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1 Einleitung

1.1 Das Alport-Syndrom

1.1.1 Erstbeschreibung und Definition

Leonard Guthrie beschrieb bereits 1902 eine Familie, in der zwdlf Mitglieder eine
rezidivierende Hamaturie aufwiesen. Er stellte fest, dass die Erkrankung nur von
Muttern auf ihre Kinder Ubertragen wird. Keiner der Betroffenen wies zu diesem
Zeitpunkt Anzeichen einer terminalen Niereninsuffizienz auf. Er nannte die
Erkrankung ,idiopathische oder kongenitale familiare Hamaturie® (Guthrie 1927). Die
Familie wurde weiterhin durch Arthur Frederick Hurst untersucht. Er beschrieb den
Verlauf bei 16 Mitgliedern der Familie in drei Generationen und nannte die
Erkrankung ,hereditare familidre kongenitale hdmorrhagische Nephritis* (Hurst 1923;
Hurst 1927). SchlieBlich erkannte 1927 Arthur Cecil Alport, dass Taubheit eine
syndromale Komponente der Erkrankung ist. Er beobachtete auBBerdem, dass die
Erkrankung bei Mannern tendenziell schwerer verlauft als bei Frauen. Die Lebens-
erwartung der Manner war im Gegensatz zu Frauen vermindert (Alport 1927). Mit der
Zeit wurden mehr Familien mit derselben Symptomatik beschrieben, und Alport wur-

de 1961 zum Namensgeber der Erkrankung verabschiedet (Williamson 1961).

Heute wei3 man, dass das Alport-Syndrom eine genetisch bedingte progressive
Erkrankung der Nieren ist. Sie geht mit Hamaturie, Proteinurie und progressivem
Nierenversagen (ESRD, end-stage renal disease) einher. Des Weiteren leiden 60-
80% aller Patienten an einer sensorineuralen Hérminderung und 25-40% an spezi-
fischen Augenveranderungen (Gross, Koepke und Weber 2004). AuBerdem kdnnen
auch andere Symptome auftreten, wie beispielsweise mentale Retardierung und
Leiomyomatose (Xu et al. 2010; Meloni et al. 2002; Anker et al. 2003).
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1.1.2 Atiologie

Beim Alport-Syndrom handelt es sich um eine genetisch bedingte Erkrankung primar
der Nieren aufgrund einer Fehlbildung des Typ-IV-Kollagens (Kashtan 2000). Das
Typ-IV-Kollagen gehért zu einer Familie von Kollagenproteinen von mindestens 28
Mitgliedern (LUllmann-Rauch 2009). Es kommt unter anderem in der Basalmembran
der Glomeruli der Nieren vor. Die Basalmembran der Glomeruli ist ein Filter, in dem
neben dem Typ-IV-Kollagen Laminin, Nidogen und das negativ geladene Glykosa-
minoglykan eingelagert sind (Klinke, Pape und Silbernagl 2005). Typ-1V-Kollagen-
Moleklle werden von Endothel- und Epithelzellen sezerniert. Sie bilden dann selbst-
standig polygonale Netzwerke und interagieren mit den anderen Bestandteilen der
Basalmembran. Die Fahigkeit der glomerularen Basalmembran als Filter zu fungieren
und nur eine minimale Passage von Proteinen zu gewahren, beruht unter anderem
auf dem Typ-IV-Kollagen (Kashtan 2000).

Die Gene COL4A1, COL4A2, COL4A3, COL4A4, COL4A5 und COL4A6 kodieren flr
sechs a-Proteinketten des Typ-1V-Kollagens, a1(lV) bis a6(1V). Jede Proteinkette
besteht aus drei Doméanen. Die erste ist eine kurze 7S-Domane am NH>-Ende des
Proteins. Darauf folgt eine lange Kollagen-Doméne, in der jede dritte Aminosaure
Glycin darstellt. Dies ist wichtig, damit sich drei a-Proteinketten zu einer Trippelhelix
zusammenfligen kénnen. Am COOH-Ende des Proteins befindet sich eine Nicht-
Kollagen-Doméane (NC1-Domaéne). Jeweils drei der a-Proteinketten bilden als Trip-
pelhelix ein sogenanntes Protomer. Wahrscheinlich bestimmen variable Anteile in
den NC1-Doménen, welche a-Proteinkette mit welcher interagieren kann. Es gibt drei
verschiedene Protomere, die sich in ihrer Kettenzusammensetzung unterscheiden:
al.a1.a2, 03.04.05 und a5.a05.a06 (Hudson et al. 2003; Boutaud et al. 2000; Abreu-
Velez und Howard 2012; Kashtan 2000) (Abb. 1).
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Abb. 1: Trippelhelix-Struktur der Typ-IV-Kollagen-Ketten

Jeweils drei a-Proteinketten fligen sich zu einer Trippelhelix zusammen. Diese Trippelhelices werden als Protomere bezeichnet
[Abbildung modifiziert nach (Hudson et al. 2003)].

Die Protomere bilden selbststandig kompliziert aufgebaute Kollagen-Netzwerke: Zwei
NC1-Trimer verschiedener Protomere fligen sich zu Hexameren zusammen, und vier
7S-Enden der Protomere bilden Tetramere (Hudson et al. 2003) (Abb. 2).
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Abb. 2: Aufbau eines Kollagen-Typ-IV-Netzwerkes

Beispielhaft wird ein a3.a4.a5-Netzwerk dargestellt. Jeweils zwei NC1-Trimere verschiedener Protomere und jeweils vier 7S-

Enden verschiedener Protomere fligen sich zu einem kompliziert aufgebauten Netzwerk zusammen [Abbildung modifiziert nach
(Hudson et al. 2003)].

Beim Alport-Syndrom fihren Mutationen in den Genen COL4A3, COL4A4 und
COL4A5 zu einer Fehlbildung des Typ-IV-Kollagens. Es kann sich daher kein korrek-
tes a3.a4.a5-Netzwerk ausbilden. Es kommt zu charakteristischen ultrastrukturellen
Veranderungen der glomeruldaren Basalmembran (GBM) und zum progressiven

Nierenversagen (Boutaud et al. 2000; Spear und Slusser 1972; Hinglais, Griinfeld
und Bois 1972) (siehe 1.1.4).
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1.1.3 Genetik

Fir das Alport-Syndrom werden Mutationen in den Genen COL4A3, COL4A4 und
COL4A5 verantwortlich gemacht. Diese Mutationen flhren zu Strukturveranderungen
in der a3-, a4- und a5-Proteinkette des Typ-1V-Kollagens. Die Gene COL4A3 und
COL4A4 befinden sich auf Chromosom 2 (2g36-937). Das Gen COL4A5 ist auf dem
X-Chromosom lokalisiert (Xg22.3). In etwa 15% der Félle wird die Erkrankung auto-
somal-rezessiv vererbt. Betroffen sind die Gene COL4A3 und COL4A4 und somit
die Proteinketten a3 und a4. In etwa 5% der Félle liegt ein autosomal-dominanter
Erbgang vor. Auch hier sind die Gene COL4A3 und COL4A4 und somit die Protein-
ketten a3 und a4 betroffen. In etwa 80% der Félle ist das Gen COL4A5 und somit die
Kollagen-Proteinkette a5 betroffen (Kashtan 2000). In der Literatur werden beim X-
chromosomalen Erbgang die Begriffe ,X-chromosomal dominant® (Jais et al. 2003),
.X-chromosomal rezessiv® (Wendler, Seidner, und Eysholdt 2005), ,X-linked
predominant” (Ma et al. 2011) und ,X-linked semidominant® (Pescucci et al. 2004)
verwendet. Meist wird jedoch von ,X-linked Alport-Syndrom*“ (XLAS) gesprochen.
Diesem Beispiel wird auch in der vorliegenden Arbeit gefolgt. Frauen besitzen in
jeder Zelle zwei X-Chromosomen, von denen laut Lyon-Hypothese eines inaktiviert
wird. Die Inaktivierung erfolgt im Throphoblasten in jeder Zelle nach dem Zufalls-
prinzip. Mal wird also das X-Chromosom, das vom Vater vererbt wurde, inaktiviert,
mal das von der Mutter. Dieses Inaktivierungsmuster wird dann an nachfolgende
Tochterzellen weitergegeben. Somit weist jede Frau ein Mosaik klonaler Zellen auf,
in dem entweder das vom Vater erhaltene X-Chromosom oder das von der Mutter
vererbte X-Chromosom inaktiviert ist (Payer und Lee 2008). Ist eines der beiden X-
Chromosomen durch eine Mutation verandert und liegt das unverénderte normale X-
Chromosom im inaktivierten Zustand vor, kann es zu entsprechenden Funktions-
einbuBen kommen. Man spricht in diesem Fall von einer ,ungilnstigen X-Inakti-
vierung“. Dagegen mildern Zellen, in denen die normale Anlage aktiv ist und in der
die veranderte Anlage inaktiviert worden ist, die Auspragung der Erkrankung. Es
kénnen also auch Anlagetragerinnen erhebliche klinische Zeichen des Alport-Syn-
droms aufweisen (Thuroff, Stein und Beetz 2011). Bei den meisten Patienten mit
XLAS l&sst sich eine positive Familienanamnese feststellen. In 10-15% der Falle
handelt es sich um De-Novo-Mutationen (Kashtan 2009) (Jais et al. 2000).
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1.1.4 Physiologie und Pathologie

Wéhrend der frihen embryonalen Entwicklung befindet sich im gesamten Glomeru-
lus ein al.a1l.a2-Netzwerk. Im Laufe der fetalen Entwicklung wird dieses Netzwerk
gréBtenteils durch stabilere a3.a4.05- und a5.a5.06-Netzwerke ersetzt. Es kommt zu
einem sogenannten Switch. So ist im reifen Glomerulus das ai.al.a2-Netzwerk nur
noch Komponente der Bowman-Kapsel, der mesangialen Matrix und der Basalmem-
bran. Beim XLAS findet aufgrund einer veranderten a5-Proteinkette dieser Switch gar
nicht oder nur bedingt statt. Somit bleibt das instabilere a1.a1.a2-Netzwerk bestehen,
und ggf. kommt es zu einem vollstdndigen Fehlen von a3.a4.a5- und a5.a5.a6-
Netzwerken. Das embryonale a1.a1.a2-Netzwerk ist anfalliger fir Endoproteolyse als
das starker vernetzte und somit stabilere a3.a4.a5-Netzwerk (Kalluri et al. 1997;
Kalluri et al. 2000; Hudson et al. 2003). Dies fuhrt im Verlauf zu Aufsplitterung der
Lamina densa der glomerularen Basalmembran (GBM) in zahlreiche dinne Densa-
lamellen. Spater fuhrt diese Aufsplitterung der Lamina densa, welche dann haufig
fragmentiert und miteinander verwoben erscheint (retikuliert), zu einer Verdickung
der GBM. Weiterhin kommt es zur Ausbildung einer segmentalen Sklerose und
Verddung ganzer Glomeruli. Tubulusatrophie und interstitielle Fibrose mit spérlichen
Entzindungsinfiltraten treten auf (Hopfer und Mihatsch 2010).

1.1.5 Klinik

Das Leitsymptom des Alport-Syndroms ist die Mikrohamaturie. Beim XLAS wird
diese bei allen mannlichen sowie bei 95,5% der weiblichen Anlagetrager von
Mutationen in COL4A5 beobachtet (Jais et al. 2003, Jais et al. 2000). Auch eine
makroskopisch sichtbare Hamaturie (Makroh&maturie) kann bei Alport-Patienten
intermittierend auftreten. Diese taucht vor allem in der Kindheit auf (Kashtan et al.
2001). Insbesondere Infektionen (haufig der oberen Atemwege) kénnen Episoden
einer Makrohamaturie hervorrufen (Sessa und Meroni 2001). 62% der mannlichen
Patienten mit XLAS haben bereits einmalig oder wiederholt Episoden einer Makro-
hamaturie gehabt (Jais et al. 2000). Eine Hamaturie kann isoliert oder mit einer
Proteinurie assoziiert vorkommen. 95% der Manner mit XLAS und 75% der Frauen
mit XLAS weisen eine Proteinurie auf (Jais et al. 2003, Jais et al. 2000). Im Verlauf
der Erkrankung verschlechtert sich die Nierenfunktion bis zu einer ESRD. Das Risiko



- Einleitung -

vor dem 40. Lebensjahr eine ESRD zu erleiden, liegt fir Manner mit XLAS bei 90%,
fir Frauen mit XLAS bei 12% (Jais et al. 2003). 60-80% der Alport-Patienten leiden
auBerdem an einer bilateralen sensorineuralen Hérminderung (Gross, Koepke und
Weber 2004). Im Patientenkollektiv von Jais et al. wiesen 28% der XLAS-Frauen und
79% der XLAS-Manner eine Schwerhdrigkeit auf. Die Studie ergab, dass die Wahr-
scheinlichkeit, eine Schwerhérigkeit vor dem 40. Lebensjahr zu erleiden, fir Manner
mit XLAS bei 90% und flr Frauen mit XLAS bei 10% liegt (Jais et al. 2003). Beim
XLAS lasst sich die Hérminderung bei mannlichen Patienten meist schon in Kindheit
und im jungen Erwachsenenalter nachweisen. Es sind zunachst Frequenzen von
2000-8000Hz betroffen. Mit weiterem Fortschreiten der Erkrankung kommt es zu
einem zunehmenden Hoérverlust, und auch weitere Frequenzen kénnen betroffen
sein (Kashtan et al. 2001). Das Alport-Syndrom manifestiert sich in 25-40% der Félle
auBerdem okular (Gross, Koepke und Weber 2004). Bei Patienten mit XLAS konnten
bei Frauen in 15% der Falle und bei Mannern in 352% der Félle
Augenveranderungen festgestellt werden. Meist waren es asymptomatische
Makulopathien (,macular flecks®), selten auch Lentikonus anteriores (Jais et al.
2003). Auch laut Colville und Savige sind eine Dot-Fleck-Retinopathie und ein
Lentikonus anterior fir XLAS typisch (Colville und Savige 1997). Nur sehr selten
werden andere okuldre Manifestationen beim XLAS nachgewiesen, wie
beispielsweise der Keratokonus, die posteriore polymorphe korneale Dystrophie, die
Mikrokornea, die Irisatrophie, der Katarakt, die spontane Linsenruptur, die
Spharophakie und der Lentikonus posterior. Gleiches qilt fir das autosomal-rezessiv
vererbte Alport-Syndrom. Beim seltenen autosomal-dominat vererbten Alport-
Syndrom wurden bis dato lediglich Retinopathie und Katarakt beschrieben (Colville
und Savige 1997). Arterielle Erkrankungen - insbesondere der Aorta - wie
Aneurysmen und Dissektionen wurden bei einer kleinen Anzahl von mannlichen
Alport-Patienten geschildert (Kashtan et al. 2010; Lyons et al. 2007). Im Rahmen
eines ,contiguous gene deletion syndrome“ mit Deletion der Chromosomenregion
Xg22.3 wird neben dem Alport-Syndrom eine geistige Retardierung, eine
Mittelgesichtshypoplasie und eine Elliptozytose beobachtet (Vitelli et al. 1999). Das
Alport-Syndrom kann auBerdem mit einer Leiomyomatose assoziiert sein. Diese tritt
auf, wenn die Deletion das 5-Ende von COL4A5 und COL4A6 umfasst (Uliana et al.
2011). Die Leiomyomatose kann zu pulmonalen Komplikationen fihren (Livnat et al.
2011).
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1.1.6 Diagnostik

Zur Diagnosestellung eines Alport-Syndroms werden klinische, histopathologische

und molekulargenetische Kriterien herangezogen.

