufalligen p-Werten. Somit konnten weder starke Verzerrungen (z.B. Populationssubstruktur,
unbeobachtete Verursacher) noch starke polygene Effekte vermutet werden. Kein p-Wert war
nach Mehrfachtests signifikant, d.h. die Daten zur Belastung schienen mit der Nullhypothese
eines fehlenden Belastungseffekts vereinbar zu sein.(Isidro-Sanchez, Akdemir, & Montilla-
Bascon, 2017) Diese Tests werden in Abhdngigkeit von der StichprobengroRe, der Heritabilitat,
dem Kopplungsungleichgewicht und der Anzahl der kausalen Varianten durchgefiihrt.(Yang et
al.,, 2011) Im Vergleich zur Literatur kdnnten diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass die
genetische Atiologie des VACTERL-Syndroms komplexer ist als bisher angenommen. Friihere
Studien haben moglicherweise einzelne Gene oder Signalwege mit der Assoziation in
Verbindung gebracht, aber die vorliegende Analyse deutet darauf hin, dass keine einzelnen

Varianten oder Signalwege allein fiir die Symptomatik verantwortlich sind.

Es gibt mehrere Limitationen bei diesem Teilprojekt: Aufgrund der begrenzten
StichprobengrofRe konnte die Analyse statistisch moglicherweise nicht ausreichend
aussagekraftig gewesen sein. Im Vergleich dazu haben veroffentlichte Expositionsanalysen oft
einen Stichprobenumfang, der um 1-2 GréRenordnungen gréRer ist als unser Datensatz. Um
dieses Problem anzugehen, wurde entschieden, die Belastung ganzer Pathways zu
analysieren. Dies reduziert das Problem der multiplen Tests und erhoht die Anzahl der

Beobachtungen pro Test. Es ist jedoch zu beachten, dass dieser Ansatz weniger aussagekraftig
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sein konnte, wenn Gene in einem Pathway gegensatzliche Effekte haben. In diesem Fall
wirden sich die gegensatzlichen Effekte im Belastungseffekt fiir den Pathway gegenseitig
aufheben. Alternativ konnten Varianzkomponentenmethoden wie der Sequenz-Kernel-
Assoziationstest (SKAT) verwendet werden. Dieser Ansatz bietet sich besonders an, wenn die
Kohorte mittelgroB oder grof8 ist. SKAT konnte ein leistungsfdhigerer Ansatz sein, um neue
Kandidatengene zu identifizieren oder neue Studien zur Genom-Sequenzierung oder Exom-
Sequenzierung in kurzer Zeit und ohne vorherige funktionelle Informationen zu konzipieren.
Allerdings kénnte die Durchfiihrung von SKAT zusatzlich zu den Belastungstests das Problem

der multiplen Tests erhohen.
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5.3 Lebenszeitrisiko fur autosomal-rezessive Nierenerkrankungen

Diese Daten zeigen deutliche Unterschiede im lebenslangen Risiko fiir verschiedene
autosomal-rezessive Nierenerkrankungen und Krankheitsgruppen, sowohl innerhalb der

Datensatze als auch zwischen ihnen.

Das lebenslange Risiko fir alle 149 Gene assoziiert mit autosomal-rezessiven
Nierenerkrankungen zeigt erhebliche Unterschiede zwischen den analysierten Datensatzen.
In der in-house-Datenbank liegt das Risiko bei 10,68 pro 100.000 Personen, wahrend das
europaische gnomAD ein hoheres Risiko von 22,77 pro 100.000 Personen und das weltweite
gnomAD ein Risiko von 17,83 pro 100.000 Personen aufweist. Wenn man die einzelnen
Krankheitsgruppen vergleicht, zeigen die Glomerulopathien das niedrigste Risiko,
insbesondere in der in-house-Datenbank. Tubulopathien weisen hingegen das hdchste Risiko
auf, insbesondere im europaischen gnomAD-Datensatz, und Ziliopathien zeigen konsistent

hohe Risiken in allen Datensatzen auf.