1.1.6.1 Klinische Diagnosekriterien

Klinische Diagnosekriterien wurden schon 1988 durch Frances A. Flinter definiert
(Flinter 1988). Heute zahlt man zu den klinischen Diagnosekriterien die renalen
Symptome, extrarenale Symptome (insbesondere Augenveranderungen und sen-
sorineurale Hérminderung) sowie die Familienanamnese (Grinfeld 2000). Das Leit-
symptom der Erkrankung ist hierbei die persistierende Mikrohamaturie. Proteinurie,
Bluthochdruck und Niereninsuffizienz kbnnen zusatzlich beobachtet werden (Kashtan
et al. 2001). Bei der Familienanamnese ist zu beachten, dass diese beim XLAS,
sowie beim autosomal-rezessiv vererbten Alport-Syndrom bei erstgradig Verwandten
unauffallig sein kann (Grlinfeld 2000). Der bilaterale Lentikonus anterior stellt die fur
das Alport-Syndrom spezifische Augenveranderung dar (Xu et al. 2010). Auch die
sensorineurale H6rminderung z&hlt zu den klinischen Diagnosekriterien. In jedem
Fall sollte bei den Patienten eine Audiogramm-Untersuchung durchgefiihrt werden,
da die Horminderung vom Patienten anfénglich haufig nicht wahrgenommen wird
(Thodi et al. 2006). Selten kénnen auch andere Symptome wie Leiomyomatose,
Aortenaneurysmen und geistige Retardierung auftreten (siehe 1.1.5) (Livnat et al.
2011; Lyons et al. 2007; Vitelli et al. 1999). Jais et al. zahlen die diffuse, 6sophageale

Leiomymatose bereits zu den neuen Diagnosekriterien (Jais et al. 2000).

1.1.6.2 Histologische und immunhistologische Diagnostik

Zur Diagnostik des Alport-Syndroms wird bisher meist eine Nierenbiopsie durch-
gefuhrt. Eine lichtmikroskopische Untersuchung ist haufig im Anfangsstadium nicht
aussagekraftig. Bei Kindern, die sich noch im Frihstadium der Erkrankung befinden,
liegt meist ein unauffalliger lichtmikroskopischer Befund vor. Auch bei Erwachsenen
sind die Auffélligkeiten recht unspezifisch (Flinter 1997). Zu den Auffalligkeiten beim
Alport-Syndrom zahlen die tubulointerstitiellen Schaumzellen und Glomerula mit
hypertrophen Podozyten. Daneben kommen Mesangiumverbreiterung und eine Ver-
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dickung der glomerularen Basalmembran vor. Des Weiteren kdnnen eine segmentale
Sklerose, Tubulusatrophien und interstitielle Fibrosen mit spérlichen Entzindungs-
infiltraten auftreten (Hopfer und Mihatsch 2010). Eine elektronenmikroskopische Un-
tersuchung bleibt unerldsslich, auch wenn diese allein nur eingeschrankt zur
Diagnostik beitragen kann. Auch mit dieser kann nicht in allen Féllen ein Alport-
Syndrom von dem Syndrom der dinnen Basalmembran (TBMN, Thin Glomerular
Basement Membrane Nephropathy) unterschieden werden. Zur Differentialdiagnostik
ist in diesen Fallen zusatzlich zur elektronenmikroskopischen Untersuchung eine
immunhistologische Untersuchung einer Nieren- oder Hautbiopsie notwendig (Haas
2009). Im elektronenmikroskopischen Bild erscheint beim Alport-Syndrom die Lamina
densa der GBM aufgesplittert, fragmentiert und retikuliert. Es herrscht ein dichtes
Nebeneinander von dinnen und dicken glomerularen Basalmembran-Abschnitten.
Des Weiteren kommen kleine polymorphe Densapartikel (wahrscheinlich Abbaupro-
dukte) zwischen den Densalamellen vor. Podozyten erscheinen vergréBert und ent-
halten haufig Vakuolen. Auch finden sich zusatzlich kleinste kndpfchenartige
Protrusionen an der AuBenseite der GBM unter den Podozyten. Die podozytaren
FuBfortsatze sind fusioniert. Haufig fallt auch hier eine Vermehrung des Mesangiums
auf (Hopfer und Mihatsch 2010; Noel 2000) (Abb. 3).

Eine definitive Diagnosestellung wird in den meisten Fallen durch Kombination einer
elektronenmikroskopischen Untersuchung mit einer immunhistologischen Unter-
suchung erzielt (Haas 2009). Bei mannlichen XLAS-Patienten fehlt in der Nieren-
biopsie typischerweise die Immunfarbung flr die a3-, a4- und a5-Kette des Typ-IV-
Kollagens. Nur in etwa 20% der Félle kommt es zu einer normalen Anfarbung der
Basalmemobran fiir die a3-, a4- und a5-Kette des Typ-IV-Kollagens. Bei XLAS-Frauen
kann eine partielle Anfarbung der genannten Proteinketten beobachtet werden
(Kashtan, Kleppel und Gubler 1996). Bei Patienten, die am autosomal-rezessiv
vererbten Alport-Syndrom leiden, fehlt ebenfalls in der Immunhistologie in der GBM
die Anfarbung fir die a3-, a4- und a5-Proteinketten des Typ-IV-Kollagens. Zu
beachten ist aber, dass bei diesen Patienten in der extraglomerularen Basalmem-
bran, wie die der Bowman Kapsel, der Sammelrohre und der Epidermis, die a5-
Proteinkette durch immunhistologische Anfarbung nachgewiesen werden kann
(Gubler et al. 1995). Auch Jais et al. zahlen eine abnorme Verteilung der a3-, a4- und
a5-Kette des Typ-1V-Kollagens in der GBM bereits zu den neuen Diagnosekriterien
des Alport-Syndroms (Jais et al. 2000).
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Abb. 3: Elektronenmikroskopischer Befund bei Alport-Syndrom
d) Verdinnung und Verdickung der GBM; e) Verdickte Basalmembran mit fusionierten Podozytenfortsatzen; f) Lamellierung,
Fragmentierung und Retikulierung der GBM [Abbildung modifiziert nach (Hopfer und Mihatsch 2010)]

1.1.6.3 Molekulargenetische Diagnostik

Eine weitere nicht-invasive Mdglichkeit, ein Alport-Syndrom zu diagnostizieren, bietet
die molekulargenetische Untersuchung. Untersucht werden die Gene COL4AS,
COL4A4 und COL4A5. Die Entwicklung pradiktiver genetischer Tests wird durch die
Tatsache erschwert, dass sich die Mutationen beim Alport-Syndrom nicht nur auf
wenige Regionen der Gene COL4A3, COL4A4 und COL4A5 beschranken. Vielmehr
verteilen sie sich Uber viele Exons (Hudson et al. 2003). Die Mutationen reichen von
Punkmutationen bis zu Deletionen ganzer Regionen (Bekheirnia et al. 2010). Allein
im COL4A5-Gen sind in der Literatur mittlerweile Gber 600 Mutationen beschrieben:

[,ARUP Scientific Resource for Research and Education: ALPORT Database, University of Utah“; zuletzt aufgerufen am
07.07.2014: http://www.arup.utah.edu/database/ALPORT/ALPORT_display.php].

[*‘HGMD-Professional; BIOBASE Biological Databases”; zuletzt aufgerufen am 07.07.2014:
https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/gene.php?gene=COL4A5]

Autosomal-rezessiv vererbtes Alport-Syndrom sollte vor allem dann in Betracht
gezogen werden, wenn eines der folgenden Kriterien gilt: Konsanguinitat, Mikro-
hamaturie beider Elternteile und/oder immunhistologischer Nachweis der a5-Protein-
kette des Typ-1V-Kollagens in der epidermalen Basalmembran (Griinfeld 2000).
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1.1.7 Differentialdiagnosen

Far gewdhnlich tritt bei Alport-Patienten schon in der Kindheit eine Mikrohamaturie
auf. Wird diese bei einem Patienten festgestellt, sollte zunachst abgeklart werden, ob
die Hamaturie auf einer glomeruldren oder einer nicht-glomeruldren Ursache beruht.
Um die Ursachen der Hamaturie weiter einschranken zu kénnen, werden die Erythro-
zyten des Urinsediments morphologisch unter dem Phasenkontrastmikroskop unter-
sucht. Des Weiteren sollte die Urin-Kalzium-Konzentration gemessen werden und
eine Ultraschalluntersuchung der Nieren und ableitenden Harnwege erfolgen. Eine
nicht-glomerulare Ursache fir die Mikrohamaturie schliet ein Alport-Syndrom aus.
Als weiteres diagnostisches Kriterium spielt die Familienanamnese eine wichtige
Rolle. Wurde eine glomerulare Ursache flur die Hamaturie beim Kind festgestellt und
die Familienanamnese ist unauffallig, sind die wahrscheinlichsten Diagnosen die IgA-
Nephritis, die TBMN, das Alport-Syndrom und membranoproliferative Glomerulo-
pathien. Bei Kindern mit einer positiven Familienanamnese beschrankt sich die
Mdoglichkeit an Diagnosen auf die TBMN und das Alport-Syndrom, obwohl auch die
IgA-Nephropathie gelegentlich familiar gehauft auftritt (Kashtan et al. 2001). Andere
Erbkrankheiten, die sich ebenfalls glomerular manifestieren und mit einer sensori-
neuralen Hérminderung einhergehen, sollten ebenfalls in Betracht gezogen werden.
Beispielsweise kénnen Mutationen in mitochondrialer tRNA ein Alport-Syndrom
imitieren. Auch hierbei kommt es zu einer progressiven Niereninsuffizienz assoziiert
mit einer Schwerhorigkeit (Jansen et al. 1997). Eine weitere Differentialdiagnose
stellt das Fechtner-Syndrom dar. Das Fechtner-Syndrom gehért, wie die May-
Hegglin-Anomalie, das Sebastian- und das Epstein-Syndrom, zu den Erkrankungen,
die durch Mutationen im MYH9-Gen hervorgerufen werden. Das MYH9-Gen kodiert
flr die schwere Kette des nicht-muskularen Myosins. Neben Symptomen des Alport-
Syndroms (Glomerulonephritis, sensorineurale Hérminderung und Katarakt) tritt eine
Makrothrombozytopenie auf. Zusatzlich kénnen Einschlusskérperchen in den Leuko-
zyten nachgewiesen werden (Heath et al. 2001).

1.1.8 Therapie

Fir das autosomale Alport-Syndrom gibt es COL4A3 -/- Knockout-Mause. Der

Phanotyp dieser Mause ist gekennzeichnet durch eine progressive Glomerulo-
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nephritis, eine Mikrohamaturie und eine Proteinurie. Die Mause entwickeln im Durch-
schnitt im Alter von 14 Wochen eine terminale Niereninsuffizienz. Wie beim humanen
Alport-Syndrom kann mit dem Elektronenmikroskop eine Verdickung und Verdin-
nung der glomeruldren Basalmembran beobachtet werden. Nach 14 Wochen ist etwa
die Halfte der Glomeruli fibrotisch (Cosgrove et al. 1996). An diesem Maus-Modell
konnte nachgewiesen werden, dass eine praventive Therapie mit dem Angiotensin-
Converting-Enzyme-Inhibitor (ACE-Inhibitor/Hemmer) Ramipril eine Niereninsuffi-
zienz verzégert und eine renale Fibrose sowie eine Proteinurie vermindert. Dies wird
Uber die Downregulierung von TGFB1 gesteuert. Im Rahmen dieser Studie konnte
gezeigt werden, das die unbehandelten M&use nach 71+6 Tage sterben. Das
Uberleben der Mause, die ab der vierten Woche mit Ramipril behandelt wurden,
verlangerte sich um 111% auf 150+21 Tage (p<0,01) (Gross et al. 2003). Anstatt
einem ACE-Hemmer kann zur Therapie des Alport-Syndroms auch ein Angiotensin-
rezeptor-Blocker (AT1-Antagonisten) verwendet werden. Der AT1-Antagonist Cande-
sartan verlangert das Uberleben der COL4A3 -/- Knockout-Mause um 38% auf
98116 Tage. Ramipril behindert jedoch im Gegensatz zu Candesartan die proinflam-
matorische, profibrotische Aktivierung des Angiotensin-2-Rezeptors (Gross et al.
2004). Eine Behandlung der Mause mit dem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Cerva-
statin verlangert das Uberleben der Mause nur um 28% auf 91+9 Tage. Die Hem-
mung der Nierenfibrosierung ist daher ein zusatzlicher nephroprotektiver Effekt, der
besonders durch ACE-Hemmer bewirkt wird und diese damit von anderen Anti-
hypertensiva unterscheiden (Koepke et al. 2007).

Aufgrund der Ergebnisse am Mausmodell empfehlen Gross, Koepke und Weber
bereits 2004 bei Kindern mit Alport-Syndrom die hochdosierte Therapie mit Ramipril
ab dem Grundschulalter. Nur wenn aufgrund von Nebenwirkungen eine Therapie mit
Ramipril nicht durchgefihrt werden kann, sollte auf einen AT1-Antagonisten um-
gestellt werden. Eventuell kann die zuséatzliche Gabe eines Statins in Erwagung
gezogen werden, wenn eine groB3e Proteinurie mit Dyslipoproteinamie besteht
(Gross, Koepke und Weber 2004). Inwieweit der ACE-Inhibitor Ramipril im Vergleich
zu einem Placebo bei frihen Stadien des Alport-Syndroms beim Menschen wirkt und
wann genau mit einer Ramipril-Therapie begonnen werden sollte, wird derzeit noch
von Gross et al. in der prospektiven, randomisierten Studie ,Early Pro-tect”

untersucht: [(http://www.alport.de/EARLY_PRO-TECT.html zuletzt aufgerufen am 07.07.14)]
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Im Rahmen einer terminalen Niereninsuffizienz muss ein Nierenersatz-Verfahren in
Form einer Dialyse eingeleitet werden. In Europa sind 0,6% der Patienten, die eine
Nierenersatz-Therapie bendtigen, Alport-Patienten (Flinter 1997). Auch Nierentrans-
plantationen sind in der Regel erfolgreich bei Alport-Patienten (Kashtan 2000). Eine
Anti-GBM-Nephritis der Transplantatniere ist eine seltene, aber schwerwiegende
Komplikation nach Transplantation. Sie wird bei 3% der mannlichen Alport-Patienten,
bei denen eine Transplantation durchgefiihrt wird, beobachtet (Byrne et al. 2002).
Kommt es bei einem Alport-Patienten zu Schwerhdrigkeit, sollte eine Horgerate-
versorgung erfolgen. Bei okularer Manifestation der Erkrankung sollte ophthalmo-
logisch interveniert werden. Eventuell ist eine Extraktion der Linse sinnvoll (Gupta et
al. 2011).

1.1.9 Stand der Forschung

In den letzten Jahren hat unser Wissen Uber den Pathomechanismus beim Alport-
Syndrom stark zugenommen. Urspriinglich ist man aufgrund der tubulointerstitiellen
Schaumzellen davon ausgegangen, dass es sich beim Alport-Syndrom um eine
tubulointerstitielle Erkrankung handelt. Heute weif3 man, dass die veranderte GBM
des Alport-Patienten dem hydrostatischen Druck nicht mehr standhalten kann. Es
kommt somit zu einem pathologischen Verlust von Proteinen. Derzeit stutzt sich die
Behandlung von Alport-Patienten vor allem auf eine Blockade des RAAS (Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System). Es wird erforscht, inwieweit andere Therapiemdg-
lichkeiten, die an Inflammation und Fibrose angreifen, eine Progression vermindern
kénnen. Diskutiert werden beispielsweise Komplement-Inhibitoren und Chemokin-
Rezeptorantagonisten (Noone und Licht 2012). AuBerdem werden Mdéglichkeiten
einer Gentherapie bei Alport-Patienten erforscht. Sie stoBen in erster Linie auf
technische Grenzen bei der Einbringung der Genfahren (Heikkila et al. 1996). In
ferner Zukunft kénnte auch eine Stammzelltherapie Heilung versprechen. Am
Mausmodell konnte bereits nachgewiesen werden, dass Knochenmarkszellen zur
Regeneration von Podozyten beitragen und eine Verbesserung von Nierenerkran-
kungen bewirken (Prodromidi et al. 2006).
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1.2 Ziel der Arbeit

In der Vergangenheit ging man davon aus, dass Madchen und Frauen mit Alport-
Syndrom, keine oder nur geringe Symptome der Erkrankung aufweisen. Bisher gibt
es nur eine Studie zur Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei Frauen mit XLAS und zwei
Studien bei mannlichen Patienten mit XLAS (Gross et al. 2002, Jais et al. 2000 und
Jais et al. 2003). Jais et al. konnten bei mannlichen XLAS-Patienten fir die
Ausbildung einer ESRD und einer Schwerhdrigkeit eine Abhangigkeit von Mutationen
feststellen, bei den weiblichen XLAS-Patienten lieB sich die Genotyp-Phanotyp-
Korrelation leider nicht bestatigen (Jais et al. 2000 und 2003). Neuere Ergebnisse
deuten auBerdem darauf hin, dass nicht nur die Art der Mutation, sondern auch die
Lokalisation im Gen, einen Einfluss auf die klinische Auspréagung der Erkrankung hat.
Inwieweit dies auch fir Patienten mit Mutationen in COL4A3 und COL4A4 gilt, wurde
bisher noch nicht untersucht. Nichtsdestotrotz haben Jais et al. festgestellt, dass 95%
der Patientinnen eine Hamaturie, 75% eine Proteinurie jeweils unbekannten Aus-
mafes, 28% eine Schwerhdrigkeit und 15% Augenverdnderungen aufweisen (Jais et
al. 2003). Bisher ist jedoch unklar, ob und wie haufig vorangegangene beschriebene
Symptome isoliert auftreten. Interessant ware auBerdem herauszufinden, ob auch

bezlglich isolierter Symptome eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation besteht.

In der vorliegenden Studie sollen Alport-Patientinnen und Alport-Patienten zuerst
molekulargenetisch untersucht werden. Zunachst wird die Detektionsrate fur Muta-
tionen bestimmt. Es soll veranschaulicht werden, welche Mutationen bei den unter-
suchten Patienten nachweisbar sind. Im Rahmen der Mutationsanalyse soll der Anteil
bisher unbekannter, in der Literatur noch nicht beschriebener Mutationen ermittelt
werden. Die klinische Auspragung des Alport-Syndroms bei den Patienten wird mit
Hilfe eines Fragebogens abgefragt. Es soll untersucht werden, wie sich diese bei
mannlichen und weiblichen Alport-Patienten voneinander unterscheidet. Des
Weiteren soll herausgefunden werden, ob und wie héaufig Symptome isoliert
auftreten. Ziel der Arbeit ist es, eine mogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation nach-
zuweisen, und zwar auch im Hinblick auf isoliert auftretende Symptome. So soll
erforscht werden, ob bestimmte Mutationen die Penetranz der Erkrankung beeinflus-

sen.
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2 Patienten, Methoden und Materialien

2.1 Patienten

Diese wissenschaftliche Arbeit Uber die Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei Alport-
Patienten und Alport-Patientinnen wurde in der Kinderklinik und Kinderpoliklinik im
Dr. von Haunerschen Kinderspital in Minchen in Zusammenarbeit mit dem Zentrum
fir Humangenetik und Laboratoriumsmedizin Dr. Klein, Dr. Rost und Kollegen in Mar-
tinsried durchgefiihrt. Das Forschungsvorhaben zur Untersuchung einer Genotyp-
Phanotyp-Korrelation bei Alport-Patientinnen und Alport-Patienten wurde von der
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen gepruft und geneh-
migt. Alle Patienten wurden Uber das Forschungsziel aufgeklart und haben ihr Ein-
verstandnis zur Erhebung und Speicherung der Daten nach dem Datenschutzgesetz
fir 10 Jahre gegeben. Die Patienten waren auBerdem mit einer Auswertung und
Veréffentlichung der Daten in pseudonymisierter Form einverstanden. Insgesamt
standen 87 Patienten flr eine molekulargenetische Untersuchung zur Verfligung. In
das Patientenkollektiv eingeschlossen wurden die Patienten, bei denen genetische
Mutationen in einem der Gene COL4A3, COL4A4 oder COL4A5 nachgewiesen
worden sind und von denen vollstindige Angaben zum Verlauf der Erkrankung
anhand eines Fragebogens ermittelt werden konnten. Von der Studie ausge-
schlossen wurden die Patienten, bei denen keine genetischen Mutationen in den
benannten Genen nachgewiesen werden konnten und diejenigen, von denen keine
Angaben bzw. unzureichende Angaben zur Auspragung der Erkrankung zur Verfl-

gung standen.

2.2 Methoden

2.2.1 Aligemeine Vorgehensweise

Nach Einwilligung des Patienten wurde von diesem 2-3ml EDTA-Blut (Ethylendiamin-
tetraacetat) gewonnen. Daraufhin wurde zunachst Desoxyribonukleinsdure (DNA,
deoxyribonucleic acid) aus den Lymphozyten des Blutes isoliert. Nachdem die Kon-
zentration und Reinheit der isolierten DNA mit Hilfe eines Photometers bestimmt wur-
den, wurde das zu untersuchende DNA-Fragment nach dem Prinzip der Polymerase-
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kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Eine Kontrolle Uber die erfolgreiche Amplifikation
des gewtnschten DNA-Fragments fand mit der Agarose-Gel-Elektrophorese statt.
AnschlieBend wurden die PCR-Produkte in einer Mikrotiterplatte aufgereinigt. Darauf-
hin erfolgte eine Sequenzierreaktion, bei der die Reaktion fir den Foward- und Re-
verse-Strang in getrennten Wells angesetzt wurde, mit anschlieBender Féllung und
Farbung mit Formamid. Nun konnte eine DNA-Sequenzanalyse durchgefihrt und

diese ausgewertet werden.

Die klinische Auspragung der Erkrankung wurde anhand eines Fragebogens
abgefragt. Daraufhin wurde untersucht, ob eine potenzielle Korrelation zu geneti-

schen Mutationen besteht.
2.2.2 Extraktion der Nukleinsaure
2.2.2.1 Manuelle DNA-Isolierung

Die manuelle DNA-Isolierung wurde mit dem Gentra Puregene DNA Purification Kit
von Qiagen durchgefihrt. Ziel der DNA-Isolierung ist es, moglichst reine DNA aus
einer Probe zu gewinnen. Hierzu werden zunachst die kernlosen Erythrozyten lysiert.
Die kernhaltigen Zellen werden daraufhin aus dem Lysat abzentrifugiert. Diese
werden dann ebenfalls lysiert, um die DNA frei zuganglich zu machen. Nach dem
Abzentrifugieren wird die DNA aus dem Uberstand gefallt. Es wurde laut Hersteller-

anweisung vorgegangen:

Lyse der Erythrozyten:

Eine Probe von 450yl Blut wird in einem Praparationsgefa3 mit 1350ul Red Blood
Cell Lysis Solution (RBC Lysis Solution) vermischt. Das Gemisch wird bei
Raumtemperatur 5 Minuten im Rotator inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (30
Sekunden bei 16000G/min) wird das weiBe Pellet, bestehend aus kernhaltigen Zel-
len, am Boden sichtbar. Der Uberstand wird dekantiert. Das Restvolumen wird mit

Hilfe eines Vortexers gut vermischt, bis kein Pellet mehr sichtbar ist.
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Lyse der kernhaltigen Zellen:

Nun werden 450ul Cell Lysis Solution und 2ul Proteinase K hinzugegeben und
vermischt, um die kernhaltigen Zellen zu lysieren, die Proteine abzubauen und somit
eine Freisetzung von Nukleinsauren zu gewahren. Zunachst wird die Probe bei 55°C
auf dem Heizblock inkubiert, daraufhin abzentrifugiert, um diese dann erneut auf dem
Kihlblock zu inkubieren, bis ein vollstandiges Lésen der Zellen erreicht ist.

Fallung:
Zur Probe wird 150yl Protein Precipitation Solution hinzugegeben und auf dem

Vortexer 20 Sekunden kréftig vermischt. Dann wird die Probe zentrifugiert (1 Minute
bei 16000G/min), bis ein festes, braunes Pellet am GefaBboden zu sehen ist. Im
Uberstand befindet sich die DNA. Der Uberstand der Probe wird in einem neuen
GefaB mit 450l 100%iges Isopropanol und 0,5ul Glycogen Solution vermischt. Iso-
propanol dient der Prazipitation (Fallung) der DNA. Die Glycogen Solution erhdht die
DNA-Ausbeute. Nachdem das Gemisch 5 Minuten bei 15 Umdrehungen pro Minute
auf dem Rotator gedreht wurde, ist die ausgeféllte DNA als wei3er Faden zu sehen.
Nach weiterem Zentrifugieren (1 Minute bei 16000G/min) wird die DNA als kleines,
weiBes Pellet sichtbar. Der Uberstand wird verworfen. Nun wird 450ul 70%iges
Ethanol zu der DNA hinzugemischt und ein weiteres Mal zentrifugiert (1 Minute bei
16000G/min), um die DNA zu pelletieren. Der Uberstand wird wieder verworfen. Zum
Pellet wird 50ul DNA Hydration Solution hinzugegeben und durch vorsichtiges An-
schnippen das Pellet geldst. Damit sich die DNA vollstandig 16st, wird die Probe 60
Minuten bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Zum weiteren Lésen lasst man

die DNA bei Raumtemperatur Gber Nacht stehen.