Das hochste Lebenszeitrisiko (21,2 pro 100.000) wurde fir Nephropathien geschatzt, die
krankheitsverursachende Varianten in PKHD1, SLC12A3 und COL4A3 aufwiesen, fir bis zu 28%
des gesamten Lebenszeitrisikos. Bei den meisten Genen war das auf der Grundlage der Allel-
Haufigkeiten berechnete Lebenszeitrisiko in gnomAD hoher. Die autosomal-rezessive
polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) wird durch Varianten in dem PKHD1 hervorgerufen,
das Gitelman-Syndrom durch Varianten in SLC12A3 und das AS durch im COL4A3-Gen.

Einige Gene wie COL4A3, COL4A4 und PKHD1 haben eine vergleichsweise hohere Anzahl
von krankheitsverursachenden Varianten und Allelen in der in-house-Datenbank im Vergleich
zum gnomAD-Datensatz. Dies konnte auf eine mogliche genetische Selektion oder spezifische
Populationseffekte innerhalb des gnomAD-Datensatzes hinweisen. Die Lebenszeitrisiken
variieren zwischen den Genen und auch zwischen verschiedenen Datensatzen. Zum Beispiel
zeigen die Lebenszeitrisiken fiir Glomerulopathien bei COL4A3 und COL4A4 im weltweiten
gnomAD-Datensatz im Vergleich zu anderen Genen wie NPHS1 und NPHS2 eine hohere
Tendenz. Dies kdnnte auf eine unterschiedliche Pravalenz der Erkrankungen in verschiedenen
Populationen hinweisen oder auf die Tatsache, dass diese Gene mit schwereren

Krankheitsformen assoziiert sind. In einigen Fallen zeigen europdische Lebenszeitrisiken im
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Vergleich zu weltweiten Lebenszeitrisiken eine erhdhte Tendenz. Dies konnte auf genetische
Varianten in verschiedenen Populationen oder Umweltfaktoren hinweisen, die die

Expressivitdt oder Penetranz der Krankheitsallele beeinflussen konnten.

Wenn ein bestimmtes Gen das hdchste Lebenszeitrisiko fir eine bestimmte
Krankheitsgruppe aufweist, bedeutet dies in der Regel, dass Varianten in diesem Gen einen
signifikanten Beitrag zur Entwicklung der entsprechenden Krankheit leisten. Mit anderen
Worten, Menschen, die Varianten in diesem Gen tragen, haben ein erhohtes Risiko, die
betreffende Krankheit im Laufe ihres Lebens zu entwickeln. Die Lebenszeitrisiken variieren
erheblich zwischen den verschiedenen Genen und Krankheitsgruppen. Ein grofRer Unterschied
zwischen den Lebenszeitrisiken verschiedener Gene innerhalb derselben Krankheitsgruppe
konnte darauf hindeuten, dass einige Gene eine stdarkere genetische Veranlagung zur
Krankheitsentwicklung aufweisen als andere. Dies konnte wiederum auf die unterschiedliche
Pathogenitat der identifizierten Varianten, die Expression oder Funktion der Gene sowie auf
Umweltfaktoren zuriickzufiihren sein. Ein solcher Unterschied kdnnte auch die Priorisierung
von Forschung und klinischer Aufmerksamkeit auf bestimmte Gene lenken, die einen
groBeren Beitrag zur Krankheitslast leisten. Es ist wichtig zu beachten, dass das hdchste
Lebenszeitrisiko flir ein bestimmtes Gen nicht unbedingt bedeutet, dass die Krankheit

ausschlieRlich durch Varianten in diesem Gen verursacht werden.