2.2.2.2 Automatisierte DNA-Isolierung

Als Alternative zur manuellen DNA-Isolierung mit dem Gentra Puregene DNA
Purification Kit von QIAGEN kann DNA auch mit einem automatisierten System
gewonnen werden. Hier wurde der Hamilton Chemagic STAR verwendet. Beim
Hamilton Chemagic STAR wird die Nukleinsdure an sogenannte magnetische beads
gebunden (Abb. 4).
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Abb. 4: Hamilton Chemagic STAR
Automatisiertes System zur Gewinnung von Nukleinsédure

Zunéachst wird, wie bei der manuellen DNA-Isolierung, die DNA durch Lyse frei-
gesetzt. Magnetische kleine Klgelchen, die sogenannten beads, werden zur Probe
hinzugefugt. Diese sind so beschaffen, dass sie DNA effizient binden. Ein starker
Elektromagnet magnetisiert eine Stahlnadel, die - zum Schutz vor Kontamination von
einer Plastikhille umkleidet - in das Gefal eintaucht. Die magnetisierte Nadel zieht
die magnetischen beads mit den gebundenen Nukleinsduren an. Bei der folgenden
Aufreinigung, die mit speziellen Puffern erreicht wird, wird die DNA weiterhin von der
magnetischen Nadel festgehalten. Erst nach Aufreinigung wird der elektrische
Magnet ausgeschaltet, und die Nadel beginnt zu rotieren. Dies unterstiitzt ein voll-
standiges Mischen der Partikel in Lésung (Abb. 5). Nun wird ein Elutionspuffer
hinzugefligt, der die DNA von den beads abldst. Die DNA kann nun in Auffang-

gefaBen gesammelt werden.
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Abb. 5: Auswirkung der Magnetisierung und Rotierung der Nadel auf die beads im Hamilton Chemagic STAR
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2.2.3 Vermessung der Konzentration und Reinheit der DNA

Zur Vermessung der Konzentration und Reinheit der DNA wurde ein NanoDrop 1000
Spektralphotometer verwendet. Beim NanoDrop 1000 handelt es sich um ein
Spektralphotometer, mit dessen Hilfe die Konzentration von Nukleinsdure in sehr
kleinen Volumina (1-2ul) bestimmt werden kann. Dies erfolgt durch Messung der
Extinktion bei einer Wellenlange von 260nm (=0D260). Die Extinktion entspricht dem
Absorptionsmaximum. Das Licht wird durch die aromatischen Ringe der Basen
absorbiert. Fur doppelstrangige DNA gilt, dass ein gemessener OD-Wert von 1 bei
einer Wellenlange von 260nm einer Konzentration von etwa 50ug/ml entspricht. Per
Dreisatz kann also die Konzentration der DNA bestimmt werden:

DNA [ug/ml] = gemessene OD260 [ug/ml] x 50 x Verdinnungsfaktor

Um die Reinheit der DNA zu bestimmen, wird die Extinktion bei 260nm und bei
280nm bestimmt. Das Verhéltnis dieser beiden Werte OD260/0D280 stellt den soge-
nannten Extinktionskoeffizienten dar und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Werte,
die Uber diesem Sollbereich liegen, weisen auf ein Vorhandensein von RNA hin.
Werte, die kleiner als 1,8 sind, deuten auf eine Verunreinigung mit Protein hin
(Thiemann, Cullen und Klein 20086).

2.2.4 Amplifikation der Nukleinsaure

2.2.4.1 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient dazu, ein definiertes DNA-Fragment in
vitro enzymatisch zu amplifizieren, das heif3t zu vervielfaltigen. Ausgangspunkt kann
geringste Menge an DNA sein. Dieses Startmaterial wird als Template bezeichnet.
Benotigt werden ein Primerpaar, eine hitzestabile DNA-Polymerase sowie die Bau-
steine der DNA, die Nukleotide. Primer sind Oligonukleotide, die der DNA-Poly-
merase als Startpunkt fiir die DNA-Replikation dienen. Das zu amplifizierende DNA-
Fragment liegt zwischen zwei Regionen bekannter Basensequenzen. Kinstlich her-
gestellte Primer sind diesen Basensequenzen komplementéar. Bei der PCR wird ein

Zyklus, der aus drei Schritten besteht, ungefahr 20- bis 30-mal wiederholt. In jedem
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Zyklus wird die Probe zunachst auf 95°C erhitzt. Hierdurch werden die Wasserstoff-
briickenbindungen, die die beiden Strange des Doppelstrangs der DNA zusammen-
halten, gelést. Das Ergebnis sind zwei voneinander getrennte Einzelstrange. Man
spricht bei dieser ersten Phase eines Zyklus von Denaturierungsphase. Als nachstes
wird die Temperatur auf 50-60°C abgesenkt, sodass sich die Primer an die Einzel-
strange anlagern kénnen. Dieser zweite Schritt wird auch als Annealing bezeichnet.
Beim dritten Schritt handelt es sich um die Elongation, das hei3t die DNA-Poly-
merase synthetisiert das DNA-Fragment. Die DNA-Polymerase erkennt die Primer,
dockt an diese an und erganzt die Einzelstrange mit Hilfe der freien Nukleotide in
Richtung 5'—3‘ komplementar wieder zu Doppelstrangen. Die Temperatur dieses
Schrittes liegt tUblicherweise zwischen 68°C und 72°C und ist von der Art der DNA-
Polymerase abhangig. Ergebnis eines Zyklus ist also die Verdopplung des
Templates. Das Produkt dient dem nachsten Zyklus als Template. Es kommt dem-
nach zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der Ausgangs-DNA (Thiemann, Cullen
und Klein 2006).

2.2.4.2 Ablauf der Polymerasekettenreaktion

Als Ansatz wird der sogenannte Mastermix von 30ul verwendet, der aus folgenden

Komponenten besteht:

1,2ul Primer Mix (besteht aus Primer forward und Primer reverse): An den

Primern ist eine M13-Universal-Primersequenz angehdngt, die sich letztendlich an allen PCR-
Produkten befindet. So kann spdéter fir die Sequenzierreaktion mit diesem M13-Primer
gearbeitet werden

= M13 forward primer sequence: 5-d(GTTTTCCCAGTCACGAC)-3"

= M13 reverse primer sequence: 5-d(CAGGAAACAGCTATGAC)-3"

17,3l steriles Wasser

3,0ul 10xPCR-Puffer

3,0ul ANTP (2mM)

1,8l MgCl, (25mM): wird fiir die Tag-Polymerase zum Einbau von dNTPs benétigt
1,5ul DMSO (Dimethylsulfoxid): erhéht die Ausbeute an PCR-Produkten

0,2ul Tag-Polymerase [5U/ul]

2,0yl DNA-Template
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Die Bestandteile des Mastermixes werden in ein Reaktionsgefal3 auf Eis pipettiert.
Dann wird der Mastermix flr 5-10 Sekunden gevortext. Im Thermocycler wird
folgendes Programm gestartet:

Anzahl der Zyklen Temperatur Zeit
95°C 4:00 Min.

10 Zyklen 94°C 0:30 Min.
Touchdown 65-55°C 0:30 Min.

72°C 0:15 Min.

30 Zyklen 94°C 0:30 Min.
58°C 0:30 Min.

72°C 0:15 Min.

72°C 3:00 Min.

Das Reaktionsgefa3 wird erst nach einer Vorheizphase (ab 85°C) in den Thermo-
cycler gestellt. Das Hineinstellen des ReaktionsgefaBes bei Erreichen der Denaturie-
rungstemperatur in den Thermocycler verhindert eine unspezifische Hybridisierung
der Primer beim langsamen Erwarmen. Bei den ersten zehn Reaktionszyklen wird
das Touchdown-Programm verwendet. Dies bedeutet, dass die Annealing-Tempera-
tur bei jedem Durchgang um ein Grad Celsius sinkt. Dadurch wird eine héhere Spezi-
fitdt der PCR erreicht.

2.2.5 Detektion der PCR-Produkte: Agarosegelelektrophorese und Gelfarbung
mit Ethidiumbromid

Bei der Agarosegelelekirophorese wird die DNA in einer Kammer in ein Agarosegel
aufgetragen. Diese Kammer wird an ein Hochspannungsgerat angeschlossen. Da die
DNA negative Ladungen tragt, wandert sie zum positiven Pol. Das Agarosegel
besteht aus einem komplexen Netzwerk von Poren, durch welche die DNA-Molekiile

der GréBe nach aufgetrennt werden.

Zunéchst wird ein 2,7%iges Agarosegel in einer Elektrophoresekammer hergestellt.
Hierzu wird 1,8g des Agarosepulvers abgewogen. Die Agarose wird in 100ml 1xTBE-
Puffer (Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan-Borat-EDTA-Puffer) suspendiert. Sie wird
erhitzt, bis sie vollstandig geldst ist und die Lésung klar ist. Das Gel sollte nun
luftblasenfrei in die Kammer gegossen werden. Sofort werden die Kdmme in das
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flissige Gel eingehangt. Nachdem das Gel fest geworden ist, wird der Geltrager in
die Elektrophoresekammer gelegt und die Kdmme entfernt. Die Kdmme haben nun
kleine Taschen im Gel gebildet, in die spater die DNA eingeflgt wird. Nun wird 1yl
Loading Dye in einer Platte vorgelegt. Loading Dye enthalt Bromphenolblau zum
Farben der DNA und hat auBerdem die Funktion, die DNA zu erschweren, damit
diese spater in den Taschen absinkt und nicht an die Oberflache diffundiert. Zum
Loading Dye wird 3ul PCR-Produkt hinzupipettiert. In die erste Spur des Gels wird
1,5ul der 100-bp-Leiter-DNA als Vergleichsmarker angesetzt. 3ul der Produkt-Loa-
ding-Dye-Mischung wird auf das Gel aufgetragen. Die Elekirophorese erfolgt bei
230V fur 30 Minuten. Die DNA-Moleklle werden nun der GréBe nach aufgetrennt.
Um die PCR-Fragmente nach erfolgter Agarosegelelektrophorese darstellen zu kén-
nen, wird das Agarosegel in einer wassrigen Ethidiumbromidlésung inkubiert (flr ca.
5 Minuten). Danach kann das Gel unter UV-Licht fotografiert werden. Hierzu wird das
Molecular Imager Gel Doc XR System mit der zugehérigen Lab 2.0 Software

verwendet.

2.2.6 Aufreinigung der PCR-Produkte

Durch die Aufreinigung sollen die in der PCR-Reaktion entstandenen PCR-Produkte
von Rickstanden (Primer, Nukleotide, Salze und Polymerase etc.) befreit werden. Es
werden MultiScreen PCR-96-well Platten von Millipore verwendet. Die Aufreinigungs-
platte wird mit den gewinschten PCR-Produkten zusammengestellt. Die PCR-Pro-
dukte werden abzentrifugiert. Die Aufreinigungsplatte wird auf ein Vakuummanifold
gestellt. Zu allen PCR-Tubes wird 190ul HPLC-Wasser hinzupipettiert und gemischt.
Das gesamte Volumen wird in die Aufreinigungsplatte Gbertragen, welche dann mit
einem Deckel abgedeckt wird. Bei 10 mmHg Vakuum lasst man die Produkte auf die
Membran binden (5 bis maximal 15 Minuten). Die Aufreinigungsplatte wird vom
Vakuummanifold abgenommen und auf ein Saugpapier gestellt. Die Auffangplatte
wird im Vakuummanifold ausgeleert und wieder einsetzt. Mit 50ul HPLC-Wasser,
welches in die Wells der Aufreinigungsplatte pipettiert wird, werden die PCR-Pro-
dukte geldst. Die Platte wird mit einer Klebefolie geschlossen und 10 Minuten auf
einem Vortexmixer bei 750rpm geschittelt. Das gel6ste PCR-Produkt wird dann aus
der Aufreinigungsplatte in die UV-Vermessungsplatte umpipettiert. Es wird erneut
durch Gelelektrophorese Uberpriift, ob die aufgereinigten PCR-Produkte vorhanden
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sind. Dies erfolgt durch Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten Platten bei
260nm/230nm und 260nm/280nm am SpectraMax. Wieder ist ein Verhaltnis von 1,8

bis 2,0 zu erwarten. Abweichungen weisen entsprechend auf Verunreinigung hin.

2.2.7 Sequenzierung

2.2.7.1 Ansatz und Fallung

Um die Gensequenz (die Nukleotidreihenfolge) der amplifizierten DNA-Abschnitte zu
bestimmen, erfolgt eine Sequenzierung nach dem Prinzip des Kettenabbruchver-
fahrens nach Sanger (Sanger, Nicklen und Coulson 1977). Dabei handelt es sich um
eine Amplifikation der DNA wie bei der PCR. Allerdings sind im Ansatz neben den
dNTPs auch fluoreszensmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTPs) enthalten. Werden
diese ddNTPs bei der Strangsynthese zuféllig in die DNA eingebaut, fuhrt dies zu
einem Abbruch der DNA. Jedes der vier Nukleotide (ddATP, ddGTP, ddCTP und
ddTTP) ist dabei mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert. So kann im
Nachhinein die Position der Nukleotide genau nachvollzogen werden. Die Reaktion
erfolgt auf einer 96-well Platte (V-Boden) und wird fir den Forward- und Reverse-
Strang in getrennten Wells angeordnet. Verwendet wird das Big Dye Terminator
Version 1.1 Cycle Sequencing Kit. Die Exons werden mit den einheitlichen M13-
Sequenzierprimern sequenziert (siehe hierzu 2.2.4.2). Der Ansatz muss auf Eis

erfolgen. Fir die Sequenzierreaktion werden folgende Mengen benétigt:

- 1yl M13-Primer (Forward bzw. Reverse)

- 2ul 5xSequencing-Buffer

- 0,75ul Big Dye Terminator Mix Version 1.1

- x aufgereinigtes PCR-Produkt (Template)

-y HPLC (high performance liquid chromatography)- gereinigtes Aqua dest.

Die Template-Menge x und die Menge an HPLC-gereinigtem Wasser y ist abhangig
von der DNA-Konzentration des PCR-Produktes:

Menge des PCR-Produkts X y
<5ng 2ul 4ul
5ng - 20ng 1ul 5ul
> 20ng 0,5ul 5,5ul
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Folgendes Programm wird im Thermocycler verwendet:

Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen Vorgang

96°C 1 Minute Denaturierung
96°C 10 Sekunden Denaturierung
50°C 5 Sekunden 25 Zyklen Annealing
60°C 2-3 Minuten Extension
15°C Dauerhaft Kihlen

Zur Féllung der Sequenzierprodukte werden 2,5ul 125mM EDTA und 30ul 100%
Ethanol benétigt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit im Kihlschrank im Dunkeln wird
die Platte auf der auf 4°C heruntergekihlten Rotana Zentrifuge 30 Minuten bei
2500G zentrifugiert. Wahrenddessen ist die Platte mit einem Scotch-Pad ver-
schlossen. Sofort nach dem Zentrifugieren wird der Scotch-Pad abgezogen. Ein her-
kémmliches Taschentuch (Kleenex) wird auf die Platte gelegt und diese dann
umgekippt. Weiterhin umgedreht auf frischem Kleenex wird die Platte bis ca. 185G
zentrifugiert, um den restlichen Uberstand abzuzentrifugieren. Nun wird nochmal
30ul 70%iges Ethanol in die Wells der Platte pipettiert und die Platte 15 Minuten lang
bei 2500G (4°C) zentrifugiert. Wieder wird ein Kleenex auf die Platte gelegt und
diese umgekippt und nochmals auf frischem Kleenex eine Minuten bei 185G zentri-
fugiert, um den restlichen Uberstand abzuzentrifugieren. Nun wird die Platte in die
Speed-Vac Zentrifuge gestellt und bei 35° C im Vakuum 15 Minuten getrocknet.

2.2.7.2 DNA-Sequenzanalyse und Auswertung

Zur DNA-Sequenzanalyse werden die CycleSeqg-Produkte kapillarelektrophoretisch
aufgetrennt. Verwendet wird der ABI 3730xI-Sequence-Analyzer. Es entsteht das
Elektropherogramm der DNA-Sequenz, das auf Mutationen und Polymorphismen in

der Sequenz untersucht werden kann.

Zum getrockneten DNA-Pellet wird 20ul Formamid pipettiert, eine Gummimatte
(Septa Strip for 96 well tray) auflegt und auf einem Schittler das DNA-Pellet 10
Minuten resuspendiert und danach kurz anzentrifugiert. Die Platte wird auf die 96-
Well-Platte gestellt und verschlossen. Die Sequenzanalyse wird am Gerat gestartet.
Zur Auswertung der Daten werden diese in die Software SeqPilot (JSI medical
systems GmbH, Kippenheim, Deutschland) importiert. Jedes Exon wird einzeln

angesehen, Uberprift und editiert.
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2.2.7.3 Begriffsdefinitionen

- Mutation: Verédnderung des genetischen Materials durch Austausch, Insertion,
Deletion oder Duplikation einer/mehrerer Basen.
- Polymorphismus: Austausch, der bei tUber 1% der Bevélkerung vorkommt,

wobei von einer sehr geringen Penetranz bzw. Auswirkung auszugehen ist.

- Sequenzvariante: Basenaustausch, welcher weder in der Literatur noch in den

Datenbanken beschrieben ist und/oder bei dem die klinische Relevanz unklar
ist.

- Intronvariante: Austausch im Intron, die vermutlich keinen Einfluss auf das

Splicing hat, aber auch nicht als Polymorphismus in Datenbanken beschrieben
ist.

- Mosaik: Nur ein Teil der Zellen weist eine Mutation auf.
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2.2.8 Materialien

Chemikalien und Reagenzien:

Hersteller:

5xSequencing-Buffer

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Agarose

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Big Dye Terminator Sequencing Kit Version 1.1

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

DMSO

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

dNTPs (Nukleotide Mix) (2 mM)

Roche, U.S.A.

EDTA (125mM)

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Ethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Formamid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Gentra Purgene DNA Purification Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Isopropanol (100%iges)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Loading Dye

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

M13-Sequenzierprimer (Forward und Reverse)

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

MgClI2 (25mM)

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

10xPCR-Puffer

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Primer Mix

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Tag-Polymerase [5U/ul]

Qiagen, Hilden, Deutschland

TBE-Puffer:
108 g Trisbase, 55 g Borsaure, 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Verbrauchsartikel:

Hersteller:

96-well Platte (V-Boden)

Merck Millipore, U.S.A.

MultiScreen PCR-96-well Plate

Merck Millipore, U.S.A.

Geréte:

Hersteller:

ABI 3730xI-Sequence-Analyzer

Life Technologies, Applied Biosystems, U.S.A.

Hamilton Chemagic STAR

Hamilton Robotics, U.S.A.

Makrozentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikrozentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Molecular Imager Gel Doc XR System

Bio Rad Laboratories, U.S.A.

NanoDrop 1000 Spektralphotometer

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Rotana Zentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen, Deutschland

Speed-Vac Zentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SpectraMax

Molecular Devices, LLC, U.S.A.

Thermocycler

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vakuummanifold

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortexer

Fisher Scientific, U.S.A.
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Software: Hersteller:

Excel Microsoft, U.S.A.

Lab 2.0 Bio Rad Laboratories, U.S.A.

SeqPilot JSI medical systems GmbH, Kippenheim, Deutschland
Word Microsoft, U.S.A.
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2.2.9 Der Fragebogen

Zunachst wurden die behandelnden Arzte der Patienten telefonisch kontaktiert. Sie
wurden darlber in Kenntnis gesetzt, dass die vorliegende Studie durchgefiihrt wird.
Erklarten sich die Arzte einverstanden, bei dieser Studie mitzuwirken, wurden die
zugehdrigen Unterlagen an die Arzte verschickt. Hierzu zahlten:

1. Anschreiben an den/die behandelnde/n Arzt/Arztin

2. Informationsschreiben fir den/die Patienten/in:

e FUrden/die Erwachsene/n bzw. Jugendliche/n (Abb. 6)
e FUr Kinder wurde ein eigenes Informationsschreiben entworfen und ein
Eltern-Informationsblatt hinzugefligt (Abb. 7 und Abb. 8)

3. Einverstandniserklarung (Abb.9)

4. Zweiseitiger Fragebogen (Abb.10 und Abb. 11)
Das Informationsschreiben fur die Patienten wurde so formuliert, dass es auch fur
den Laien mdglich ist, nachvollziehen zu kénnen, was bei der Studie untersucht wird
und welches Ziel die Studie verfolgt. Das Informationsschreiben fir Kinder wurde
leicht verstandlich verfasst. Bei Fragen konnten sich die Patienten sowohl an ihren
behandelnden Arzt als auch an uns wenden. Die Patienten wurden im Informations-
schreiben und in der Einverstandniserklarung dariber aufgeklart, dass eine
Speicherung der Daten entsprechend des Datenschutzgesetzes fir 10 Jahre notwen-
dig ist. Sie wurden auBerdem darlber in Kenntnis gesetzt, dass eine Auswertung und
Veroffentlichung der Daten in pseudonymisierter Form erfolgt. Hierzu willigten die
Patienten bzw. die Eltern der Patienten in der Einverstédndniserklarung ein. Der
Fragebogen wurde mit Hilfe des/der behandelnden Arztes/Arztin ausgefillt. Der
Fragenbogen beinhaltet Fragen zur Familienanamnese, zur Symptomatik und zu
laborchemischen Befunden des Patienten. Des Weiteren wurde nach Nierenbiopsien,
Medikamenteneinnahmen, Dialysepflichtigkeit und Nierentransplantationen gefragt.
War ein Patient nierentransplantiert, wurden beziglich Hamaturie und Proteinurie,
die Befunde ermittelt, die der Patient aufwies, bevor er die Transplantatniere erhielt.
Wurden genaue Angaben zur Proteinurie gemacht, bzw. waren Laborbefunde mit
genauen Werten zur Proteinurie vorhanden, so galt:

e Proteinurie bis 199 mg/dl aber nachweisbar entspricht ,+*

e Proteinurie zwischen 200 mg/dl und 699 mg/dl entspricht ,++°

e Proteinurie ab 700 mg/dl entspricht ,+++*
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ZENTRUM FUR HUMANGENETIK UND LABORATORIUMSMEDIZIN
Dr, Klein, Dr. Rost und Kollegen

Patienten-Information
(Jugendliche/Erwachsene)

Studie zur Genotyp-Phénotyp-Korrelation bei Patienten mit Alport-Syndrom

Sehr geehrie Patientinnen, sehr geehrte Patienten,

Sie wurden von lhrem betreuenden Arzt auf unsere Studie hingewiesen. Wir méchten
Ihnen im Folgenden kurz den Inhalt dieser Arbeit vorstellen:

Beim Alport-Syndrom handelt es sich um eine genetisch bedingte Erkrankung der Nieren.
Ursache ist eine Fehlbildung des Kollagens, welches Hauptbestandteil von Bindegewebe
im Korper ist. Somit kdnnen auch weitere Organe des Korpers von der Erkrankung
betroffen sein, so beispielsweise Augen und Ohren. Bisher sind Veranderungen
(Mutationen) in drei Genen bekannt, die fur das Alport-Syndrom ursachlich sind. Eines
dieser Gene, in dem die haufigsten Mutationen becbachtet werden, befindet sich auf dem
X-Chromosom. Da Jungen nur ein X-Chromosom besitzen, sind sie meist schwerer
betroffen als Madchen. Trotzdem konnen auch Madchen am Alport-Syndrom erkranken.

Ziel dieser Studie ist es zu untersuchen, inwieweit sich klinischer Schweregrad und
Verlauf der Erkrankung bei weiblichen von maénnlichen Patienten unterscheiden. Sie
wurden bereits molekulargenetisch untersucht. Mit Hilfe eines Fragebogens an Sie und
lhren Arzt wollen wir kldren, ob ein Zusammenhang zwischen den Mutationen, die wir bei
Ihnen nachgewiesen haben, und der klinischen Auspragung der Erkrankung besteht. Wir
wirden Sie daher bitten, uns mit Hilfe lhres Arztes einige Fragen zu lhrer Krankheit zu
beantworten. Mit Hilfe dieser Daten kénnen wir die klinische Auspragung der Erkrankung
bei mannlichen und weiblichen Patienten miteinander vergleichen.

Samtliche Daten werden entsprechend des Datenschutzgesetzes 10 Jahre aufbewahrt.
Die wissenschaftliche Auswertung und Verdffentichung der Daten erfolgt in
pseudonymisierter Form in Zusammenarbeit mit dem Dr. v. Haunerschen Kinderspital in
Munchen. Alle Mitarbeiter unterliegen der Arztlichen Schweigepflicht. Es wird versichert,
dass keine individualisierten Daten an Dritte weitergegeben werden.

Wir kénnen lhnen zwar selbst keinen Vorteil aus der Studie versprechen, allerdings
kénnten Sie so der Wissenschaft einen Beitrag an der Erforschung des Alport-Syndroms
leisten. Sie haben jederzeit die Maglichkeit, ohne Angaben von Griinden und ohne
jegliche Nachteile von dieser Studie zuriickzutreten und die Vernichtung Ihrer Daten zu
verlangen.

Wir danken lhnen fiir die Bereitschaft, an der Studie teilzunehmen.
Mit freundlichen Griiten
Dr. J. Hofele

PD Dr. L. Weber 5. Beicht
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Abb. 6: Patienten-Informationsschreiben (Jugendliche/Erwachsene)
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ZENTRUM FUR HUMANGENETIK UND LABORATORIUMSMEDIZIN
Dr, Klein, Dr. Rost und Kollegen

Patienten-Information
(Kinder)

Studie zur Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei Patienten mit Alport-Syndrom

Liebe Patientin, lieber Patient,

die Arzte haben bei Dir eine Krankheit festgestellt, die sich Alport-Syndrom nennt. Hierbei
kommt es zu einer Stérung der Nieren. Mit Hilfe der Nieren wird Flassigkeit, die Du
trinkst, wieder ausgeschieden. Da Deine Nieren nicht wie bei anderen Kindern funktio-
nieren, kann es bei Dir dort zu Problemen kommen. Auch anderer Organe Deines
Kérpers konnen betroffen sein.

Wir Arzte wissen noch nicht genau, warum es zu dieser Erkrankung kommt. Die
Krankheit ist auch nicht immer gleich. Bei manchen Kindermn verlauft sie schwerer als bei
anderen. Bei Jungen ist die Krankheit meist ausgepragter als bei Madchen, aber auch
Madchen kénnen an dieser Krankheit leiden. Niemand weil} genau, warum dies so ist.

Wir wollen nun untersuchen, inwieweit sich der Verlauf der Erkrankung bei Madchen und
bei Jungen unterscheidet. AuRerdem haben wir schon einmal von Dir Blut abgenommen
und Dein Erbgut untersucht Wir haben geschaut, ob es Verdnderungen in Deinem
Erbgut gibt, die fur die Erkrankung verantwortlich sein konnen. Jetzt wollen wir
untersuchen, wie diese Veranderungen Deines Erbguts den Verlauf Deiner Erkrankung
beeinflussen.

Deswegen wollen wir Dir, Deinen Eltern und Deinem Arzt ein paar Fragen zu Deiner
Erkrankung stellen. Du bist nicht gezwungen, die Fragen zu beantworten und Du kannst
das Ganze jederzeit abbrechen. Wir waren Euch aber sehr dankbar, wenn lhr unsere
Fragen beantworten kdnntet, weil wir so vielleicht mehr Gber die Erkrankung Alport-
Syndrom erfahren, und wir kdnnen so vielleicht eines Tages Dir und anderen Menschen
mit der gleichen Erkrankung besser helfen. Alle Mitarbeiter an dieser Studie sind zu
Verschwiegenheit verpflichtet, das heilt, dass Deine Daten an keinen Dritten weiter-
gegeben werden.

Hast Du noch Fragen? Die kannst Du nun Deinem Arzt stellen.
Wir danken Dir fir Deine Bereitschaft, an der Studie teilzunehmen.
Mit freundlichen GruRen

Dr. J. Hafele FPD Dr. L. Weber 5. Beicht
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Abb. 7: Patienten-Informationsschreiben (Kinder)
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ZENTRUM FUR HUMANGENETIK UND LABORATORIUMSMEDIZIN
Dr, Klein, Dr. Rost und Kollegen

Eltern-Information

Studie zur Genotyp-Phénotyp-Korrelation bei Patienten mit Alport-Syndrom

Sehr geehrte Eltern,

Sie wurden von lhrem betreuenden Arzt auf unsere Studie hingewiesen. Wir méchten
Ihnen im Folgenden kurz den Inhalt dieser Arbeit vorstellen:

Beim Alport-Syndrom handelt es sich um eine genetisch bedingte Erkrankung der Nieren.
Ursache ist eine Fehlbildung des Kollagens, welches Hauptbestandteil von Bindegewebe
im Korper ist. Somit kdnnen auch weitere Organe des Korpers von der Erkrankung
betroffen sein, so beispielsweise Augen und Ohren. Bisher sind Veranderungen
(Mutationen) in drei Genen bekannt, die fur das Alport-Syndrom ursachlich sind. Eines
dieser Gene, in dem die haufigsten Mutationen becbachtet werden, befindet sich auf dem
X-Chromosom. Da Jungen nur ein X-Chromosom besitzen, sind sie meist schwerer
betroffen als Madchen. Trotzdem konnen auch Madchen am Alport-Syndrom erkranken.