Frihere Schatzungen Uber den Beitrag der Gene COL4A3 und COL4A4 zum autosomal-
rezessiven AS erwiesen sich als Uberschatzt, da man annahm, dass sie fir etwa 15% aller Falle
verantwortlich waren. (Gibson et al., 2021; Hertz, Thomassen, Storey, & Flinter, 2015) Jedoch
wurde spater erkannt, dass autosomal-rezessive Varianten des AS einen Anteil ausmachen
kdnnen, der bis zu 12% des gesamten Lebenszeitrisikos erreichen kann. Eine Analyse auf Basis
des gnomAD-Datensatzes zeigte, dass eine vorhergesagte pathogene Variante in COL4A3 und
COL4A4 bei etwa 1 von 106 Individuen auftrat, was einem Lebenszeitrisiko von 2,2 pro
100.000 entspricht. Es wird geschatzt, dass die beiden Gene COL4A3 und COL4A4 fir etwa
15% aller AS-Falle verantwortlich sind, wahrend das X-chromosomal-vererbte Gen COL4A5
85% aller Patienten mit Alport-Syndrom ausmacht (Hertz et al., 2015; Hsu et al., 2009). In
Ubereinstimmung mit fritheren Berichten wurde festgestellt, dass die kombinierte
Allelfrequenz der krankheitsverursachenden Varianten in COL4A3 haufiger ist als in COL4A4
(E. E. Groopman et al.,, 2019; Hertz et al.,, 2015). Wenn man diese Daten auf das X-
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chromosomal und autosomal-rezessive AS mit klassischen Symptomen Ubertragt, ergibt sich
ein Gesamt-Lebenszeitrisiko von 1 zu 5.931 bis 1 zu 8.210. Dies ist hoher als friihere

Schatzungen von 1 zu 5.000, 17.000 bzw. 53.000 (Hertz et al., 2015).

Es ist anzumerken, dass eine betrachtliche Anzahl von heterozygoten
krankheitsverursachenden Varianten in COL4A3 und COL4A4 auch eine weniger schwere Form
des AS verursachen kdnnen, die als Nephropathie der diinnen Basalmembran bekannt ist. Die
tatsachliche Pravalenz dieser milderen Formen des AS kdnnte sogar hoher sein, da pathogene
Varianten in COL4A3 und COL4A4 etwa 20-mal haufiger vorkommen als solche in COL4A5.
Dartber hinaus konnte das autosomal-rezessive AS laut jlingsten Erkenntnissen nur fir
weniger als 1% aller AS verantwortlich sein. Die Bereitstellung molekulargenetischer Daten ist
daher von grofRer Bedeutung, da insbesondere die Pravalenz milderer Formen des AS derzeit
nicht gut verstanden und wahrscheinlich unterdiagnostiziert ist (Quinlan & Rheault, 2021;
Savige, 2022). Im Vergleich dazu hat das Gitelman-Syndrom, eine haufige erbliche
Tubulopathie, eine geschatzte Prdvalenz von 1 zu 40.000 in Asien (Hsu et al., 2009). Unsere
Untersuchung zeigt dhnliche Pravalenzraten von 1 zu 43.860 (gnomAD Europa) bis 1 zu 67.568

(interne und gnomAD weltweit).

Die vorliegende Untersuchung verdeutlicht die Relevanz autosomal-rezessiver
Ziliopathien als Gruppe von Nierenerkrankungen. Zudem unterstreicht sie deren signifikantes
Gesamtlebenszeitrisiko. Insbesondere Varianten in den Genen PKHD1, CEP290 und CPLANE1
sind wesentlich fiir das Risiko verantwortlich. Die Erkenntnisse stiitzen sich auf vorangehende
Studien, in deren Fokus ebenfalls die starke genetische Beteiligung bei der Entstehung von

Ziliopathien stand. (Hildebrandt, Attanasio, & Otto, 2009; O'Toole et al., 2010).