Ziel dieser Studie ist es zu untersuchen, inwieweit sich klinischer Schweregrad und
Verlauf der Erkrankung bei weiblichen von mannlichen Patienten unterscheiden. Ihr Kind
wurde bereits molekulargenetisch untersucht. Mit Hilfe eines Fragebogens an Sie und
lhren Arzt wollen wir nun klaren, ob ein Zusammenhang zwischen den Mutationen, die
wir bei Threm Kind nachgewiesen haben, und der klinischen Auspragung der Erkrankung
besteht. Wir wiirden Sie daher bitten, uns mit Hilfe lhres Arztes Fragen zur Krankheit
Ihres Kindes zu beantworten. Mit Hilfe dieser Daten kdnnen wir die klinische Auspragung
der Erkrankung bei mannlichen und weiblichen Patienten miteinander vergleichen.

Samtliche Daten werden entsprechend des Datenschutzgesetzes 10 Jahre aufbewahrt.
Die wissenschaftliche Auswertung und Verdffentichung der Daten erfolgt in
pseudonymisierter Form in Zusammenarbeit mit dem Dr. v. Haunerschen Kinderspital in
Munchen. Alle Mitarbeiter unterliegen der Arztlichen Schweigepflicht. Es wird versichert,
dass keine individualisierten Daten an Dritte weitergegeben werden.

Wir kénnen lhnen zwar selbst keinen Vorteil aus der Studie versprechen, allerdings
kénnten Sie so der Wissenschaft einen Beitrag an der Erforschung des Alport-Syndroms
leisten. Sie haben jederzeit die Maglichkeit, ohne Angaben von Griinden und ohne
jegliche Nachteile, von dieser Studie zurtck-zutreten und die Vernichtung der Daten |hres
Kindes zu verlangen.

Wir danken lhnen fiir die Bereitschaft, an der Studie teilzunehmen.
Mit freundlichen Griiten
Dr. J. Hofele

PD Dr. Weber S. Beicht
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ZENTRUM FUR HUMANGENETIK UND LABORATORIUMSMEDIZIN
Dr, Klein, Dr. Rost und Kollegen

Einverstandniserkldrung

Studie zur Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei Patienten mit Alport-Syndrom

Im Zentrum fir Humangenetik und Laboratoriumsmedizin Dr. Klein, Dr. Rost und
Kollegen in Martinsried wird in Zusammenarbeit mit dem Dr. von Haunerschen
Kinderspital in Minchen die klinische Auspriagung und der Verlauf des Alport-Syndroms
bei weiblichen und mannlichen Patienten untersucht. Derzeit wird erforscht, ob eine
Korrelation mit genetischen Mutationen besteht. Da Sie oder |hr Kind von dieser Erkran-
kung betroffen sind, wiirden die Untersucher lhnen gerne einige Fragen zu Beginn und
Verlauf der Erkrankung stellen. Dies erfolgt in schrifticher Form im Sinne eines
Fragebogens (siehe Anlage). Sie werden gebeten, diesen Fragebogen mit Hilfe Ihres
betreuenden Arztes auszufillen. Hierdurch werden klinische Daten erfasst und kdnnen
dann miteinander verglichen werden.

Fior die Auswertung ist die Speicherung Ihrer persénlichen Angaben notwendig. Die
Daten werden entsprechend des Datenschutzgesetzes 10 Jahre aufbewahrt. Die
wissenschaftliche Auswertung und Verdffentlichung der Daten erfolgt in pseudo-
nymisierter Form. Alle Mitarbeiter in Ihrem betreuenden Zentrum, am Zentrum far
Humangenetik und Laboratoriumsmedizin Dr. Klein, Dr. Rost und Kollegen in Martinsried
und im Dr. von Haunerschen Kinderspital in Monchen unterliegen der Arztlichen
Schweigepflicht. Eine Weitergabe der Daten an Dritte erfolgt nicht. Sie haben jederzeit
die Maglichkeit, von dieser Studie zuriickzutreten und die Vemichtung Threr
personenbezogenen Daten zu verlangen. Mit der Durchfihrung dieser Studie werden
keinerlei kommerzielle Ziele verfolgt. Personen, welche an dieser Untersuchung
teilnehmen, werden keinen unmittelbaren Nutzen aus den Ergebnissen haben.
Maglicherweise konnen jedoch in Zukunft Sie bzw. lhr Kind und andere betroffene
Patienten von den neuen Erkenntnissen profitieren.

Hiermit willige ich in die Erfassung, Verarbeitung und Speicherung meiner personen-
bezogenen Daten/der personenbezogenen Daten meines Kindes zum vorgesehenen
Zweck ein. Ein Exemplar der Eltemn- bzw. Kinder- und Patienteninformation zur
wissenschaftlichen Arbeit wurde mir ausgehandigt.

Ort, Datum
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Abb. 9: Einverstandniserklarung
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ZENTRUM FUR HUMANGENETIK UND LABORATORIUMSMEDIZIN

O Elliptozytose
O Immunologische Auffalligkeiten

1. Aktueller Zeitpunkt:
Grole: cm

Niere:
O Odeme (Wassereinlagerungen)
O Polyurie (ibermafige Urinausscheidung)
O Polydipsie (Gbermafiger Durst)
O Hypertonie — therapiebediirftig:
Sonstige:
O Mittelgesichtshypoplasie
O geistige Retardierung (Entwicklungsstérung)
O diffuse Leiomyomatose: O dsophageal
O tracheo-bronchial
O genital
O andere Lokalisation

Oja Onein

O sonstige Manifestationen:

+ wenn ja, welche:

Dr. Klein, Dr. Rost und Kollegen :
Alport-Syndrom: Fragebogen Dr. J. Hofele, PD Dr. L. Weber, S. Beicht =1
|. Patientenstammdaten
Name: Vorname: geb. am: (Tag)/ (Monat)/ (Jahr)
Geschlecht: O mannlich O weiblich
Sind die Eltern blutsverwandt? O ja O nein
Gibt es Verwandte mit Nierenerkrankungen und wenn ja, welche?

O Mutter: O Vater:
O Schwester: Q Bruder:
O sonstige:
I.Diagnosestellung: (Tag)/ (Monat)/ (Jahr)
Grofe: cm Gewicht: kg
1.Symptomatik (bei Diagnosestellung): Wenn maglich, bitte arztlichen Bericht zusenden
Niere: Auge:
O Odeme (Wassereinlagerungen) O Lentikonus (Formabweichung der Linse)
O Polyunie (ibermafige Urinausscheidung) O Katarakt (Grauer Star)
O Polydipsie (Gbermafiger Durst) O sonstige Augenveranderungen:
O Hypertonie — therapiebedirftig: O ja O nein
Sonstige: Ohr:
O Mittelgesichtshypoplasie O Schwerhdrigkeit’Horstérung
O geistige Retardierung (Entwicklungsstérung)
O diffuse Leiomyomatose: O dsophageal
O tracheo-bronchial
O genital
O andere Lokalisation
0O sonstige Manifestationen:
2. Befunde (bei Diagnosestellung)
Blut: Urin:
O Kreatinin-Clearance: mi/min O Kreatinin: mg/dl
O Serum-Kreatinin: ma/d! 0O GFR: ml/fmin
0O Serum-Hamstoff: ma/dl Mit welcher Methode bestimmit?
O Makrothrombozytopenie
O Leukozyteneinschlisse O Mikrohdmaturie (Blutim Urin): O+ O++ O+++

O Proteinurie:

_ (Tag) (Monat)/ (Jahr)

Gewicht: kg

1.Symptomatik (zum aktuellen Zeitpunkt) Wenn maglich, bitte arztlichen Bericht zusenden

Auge:

O Lentikonus (Formabweichung der Linse)
O Katarakt (Grauer Star)

O sonstige Augenveranderungen:

Ohr:
O Schwerhorigkeit’Horstérung

Abb. 10: Fragebogen (Seite 1)
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2. Befunde (zum aktuellen Zeitpunkt)

Blut:

O Kreatinin-Clearance: _ ml/min
O Serum-Kreatinin: _ mg/di
O Serum-Hamstoff: _ mg/di

O Makrothrombozytopenie
O Leukozyteneinschlusse
O Elliptozytose

O Immunologische Auffalligkeiten — wenn ja, welche:

Urin:
O Kreatinin: mg/dl
0 GFR: ml/min

Mit welcher Methode bestimmt?

O Mikrohdmaturie (Blutim Urin): O+ O++ O+++

O Proteinurie:

IV. Nierenbiopsie: Wenn maglich, bitte Befundkopie zusenden

Wurde eine Nierenbiopsie durchgefiihrt?

Erste Biopsie: __ (Tag)/___ (Monat)/___ (Jahr)
O Dinne Basalmembran-Nephropathie (TBMN)
O Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS)
O Alport-Syndrom
O ohne Befund

O sonstiger Befund:

V. Behandlung

1. Medikamente

O nein Oja — wenn ja:

Zweite Biopsie: __ (Tag)/___ (Monat)/____ (Jahr)
O Dinne Basalmembran-Nephropathie (TBMN)

O Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS)

O Alport-Syndrom
O ohne Befund

O sonstiger Befund:

O Renin-Angiotensin-System-Blockade durch ACE-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Blocker, z. Bsp.:

+ Ramipril, Enalapril
+ Losartan, Combisartan, Telmisartan
» Einnahme seit:
O Cyclosparin
» Einnahme seit:
O sonstige Medikamente
» Einnahme seit:
-
-

2. Dialyse/Nierentransplantation

Besteht Dialysepflicht? O nein O ja — wenn ja:

seif:

Wurde eine Nierentransplantation durchgefiihrt?
1. Transplantation:
2. Transplantation:

VI. Anmerkungen

_ (Monat)/____ (Jahr)

_ (Monat)/___ (Jahr)

_ (Monat)____ (Jahr)
_ (Monat)/____ (Jahr)
_ (Monat)/____ (Jahr)

O Hamodialyse O Peritonealdialyse
(Monat)/ (Jahr)

O nein O ja - wenn ja:
(Monat)/ (Jahr)
(Monat)/ (Jahr)

Wenn Sie noch Anmerkungen oder Erganzungen zur klinischen Auspragung haben, bitten wir Sie diese

nachzutragen:

Wir danken lhnen vielmals fiir lhre Mihe.

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

Telefon:
E-mail:

Name:
Anschrift:

Fax:

Abb. 11: Fragebogen (Seite 2)
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3 Ergebnisse

3.1 Das Patientenkollektiv

87 Patienten standen fur molekulargenetische Untersuchungen zur Verflgung. Bei
67 Patienten konnten Mutationen in den Genen COL4A3, COL4A4 oder COL4A5
nachgewiesen werden. Dies entspricht somit einer Detektionsrate von 77,0%. Von
den Patienten mit nachgewiesenen Mutationen hatten 17,9% diese in COL4A3 (12
Patienten), 16,4% der Patienten hatten diese in COL4A4 (11 Patienten) und 65,7% in
COL4A5 (44 Patienten). Von 38 Patienten mit nachgewiesenen Mutationen konnten
vollstdndige Angaben zur klinischen Auspragung der Erkrankung ermittelt werden.
Das Patientenkollektiv besteht somit aus 38 Patienten. Beim Patientenkollektiv
handelt es sich um 17 weibliche Patientinnen und 21 mannliche Patienten. Die
Geschlechterverteilung war mit 44,7% weiblichen und 55,3% ménnlichen Patienten
ausgewogen. Es befinden sich 24 padiatrische (Alter < 18 Jahre) und 14 adulte
Patienten (Alter > 18 Jahre) im Kollektiv. Das mittlere Alter der Patienten betragt
20,55 Jahre. Der jungste Patient war 2 Jahre, der alteste Patient 64 Jahre alt.

Im Patientenkollektiv konnten bei 15,8% (6 Patienten) Mutationen in COL4A3, bei
10,5% (4 Patienten) Mutationen in COL4A4 und bei 73,7% (28 Patienten) Mutationen
in COL4A5 nachgewiesen werden. Zu den Mutationen z&hlen bekannte Mutationen
(BM), die bereits in der Literatur beschrieben waren. Die Mehrzahl der Mutationen ist
jedoch unbekannt (UM) und wurde bis dato noch nicht beschrieben (Tab. 1) (vgl.
HGMD, ARUP).

Von den insgesamt 40 nachgewiesenen Mutationen sind 22 Missense-Mutationen,
bei denen es zu einem Austausch der Aminosaure kommt und zwei Nonsense-
Mutationen, die zu einem vorzeitigen Proteinkettenabbruch fihren. Daneben gibt es
vier Frameshift-Mutationen, die zu einer Verschiebung des Leserasters fihren und
sieben Intron-Mutationen. Bei diesen Intron-Mutationen handelt es sich in der Regel
um Splice-site-Mutationen: am Ubergang von Intron zu Exon gibt es Erkennungs-
sequenzen fur das SpleiBen. Die Erkennungssequenz am 3‘-Ende des Intron nennt
man SpleiB-Donor-Sequenz, die am 5-Ende Splei3-Akzeptor-Sequenz. Punktmuta-
tionen in diesen Bereichen flihren zu einem aberranten Spleien; daher der Name

34



- Ergebnisse -

Splice-site-Mutationen. Bei Patient 4 darf allerdings definitionsgemaf nicht von einer
Splice-site Mutation gesprochen werden, da sich die Mutation mit IVS15+9 zu tief im
Intron befindet (siehe Tab. 2a und Tab. 21). Es ist dennoch davon auszugehen, dass
es auch bei dieser Mutation zu einem aberranten SpleiBen kommt. AuBBerdem sind in
unserem Patientenkollektiv eine stille Mutation, bei der es zwar zu keinem Aus-
tausch der AS kommt, die aber mit hoher Wahrscheinlichkeit zu aberrantem Splei3en
fOhrt, und vier Deletionen vorhanden (siehe auch Tab. 2a, 3 und 4 oder Tab. 21). Bei
Patientin 31 liegt die Mutation in Mosaikform vor (13-22% der Zellen sind von der

Mutation betroffen).
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Pat. Geschl. | Alter Gen Nukleotidverdnderung AS-Veridnderung IEn)t(l?onrln

34 m 26 COL4A3 c.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21 um
33 m 33 COL4A3 €.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47 um
36 m 8 COL4A3 €.4887_4888delCA (H) p.-Tyr1629* (H) 51 UM
16 w 5 COL4A3 ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Glu (h) 42 UM
¢.1892G>T (h) p.Gly631Val (h) 26 UM

9 w 34 COL4A3
c.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52 BM
c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48 UM

21 w 10 COL4A3
c.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49 UM
26 m 10 COL4A4 €.4208_4209insC (h) p-Ser1403ProfsX29 (h) 44 UM
27 w 33 COL4A4 ¢.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23 um
17 w 15 COL4A4 €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28 UM
22 w 5 COL4A4 €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48 UM
28 m 64 COL4A5 Deletion Exon 2 2 UM
29 m 2 COL4A5 Deletion Exon 2 2 UM
37 m 7 COL4A5 c.384G>A p.Lys128Lys 6 UM
19 m 5 COL4A5 ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10 um
7 m 18 COL4A5 c.973G>A p.Gly325Arg 17 BM
10 m 17 COL4A5 €.965G>T p.Gly322Val 17 UM
25 m 6 COL4A5 c.1871G>A p.Gly624Asp 25 BM
38 m 11 COL4A5 c.1871G>A p.Gly624Asp 25 BM
8 m 16 COL4A5 c.4787G>T p.Gly1596Val 49 UM
35 m 14 COL4A5 c.4793C>T p.Ser1598Phe 49 UM
m 51 COL4A5 c.4931C>G p.Ser1644Cys 50 UM
6 m 61 COL4A5 c.4895G>A p.Cys1632Tyr 50 UM
11 m 34 COL4A5 c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS3 BM
4 m 17 COL4A5 €.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15 UM
18 m 12 COL4A5 €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16 UM
13 m 8 COL4A5 ¢.4510+1G>T (IVS47+1G>T) 1VS47 UM
3 m 15 COL4A5 c.4688+1G>A (IVS48+1G>A) VS48 UM
30 w 27 COL4A5 Deletion Exon 2 (h) 2 um
1 w 39 COL4A5 €.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17 BM
2 w 17 COL4A5 ¢.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19 um
15 w 10 COL4A5 ¢.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19 um
20 w 6 COL4A5 €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31 BM
14 w 5 COL4A5 €.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37 BM
12 w 55 COL4A5 ¢.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39 UM
23 w 10 COL4A5 c.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49 UM
24 w 31 COL4A5 €.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50 um
31 w 46 COL4AS5 C'2396_|\1|0Gs>a/?k(l1\$222902 G>A); IVS29 | UM
32 w 29 COL4A5 = ¢.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33 UM

Tab.1: Das Patientenkollektiv:

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); UM, unbekannte Mutation; BM, bekannte

Mutation; (h) heterozygot; (H), homozygot; ansonsten hemizygot

3.1.1 Mutationsverteilung

Bei den Patienten mit Mutationen in COL4A5 konnten folgende Nukleotid- und

Aminosauren-Veranderungen nachgewiesen werden (Tab. 2a):
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Pat. Sequenzvariation Nukleotidverdnderung AS-Verénderung Exon/Intron
28 GroBere Deletion Deletion Exon 2 2
29 GroBere Deletion Deletion Exon 2 2
30 GroBere Deletion Deletion Exon 2 (h) 2
37 Stille Mutation c.384G>A p.Lys128Lys 6
19 Duplikation ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10
10 Missense €.965G>T p.Gly322Val 17
1 Missense c.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
7 Missense c.973G>A p.Gly325Arg 17
15 Insertion ¢.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19
2 Missense c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
25 Missense c.1871G>A p.Gly624Asp 25
38 Missense c.1871G>A p.Gly624Asp 25
20 Missense €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31
14 Missense ¢.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37
12 Missense ¢.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39
8 Missense c.4787G>T p.Gly1596Val 49
23 Missense c.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49
35 Missense c.4793C>T p.Ser1598Phe 49
6 Missense C.4895G>A p.Cys1632Tyr 50
24 Missense €.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50
5 Missense c.4931C>G p.Ser1644Cys 50
11 Splice site c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS3
4 Intron-Mutation €.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
18 Splice site €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16
31 Splice site €.2396-1G>A (IVS29-1G>A); Mosaik 13-22% 1VS29
32 Splice site ¢.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33
13 Splice site c.4510+1G>T (IVS47+1G>T) IVS47
3 Splice site €.4688+1G>A (IVS48+1G>A) 1VS48

Tab. 2a: Nukleotidveranderungen und AS-Verénderungen in COL4A5

AS, Aminosaure; (h) heterozygot; ansonsten hemizygot; Mitglieder einer Familie sind in derselben Farbe dargestellt

Die Mutationen in COL4A5 sind gleichmaBig Uber das gesamte Gen verteilt. Dies
wird Abb. 12 grafisch dargestellt:

Anzahl der Mutationen pro Exon in COL4AS

Abb. 12: Verteilung der Mutationen auf die Exons von COL4A5

Ein gehduftes Auftreten von Mutationen in einem bestimmten Exon kam in der Regel

dadurch zustande, dass sich im Patientenkollektiv zum Teil Mitglieder einer Familie

befanden, die somit gleiche Mutationen aufwiesen. In Tab. 2a wurden die Mitglieder
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einer Familie dementsprechend in derselben Farbe dargestellt. Dennoch fallt auf,
dass im Kollektiv zweimal jeweils zwei Patienten exakt dieselbe Mutation aufwiesen,
obwohl diese nicht miteinander verwandt sind: Patientin 1 und Patient 7, sowie
Patient 25 und Patient 38 (separat in Tab. 2b dargestellt). In beiden Fallen handelt
es sich um eine Glycin-Mutation. Fir die Ausbildung der Trippelhelix im Kollagen-
Protein ist es notwendig, dass jede dritte Aminosaure ein Glycin ist. Somit kommen
Glycin-Mutationen gehauft vor. Ein Glycin-Austausch im Protein fUhrt zu einer Fehl-
bildung der Trippelhelix des Kollagens und damit zu einem Funktionsverlust der GBM
(Hudson et al. 2003) (siehe Kap. 1.1.2). Die beiden hier aufgetretenen Glycin-
Mutationen wurden beide bereits in der Literatur beschrieben (Knebelmann et al.
1992 und Martin et al. 1998). Sie scheinen haufiger aufzutreten. Dies qilt es
allerdings, noch genauer zu untersuchen.

Pat. Sequenzvariation Nukleotidverdnderung AS-Verénderung Exon
1 Missense c.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
7 Missense c.973G>A p.Gly325Arg 17

25 Missense c.1871G>A p.Gly624Asp 25
38 Missense c.1871G>A p.Gly624Asp 25

Tab. 2b: Nukleotidveréanderungen und AS-Veranderungen in COL4A5, nicht-miteinander verwandte Patienten mit gleicher
Mutation; AS, Aminosaure; (h) heterozygot; ansonsten hemizygot

Die Patienten mit Mutationen in COL4A4 wiesen folgende Nukleotid- und Amino-

saureveranderungen auf (Tab. 3):

Pat. Sequenzvariation Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon
27 Missense ¢.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23
17 Duplikation €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28
26 Insertion €.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44
22 Deletion €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48

Tab. 3: Nukleotidverdnderungen und AS-Veranderungen in COL4A4
AS, Aminosaure; (h) heterozygot; (H), homozygot
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Die Patienten mit Mutationen in COL4A3 wiesen folgende Nukleotid- und Amino-
saureveranderungen auf (Tab. 4). Hier wurden bei zwei Patienten zwei Mutationen

nachgewiesen, die sich in verschiedenen Exons befanden:

Pat. Sequenzvariation Nukleotidverdnderung AS-Verédnderung Exon
34 Missense ¢.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21
16 Missense ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Gilu (h) 42
33 Missense €.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47
36 Deletion €.4887_4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51
3 Missense ¢.1892G>T (h) p.Gly631Val (h) 26

Missense €.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52
1 Missense c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48
Deletion c.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49

Tab. 4: Nukleotidveranderungen und AS-Veranderungen in COL4A3
AS, Aminosaure; (h) heterozygot; (H), homozygot
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3.1.2 Ergebnisse der Sequenzanalysen

Patient 1 !

Gen: COL4A5

Exon 17

Nukleotidveranderung: ¢.973G>A (h)
AS-Veranderung: p.Gly325Arg (h)
Bekannte Mutation

C C

(]
]
I=
I=

4/ \ / \\ | Art der Sequenzvariation: Missense
! '} \ ! !
f \. i \-\/‘_\ /\f
35 : — . 40
COL4A5/Exon 17
Patient 2 !
C A G G T A Gen: COL4A5
Exon 19
Nukleotidveranderung: ¢.1165G>A (h)
AS-Veranderung: p.Gly389Arg (h)
/\ Unbekannte Mutation
/ *\ N\ Art der Sequenzvariation: Missense
COL4A5/Exon 19 | COL4A5/Intron 19 |
Patient 3 !
C G G T A A Gen: COL4A5
Intron 48

Nukleotidveréanderung: c.4688+1G>A (IVS48+1G>A)
Unbekannte Mutation
Art der Sequenzvariation: Splice site

COL4A5/Exon 48 | COL4A5/Intron 48 |

Patient 4 !

c] A T G i A Gen: COL4A5

Intron 15

Nukleotidveranderung: ¢.891+9T>G (IVS15+9T>G)
: Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Intron-Mutation

+*1I|j

| COL4A5/Intron 15 |
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Patient 5 !

C i C C T A

L
COL4A5/Exon 50
Patient 6 !
A T G T C A

80 - a5
COL4A5/Exon 50

Patient 7 !

C C G G A A

.:"m\ fﬂ 3 Pl
f

r—
35 a0

Patient 8 !

2 G G T T A

-

— ¥
COL4A5/Exon 49

Gen: COL4A5

Exon 50

Nukleotidveréanderung: ¢.4931C>G
AS-Veranderung: p.Ser1644Cys
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Exon 50

Nukleotidverédnderung: c.4895G>A
AS-Veranderung: p.Cys1632Tyr
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Exon17

Nukleotidveranderung: ¢.973G>A
AS-Veranderung: p.Gly325Arg
Bekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Exon 49

Nukleotidveranderung: ¢.4787G>T
AS-Veranderung: p.Gly1596Val
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense
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Patient 9 !

A G G A G T

£5
COL4A3/Exon 52

Patient 10 !

COL4A5/Exon 17

Patient 11 !
A G G T A

COL4A5/Exon 3 | COL4AS5/Intron 3

Gen: COL4A3

Exon 26

Nukleotidveranderung: ¢.1892G>T (h)
AS-Veranderung: p.Gly631Val (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A3

Exon 52

Nukleotidveranderung: ¢.4981C>T (h)
AS-Veranderung: p.Arg1661Cys (h)
Bekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Exon 17

Nukleotidveréanderung: ¢.965G>T
AS-Veranderung: p.Gly322Val
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Intron 3

Nukleotidveréanderung: ¢.231+1G>A (IVS3+1G>A)
Bekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Splice site
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Patient 12 !
G G G T G A

a0
COL4A5/Exon 39
Patient 13 !
G G G T G A

.’l; d ...\".
= P S i
g " . / #-" '\'\ ."‘
J/ \ { o \ '

Col4A5/Exon 47 | COL4A5/ Intron 47 |

Patient 14 !
c C G G A T

COL4A5/Exon 37

Patient 15 !
A A A G G A
| ! | . !
ma.

COL4A5/Exon 19

Gen: COL4A5

Exon 39

Nukleotidveréanderung: ¢.3545G>T (h)
AS-Veranderung: p.Gly1182Val (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Intron 47

Nukleotidveréanderung: ¢.4510+1G>T (IVS47+1G>T)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Splice site

Gen: COL4A5

Exon 37

Nukleotidveranderung: ¢.3319G>A (h)
AS-Veranderung: p.Gly1107Arg (h)
Bekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Exon 19

Nukleotidveranderung: ¢.1073_1074insC (h)
AS-Veranderung: p.Lys358AsnfsX53 (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Insertion mit Frameshift
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Patient 16 !

A G G A G

COL4AS3/Exon 42

Patient 17 !

C C - T G

A A AN
i ﬁ‘xu/j \\jﬂ\f "‘x“,

F g

F
COL4A4/Exon 28
Patient 18 !
C T G T A A
-~ 7~ { gt
- f \ o Y of !
JAVATYEY \ /\
# L-;. N \',: I'J.'l .,{‘ 1;_/( X
a5
COL4A5/Exon 16 | COI4A5/Intron 16
Patient 19 ! !
C C . - A E

I"-.. /_/-\d
\ .

15
COL4A5/Exon 10

Gen:COL4A3

Exon 42

Nukleotidveranderung: ¢.3575G>A (h)
AS-Veranderung: p.Gly1192Glu (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen:COL4A4

Exon 28

Nukleotidveranderung: ¢.2219dupC (H)
AS-Veranderung: p.Val741CysfsX47 (H)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Duplikation mit Frameshift

Gen: COL4A5

Intron 16

Nukleotidveréanderung: ¢.936+1G>A (IVS16+1G>A)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Splice site

Gen: COL4A5

Exon 10

Nukleotidveranderung: ¢.560_561dupCC
AS-Veranderung: p.Thr188ProfsX16

Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Duplikation mit Frameshift
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Patient 20 !

= C G G A G

Man/

COL4A5/Exon 31

Patient 21 !
A G G T T T

COL4A4/Exon 48

Gen: COL4A5

Exon 31

Nukleotidveranderung: ¢.2605G>A (h)
AS-Veranderung: p.Gly869Arg (h)
Bekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A3

Exon 48

Nukleotidveranderung: c. 4280G>A (h)
AS-Veranderung: p.Gly1427Asp (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A3

Exon 49

Nukleotidveranderung: c.4559_4561delCAT (h)
AS-Veranderung: p.Ser1520del (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Deletion

Gen: COL4A4

Exon 48

Nukleotidveranderung: ¢.4820delC (h)
AS-Veranderung: p.Ala1607ValfsX49 (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Deletion mit Frameshift
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Patient 23 !

T T c G T T Gen: COL4A5
, Exon 49
Nukleotidveréanderung: c.4793C>T (h)
AS-Veranderung: p.Ser1598Phe (h)
. 7 Unbekannte Mutation
N - Art der Sequenzvariation: Missense

Jl_. l"\'...""l Ill
COL4A5/Exon 49
Patient 24 !
C T C C T A Gen: COL4A5

Exon 50
Nukleotidveréanderung: ¢.4931C>G
' AS-Veranderung: p.Ser1644Cys (h)
¥ . Unbekannte Mutation
' i Art der Sequenzvariation: Missense

I/’ '\\';‘-" "-.__ ﬁi //\ / -"1 3':IJ.' ‘L

COL4A5/Exon 50

Patient 25 !