Vergleicht man die Lebenszeitrisiken aus diesem Projekt mit friheren Arbeiten, so
finden sich Ahnlichkeiten, aber auch Unterschiede. Zum Beispiel berichteten Guay-Woodford
et al., (Guay-Woodford et al., 2014) liber eine Pravalenz von 1:20.000 fiir PKHD1-assoziierte
Ziliopathien in Europa, wahrend dieses Projekt Lebenszeitrisiken von 1,28 bis 2,32 pro 100.000
Personen zeigte. Diese Diskrepanz kdnnte auf verschiedene Faktoren zurlickzufiihren sein,
darunter unterschiedliche Stichproben oder methodologische Ansadtze zur Bestimmung der

Krankheitspravalenz.
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Interessanterweise spiegeln die Ergebnisse dieses Projektes die Komplexitdt der
genetischen Landschaft von Nierenerkrankungen wider, da PKHD1, CEP290 und CPLANE1 als
,Hauptgene” identifiziert wurden. Diese Befunde stimmen mit anderen Studien lberein, die
auf die Rolle dieser Gene bei der Regulation der ziliaren Funktion und der Nierenentwicklung

hinweisen (Hildebrandt et al., 2011; Reiter & Leroux, 2017).

Einige Studien in der Literatur berichten von unterschiedlichen Pravalenzraten fir
CAKUT, abhangig von der untersuchten Population und den verwendeten Methoden. Zum
Beispiel fanden eine Studie von Sanna-Cherchi et al. (Sanna-Cherchi et al., 2009) hoéhere
Pravalenzraten fiir CAKUT, wahrend andere Studien wie die von Nicolaou et al. (Nicolaou,
Renkema, Bongers, Giles, & Knoers, 2015) und Wiihl et al. (Wuhl et al., 2014) niedrigere Raten
fanden. Diese Unterschiede konnten auf Varianten zwischen den Populationen,
unterschiedliche diagnostische Kriterien und methodische Unterschiede bei der Erfassung der
Daten zurickzufiihren sein. Die Identifizierung von ACE und FRAS1 als Gene mit dem hdchsten
Lebenszeitrisiko fir CAKUT ist in Ubereinstimmung mit fritheren Erkenntnissen. Varianten in
ACE wurden in mehreren Studien mit verschiedenen Formen von CAKUT in Verbindung
gebracht (Boyer et al., 2011; Gribouval et al., 2005). FRAS1-Varianten wurden ebenfalls mit
Nierenanomalien assoziiert, insbesondere mit dem Fraser-Syndrom, wie von McGregor

(McGregor et al., 2003) beschrieben.

Eine Einschrankung unserer Methode zur Berechnung des Lebenszeitrisikos ist, dass
sie nur flir autosomal-rezessive Erkrankungen anwendbar ist. Daher wurde die Berechnung
des autosomal-rezessiven Lebenszeitrisikos auf alle monogenen Nierenerkrankungen
extrapoliert, basierend auf der Verteilung der Vererbungsarten, wie sie die von Groopman et
al. beobachtet wurde (E. E. Groopman et al., 2019). Die Ergebnisse zeigen, dass das
Lebenszeitrisiko flir monogene Nierenerkrankungen zwischen 78 und 166 pro 100.000
Individuen liegt. Dies entspricht einer Pravalenz von etwa 0,08% bis 0,17% in der Bevolkerung.
Eine wichtige Annahme hier ist, dass die Sterblichkeitsrate bei diesen Patienten vergleichbar
mit der der Allgemeinbevdlkerung ist, was die Relevanz dieser Zahlen fiir die 6ffentliche
Gesundheit unterstreicht. Vergleicht man diese Ergebnisse mit anderen Studien, so zeigt eine
Untersuchung von Hill et al. (Hill et al., 2016) eine CKD-Pravalenz von 12% in Europa. Basierend
darauf wird geschatzt, dass genetisch bedingte Nierenerkrankungen bei etwa 0,65% bis 1,38%

der Bevolkerung auftreten konnten. Diese Schatzungen sind konsistent mit den
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Lebenszeitrisiken fiir monogene Nierenerkrankungen, die durch die Extrapolation ermittelt
wurden. Die Extrapolation der Lebenszeitrisiken bietet Einblicke in das AusmalB, in dem
genetische Faktoren zur Entwicklung von Nierenerkrankungen beitragen kénnen, und betont

die Notwendigkeit weiterer Forschung auf diesem Gebiet.

Mit zunehmendem Alter steigt die Pravalenz von chronischen Nierenerkrankungen
aufgrund von Faktoren wie arterieller Hypertonie und Diabetes mellitus.(Hill et al., 2016)
Frihzeitige Gentests konnten bei Personen mit einem erhéhten Risiko fir
Nierenerkrankungen im Endstadium vor dem 50. Lebensjahr wichtige Informationen liefern
und das Fortschreiten der Krankheit verringern (Snoek et al., 2022). Allerdings besteht die
Moglichkeit einer Unterschatzung des Lebenszeitrisikos aufgrund des Ausschlusses
bestimmter  Varianten bei ~der Genom-Sequenzierung, wie  beispielsweise
krankheitsverursachenden CNVs und intronischen SpleiR-Varianten (Snoek et al., 2018).
Dariber hinaus konnten sich neue genetische Risiken ergeben, wenn neue
krankheitsverursachende Varianten in den untersuchten Genen identifiziert oder wenn neue
Gene in Verbindung mit Nierenerkrankungen gefunden werden (Kolarova et al., 2022). Es
besteht jedoch auch die Méglichkeit, dass das Lebenszeitrisiko moglicherweise Giberschatzt
wird, insbesondere aufgrund falsch interpretierter Varianten oder Varianten mit verminderter
Penetranz. (Cooper, Krawczak, Polychronakos, Tyler-Smith, & Kehrer-Sawatzki, 2013)
Insgesamt unterstreicht diese Diskussion die Bedeutung weiterer Untersuchungen zur
Charakterisierung genetischer Risikofaktoren fiir Nierenerkrankungen und zur Entwicklung
personalisierter  Behandlungsansatze. Darliber  hinaus legt sie nahe, dass
bevolkerungsspezifische Unterschiede und die Untersuchung verschiedener Genvarianten
entscheidend sind, um ein umfassendes Verstidndnis der Krankheitspravalenz und -

Pathogenese zu erlangen.
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Die vorliegende Arbeit behandelt drei verschiedene Projekte im Bereich Nephrogenetik,
bei denen es doch im Kern um die gleiche Sache geht: Das Outcome der Patienten signifikant

zu verbessern.

Zusammenfassend hebt das erste Teilprojekt das facettenreiche klinische und genetische
Spektrum der Typ-IV-Kollagen-assoziierten Nephropathie, insbesondere des Alport-Syndroms
und der diinnen Basalmembran-Nephropathien, in einer gut definierten Kohorte hervor. Die
Studie verdeutlicht die Notwendigkeit einer praziseren Nomenklatur, die eine effiziente
Diagnose, Uberwachung und Behandlung dieser komplexen Erkrankung erméglicht, indem sie
genetische Aspekte angemessen bericksichtigt. Durch die Einfihrung des Begriffs "Typ-IV-
Kollagen-assoziierte Nephropathie" wird ein fokussierter Ansatz auf genetischer Ebene

vorgeschlagen, der die Grundlage fiir eine verbesserte Patientenversorgung bilden kann.

Des Weiteren unterstreicht das zweite Teilprojekt, dass die Entstehung der VACTERL-
Assoziation wahrscheinlich nicht allein auf genetische Faktoren zurtickzufiihren ist, sondern
auf das komplexe Zusammenspiel verschiedener Faktoren. Obwohl keine typischen Varianten
in den untersuchten Fallen gefunden wurden, legt dies nahe, dass weitere Forschung
erforderlich ist, um die genetische Grundlage dieser Erkrankung umfassender zu verstehen.
Durch den Einsatz von Pathway-basierten Ansadtzen konnen neue Einblicke in die
Funktionsweise verwandter Gene gewonnen werden, um das Verstandnis fir die zugrunde

liegenden Mechanismen der VACTERL-Assoziation zu vertiefen.

Die Ergebnisse des dritten Teilprojektes verdeutlicht, dass das lebenslange Risiko fir
alle 149 Gene, die mit autosomal-rezessiven Nierenerkrankungen in Verbindung stehen,
erheblich variieren. Zudem zeigen verschiedene Krankheitsgruppen innerhalb der
Nierenerkrankungen unterschiedliche Risikomuster, wobei Glomerulopathien das geringste
und Tubulopathien das hochste Risiko aufweisen. Dies konnte auf genetische Selektion oder
spezifische Einflisse innerhalb der Populationen hinweisen. Es wird darauf hingewiesen, dass
das hochste Lebenszeitrisiko fiir ein bestimmtes Gen nicht zwangslaufig bedeutet, dass die

Krankheit ausschlieRlich durch Varianten in diesem Gen verursacht wird. Dennoch tragen
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einige Gene wesentlich zur Entwicklung bestimmter Krankheiten bei. AuBerdem wird hier die
Notwendigkeit weiterer Forschung zur Charakterisierung genetischer Risikofaktoren fir
Nierenerkrankungen und zur Entwicklung personalisierter Behandlungsansatze aufgezeigt. Sie
betont die Bedeutung der Berlicksichtigung bevolkerungsspezifischer Unterschiede und
verschiedener Genvarianten fiir ein umfassendes Verstandnis der Krankheits-Pravalenz und

Pathogenese.

In der klinischen Praxis kénnen, die in allen Teilprojekten gewonnenen Erkenntnisse dazu
beitragen, die Patientenversorgung zu verbessern, indem sie eine friihzeitige Erkennung von
Krankheitsanzeichen ermoglichen und die Entwicklung personalisierter
Behandlungsstrategien erleichtern. Insbesondere Personen mit einem erhéhten genetischen
Risiko kénnen von regelmiRigen UberwachungsmaRnahmen profitieren, um Komplikationen

frihzeitig zu erkennen und adaquat zu behandeln.

Eine interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen Genetikern, Nephrologen, Pathologen,
Forschern und Experten anderer Fachrichtungen ist entscheidend, um diese komplexen
Fragestellungen zu erforschen und zu behandeln. Durch den Austausch von Wissen, Daten
und Ressourcen konnen wir die Forschung vorantreiben, neue Erkenntnisse gewinnen und
innovative Therapien entwickeln. Darliber hinaus ist die enge Zusammenarbeit mit Patienten
und ihren Familien von groBer Bedeutung. Ihre Erfahrungen und Einblicke kénnen dazu
beitragen, Forschungsrichtungen zu lenken, klinische Studien zu gestalten und die

Behandlungsergebnisse zu verbessern.

Die vorliegende Arbeit liefert wichtige Erkenntnisse zu den genetischen Grundlagen von
Nierenerkrankungen. Dabei wird die Bedeutung eines ganzheitlichen Ansatzes betont, der die
Integration  klinischer und genetischer Aspekte vorsieht, um eine optimale
Patientenversorgung zu gewahrleisten. Die umfassende interdisziplindre Vorgehensweise
bietet eine vielversprechende Chance, um das Verstandnis hereditarer Nephropathien zu
vertiefen und neue Anséatze zur Verbesserung der Behandlungsmoglichkeiten fir Betroffene

zu entwickeln.
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6.1 BEITRAG ZU DEN PUBLIKATIONEN

Die einzelnen Kapitel dieser Dissertation wurden bereits als eigenstdndige
Originalarbeiten in den im Kapitel 2 genannten Fachzeitschriften veroffentlicht bzw. befinden
sich derzeit im Begutachtungsverfahren. Mit diesem Teil der Doktorarbeit soll ein kurzer

Uberblick gegeben werden, was der eigene Beitrag zu den einzelnen Publikationen war:

Der Beitrag zum ersten und zweiten Teilprojekt und damit auch zu den daraus
entstandenen Publikationen umfasste die Recherche und Mitarbeit am Studiendesign,
die komplette Datenanalyse/-interpretation, statistische Auswertung sowie das

Verfassen der Publikation.

Beim dritten Teilprojekt umfasste der eigene Beitrag die Anleitung und Supervision der
Doktoranden, die dieses Projekt primar bearbeitet haben. Hierbei galt das
Hauptaugenmerk auf dem Teaching der Doktoranden bzgl. Klassifizierung von

Varianten.
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9.4 Supplement-Tabellen

Alle Supplement Tabellen sind unter 10.6084/m?9.figshare.25752210 einsehbar.

Supplement Tabelle 1. Klinische und genetische Merkmale von Fallen mit entweder zwei
krankheitsverursachenden  Varianten in COL4A3 oder COL4A4 oder einer
hemizygoten/heterozygoten  krankheitsverursachenden Variante in COL4A5. Alle
aufgefihrten Varianten wurden bei ClinVar oder LOVD eingereicht. ACMG, American College
of Medical Genetics (1-4); AS, Alport-Syndrom; ESKF, Nierenversagen im Endstadium; F,
weiblich; FSGS, fokal-segmentale Glomerulosklerose; H, homozygot; h, heterozygot; Hemi,
hemizygot; LOVD, Leiden Open Variant Database; M, mannlich; N.A., nicht verfligbar; p,
vaterlicherseits; TBMN, Dilinne Basalmembran-Nephropathie; VUS, Variante unklarer
Signifikanz; Y, Alter bei Erstmanifestation (Jahre); *, XLAS-Tragerin

Supplement Tabelle 2 Klinische und genetische Merkmale von Fallen mit unklarem Phanotyp.
Alle aufgeflhrten Varianten wurden bei ClinVar oder LOVD eingereicht. ACMG, American
College of Medical Genetics (1-4); AS, Alport-Syndrom; ESKF, Nierenversagen im Endstadium;
F, weiblich; H, homozygot; h, heterozygot; Hemi, hemizygot; LOVD, Leiden Open Variant
Database; M, mannlich; N.A,, nicht verfligbar; p, vaterlicherseits; Y, Alter bei Erstmanifestation
(Jahre); *, unklarer syndromaler Phanotyp, da eine Schwester ohne Nierenphadnotyp auch eine
Horstorung aufweist.

Supplement Tabelle 3. Phanotypische Merkmale von 101 betroffenen Fallen und ihren nicht
betroffenen Eltern. VACTERL, (V) Wirbelkérperdefekte, (A) anorektale Fehlbildungen (ARM),
(C) Herzdefekt, (TE) tracheodsophageale Fistel mit oder ohne Osophagusatresie, (R)
Nierenfehlbildungen, (L) GliedmaRen-Fehlbildungen, * Patienten, bei denen CNV-Daten
aufgrund methodischer Einschrankungen nicht analysiert wurden, ** Sequenzierung
fehlgeschlagen.

Supplement Tabelle 4. In den ungeklarten Fallen identifizierte nicht-synonyme de-novo-
Varianten. Zwei Personen wurden in ein anderes Projekt aufgenommen, wahrend die
vorliegende Studie durchgefiihrt wurde, und sind bereits Teil einer Veréffentlichung. Fall HN-
F162-1I-1 mit einer Missense-Variante in HNF3B, veroffentlicht in Bryant et al. 2020
(PMID:33268356) und HN-F136-1l-1 mit einer Missense-Variante in ZFHX3, veroffentlicht in
Zhang et al. 2020 (PMID:32502225). AR; autosomal-rezessiv, AD; autosomal-dominant, n.a.;
nicht anwendbar. *https://gnomad.broadinstitute.org/
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