T G G = ) T T Gen: COL4A5
Exon 25
Nukleotidverédnderung: c.1871G>A
AS-Veranderung: p.Gly624Asp
fiy Bekannte Mutation
\ Art der Sequenzvariation: Missense

a0 ' 85

COL4A5/Exon 25

Patient 26 !
e C T C A 6] Gen: COL4A4
. Exon 44
™ ; Nukleotidveranderung: ¢.4208_4209insC (h)

AS-Veranderung: p.Ser1403ProfsX29 (h)
Unbekannte Mutation
Art der Sequenzvariation: Insertion mit Frameshift

COL4A4/Exon 44

120
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Patient 27 !
T G G T G

JAVAV-VA
g 0 : =

COL4A4/Exon 23

Patient 28
Deletion des gesamten Exons 2, COL4A5

[ Ble]

]
0 100 150 00 250 300 350 400 450 500 S50 500

£.000 e L
5500
5000
4.500
4.000

3500

<L B HJ.lllhl

3000 |.

500

Patient 29
Deletion des gesamten Exons 2, COL4A5

400 450 500 550

T Y T S S S LD Y Y T SR ST

Patient 30
Deletion des gesamten Exons 2, COL4A5
[ B ]
&0 100 .H':O "m 'm ?uo .asa 400 450 'sm 550 00

5500

o

-

-

1500

e

Gen: COL4A4

Exon 23

Nukleotidveranderung: ¢.1634G>C (h)
AS-Veranderung: p.Gly545Ala (h)
Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: Missense

Gen: COL4A5

Exon 2

Nukleotidveranderung: Deletion Exon 2
Methode: MLPA

Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: GroBere Deletion

Gen: COL4A5

Exon 2

Nukleotidveranderung: Deletion Exon 2
Methode: MLPA

Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: GroBere Deletion

Gen: COL4A5

Exon 2

Nukleotidveranderung: Deletion Exon 2
Methode: MLPA

Unbekannte Mutation

Art der Sequenzvariation: GroBere Deletion
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Patient 31 !
A A €] €] T €] Gen: COL4A5
Intron 29
Nukleotidveranderung: ¢.2396-1G>A (IVS29-1G>A);
Mosaik: 13-22% der Zellen betroffen
Unbekannte Mutation
f, =y ™\ ~ Art der Sequenzvariation: Splice site
\ /\
) 1 2 3
| COL4A5/Intron29 | COL4A5/Exon 30
Patient 32 !
A A G G T, A Gen: COL4A5
Intron 33
Nukleotidveréanderung: ¢.2918-1G>C (h)
(IVS33-1G>C) (h)
Unbekannte Mutation
j’_ .-“P N ey Art der Sequenzvariation: Splice site
; \ ; / .‘u_ ™\ l‘h
G F NN
1 2 3
| COL4A5/Intron 33 | COL4A5/Exon 34
Patient 33 !
G Gen: COL4A3
f 2 - ¥ ¥ C Exon 47
! Nukleotidveranderung: ¢.4235G>A (h)
| AS-Veranderung: p.Gly1412Asp (h)
i Unbekannte Mutation
L ' Art der Sequenzvariation: Missense
."'r _’-,—'"‘
-3
COL4A3/Exon 47
Patient 34 !
G A G G c C Gen: COL4A3
Exon 21
" Nukleotidveréanderung: c.1219G>A (H)
AS-Veranderung: p.Gly407Ser (H)
I _ . N\ Unbekannte Mutation
by N \ I,/\\ Art der Sequenzvariation: Missense
| | h “,
In'l lI i "-. / I'nl /' 3
T S oY ..
70

COL4A3/Exon 21
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Patient 35 !
T T E C T T Gen: COL4A5
: Exon 49
Nukleotidveréanderung: ¢.4793C>T
AS-Veranderung: p.Ser1598Phe
£ Unbekannte Mutation
5 W R = £ Art der Sequenzvariation: Missense
h F) [ i F \.I‘.I f %
L : / H ..".I _{"Im\ 4 A j A
105

Patient 36 ! !
T A £ A G 1 Gen: COL4A3
Exon 51
Nukleotidveranderung: ¢.4887_4888delCA (H)
AS-Veranderung: p.Tyr1629* (H)
n 1 Unbekannte Mutation
L Art der Sequenzvariation: Deletion
|l|'I -__II .." )
A \
T

COL4A3/Exon 51

Patient 37 !

A A G G T G Gen: COL4A5
Exon 6
Nukleotidveréanderung: c.384G>A
AS-Veranderung: p.Lys128Lys

: A ~ Unbekannte Mutation
f b TN Art der Sequenzvariation: Stille Mutation
AVAVA )/\
/ ;rr \
COL4A5/Exon 6 | COL4A5/Intron6 |
Patient 38 !
T €] G T T T Gen: COL4A5
Exon 25

Nukleotidveréanderung: c.1871G>A
AS-Veranderung: p.Gly624Asp
P Bekannte Mutation

f ™ Art der Sequenzvariation: Missense

COL4A5/Exon 25

AS, Aminosaure; (h) heterozygot; (H), homozygot; ansonsten hemizygot
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3.2 Hamaturie

3.2.1 Mutationen in COL4A5

Zu den Patienten mit Mutationen in COL4A5 wurden folgende Angaben zur Hama-

turie gemacht. 82,4% der Ménner und 72,7% der Frauen wiesen eine Hamaturie auf

(Tab. 5a):
Pat. | Geschl. | Alter Ham. Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon/Intron
29 m 2 Deletion Exon 2 2
m 61 c.4895G>A p.Cys1632Tyr 50
m 18 c.973G>A p.Gly325Arg 17
10 m 17 + €.965G>T p.Gly322Val 17
4 m 17 + €.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
28 m 64 ++ Deletion Exon 2 2
5 m 51 ++ c.4931C>G p.Ser1644Cys 50
25 m 6 ++ c.1871G>A p.Gly624Asp 25
18 m 12 ++ €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16
37 m 7 ++ c.384G>A p.Lys128Lys 6
8 m 16 +++ c.4787G>T p.Gly1596Val 49
35 m 14 +4++ c.4793C>T p.Ser1598Phe 49
38 m 11 +++ c.1871G>A p.Gly624Asp 25
19 m 5 +4++ ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10
3 m 15 +++ c.4688+1G>A (IVS48+1G>A) 1VS48
11 m 34 +++ c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS03
13 m 8 +++ c.4510+1G>T (IVS47+1G>T) 1VS47
14 w 5 €.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37
24 w 31 €.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50
15 w 10 €.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19
2 w 17 + c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
12 w 55 + €.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39
32 w 29 + ¢.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33
1 w 39 ++ €.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
20 w 6 ++ €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31
23 w 10 ++ €.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49
31 w 46 ++ €.2396-1G>A (IVS29-1G>A); Mosaik 13-22% IVS29
30 w 27 +++ Deletion Exon 2 (h) 2

Tab. 5a: Hamaturie bei Mutationen in COL4A5

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot;

ansonsten hemizygot; gelb markiert sind Patienten, bei denen eine Hamaturie isoliert auftritt

In Abb. 13 sind die Angaben zur Hamaturie von Frauen und Mé&nnern grafisch
dargestellt. Dies macht nochmals deutlich, dass Manner 6fter und starker von
Hamaturie betroffen sind als Frauen (Abb. 13). 41,2% der Méanner wiesen eine
ausgepragte Hamaturie von +++ auf, aber auch eine Frau, bei der es sich um eine

27-jahrige Patientin handelt und die eine Deletion von Exon 2 im COL4A5-Gen hat,
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weist eine ausgepragte Hamaturie von +++ auf. Die Deletion befindet sich am 5°-
Ende des Gens. Obwohl Hamaturie als Leitsymptom des Alport-Syndroms bezeich-
net wird, zeigen 21,4% der Patienten keine Hamaturie. Hierbei handelt es sich um
vier padiatrische Patienten sowie einen adult weiblichen und einen adult mé&nnlichen
Patienten. Das mittlere Alter der Patienten ohne Hamaturie betragt 21,2 Jahre. Der
adult mannliche ist ein 61-jahriger Patient mit einer Mutation in Exon 50, also am 3*-
Ende des Gens.

10

9

8

7

6 -

5 m Weiblich
4 m Minnlich
3 -

2 _

1 _

0 _

keine Hamaturie + ++ i+

Abb. 13: Hamaturie bei Mutationen in COL4A5

Das Symptom Hamaturie trat bei 5 Patienten, welche in Tab. 5a gelb markiert sind
und in Tab. 5b separat dargestellt sind, isoliert auf (Pat. 10, 25, 30, 37, 38):

Pat. | Geschl. | Alter Ham. Nukleotidveranderung AS-Verianderung Exon
10 m 17 + c.965G>T p.Gly322Val 17
25 m 6 ++ c.1871G>A p.Gly624Asp 25
37 m 7 ++ c.384G>A p.Lys128Lys 6
38 m 11 +++ c.1871G>A p.Gly624Asp 25
30 w 27 +++ Deletion Exon 2 (h) 2

Tab. 5b: Isolierte Hdmaturie bei Mutationen in COL4A5
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; ansonsten hemizygot

Auffallig ist, dass Patienten eine isolierte und sehr ausgepragte Hamaturie aufweisen
kénnen, ohne sonst weitere Symptome des Alport-Syndroms zu haben. Bei Patient
37 handelt es sich um eine stille Mutation, die zu keinem Austausch der Aminosaure
fihrt. Es ist dennoch davon auszugehen, dass diese Mutation zu einem aberranten
SpleiBen fiihrt, da auch die Mutter unter einem Alport-Syndrom leidet und das
Vorhersage-Programm SpliceView ein verandertes SpleiBen vorhersagt. Bei Patient
30 konnte eine Deletion des gesamten Exons 2 nachgewiesen werden. Bei allen
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anderen Patienten mit isolierter Hamaturie handelt es sich um Missense-Mutationen,
dabei ausschlieBlich um Glycin-Mutationen. Patient 25 und Patient 38 sind Patien-
ten, die exakt dieselbe Mutation aufweisen, aber nicht miteinander verwandt sind. Die
Mutation wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (Martin et al. 1998). Die
Mutationen befinden sich eher am 5'-Ende des Gens befinden.

3.2.2 Mutationen in COL4A4

Bei den Patienten mit Mutationen in COL4A4 weist der einzige mannliche Patient
bereits im Alter von 10 Jahren eine Hamaturie von +++ auf (Pat. 26). Es handelt sich
bei ihm um eine isolierte Hamaturie. Der Patient weist sonst keine weiteren
Symptome des Alport-Syndroms auf. Samtliche weibliche Patienten geben Hama-
turie als eines der Symptome an. Auch bei einem weiblichen Patienten tritt die
Hamaturie isoliert auf (Pat. 22). Beide Patienten mit isolierter Hamaturie (Pat. 26 und
22) haben Mutationen am 3‘-Ende des Gens. In beiden Fallen handelt es sich um
Frameshift-Mutationen, die mit einem vorzeitigen Proteinkettenabbruch einhergehen
(Tab. 6).

Pat. | Geschl. | Alter Ham. Nukleotidveranderung AS-Veranderung Exon/Intron
26 m 10 +++ €.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44
27 w 33 + ¢.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23
17 w 15 + €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28
22 w 5 ++ €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48

Tab. 6: Hamaturie bei Mutationen in COL4A4
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot; gelb
markiert sind Patienten, bei denen das Symptom Hamaturie isoliert auftritt

3.2.3 Mutationen in COL4A3

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A3 geben samtliche mannliche Patienten
eine Hamaturie von mindestens ++ an. Ein 8-jahriger Patient mit einer Mutation in
Exon 51 in COL4A3 weist sogar eine Hamaturie von +++ auf. Lediglich bei einer
weiblichen Patientin im Alter von 10 Jahren konnte keine Hamaturie nachgewiesen
werden. Es besteht - bei dieser kleinen Fallzahl - kein Hinweis auf eine Genotyp-
Phanotyp-Korrelation. Die Hamaturie trat bei keinem der Patienten isoliert auf. Sie
war immer mit mindestens einem weiteren Symptom des Alport-Syndroms assoziiert
(Tab. 7).
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Pat. | Geschl. | Alter Ham. Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon
33 m 33 ++ ¢.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47
34 m 26 ++ c.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21
36 m 8 +++ €.4887_4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51
o w - c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48

c.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49
16 w 5 ++ ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Gilu (h) 42
c.1892G>T (h) p.Gly631Val (h) 26

9 w 34 ++
c.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52

Tab. 7: Hamaturie bei Mutationen in COL4A3
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.3 Proteinurie

3.3.1 Mutationen in COL4A5

64,7% der Manner mit Mutationen in COL4A5 und 72,7% der Frauen haben eine
Proteinurie. Nur eine Patientin hatte keine Hamaturie und keine Proteinurie (Pat. 24).
Es handelt sich um eine 31-jahrige Patientin mit einer Mutation am 3'-Ende des
Gens. Auch bei einem mannlichen Patienten konnte weder eine Hamaturie noch eine
Proteinurie nachgewiesen werden (Pat. 29). Hierbei handelt es sich um einen 2-
jahrigen Jungen mit einer Deletion von Exon 2. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die
Symptome im Lauf der Erkrankung noch auftreten werden. Bei insgesamt 35,3% der
Méanner konnte keine Proteinurie nachgewiesen werden. Dem gegeniber stehen
27,3% der Frauen. 17,6% der Manner haben eine ausgepragte Proteinurie von +++,
aber keine der Frauen (Abb. 14). Die Patienten, die eine ausgepragte Proteinurie
aufweisen, zeigen in der Regel auch eine ausgepragte Hamaturie. So haben die
Patienten 3 und 11 sowohl eine Proteinurie als auch eine Hamaturie von +++. Patient
5, bei dem auch eine Proteinurie von +++ vorliegt, hat eine Hamaturie von ++.
Nichtsdestotrotz trat bei zwei Patienten eine isolierte Proteinurie auf (Pat. 14, 15).
Diese beiden Patienten weisen eine Frameshift-Mutation in Exon 19 bzw. eine
Missense-Mutation in Exon 37 auf. In vorliegendem Patientenkollektiv besteht bezlg-
lich der Proteinurie kein Hinweis auf eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation (Tab. 8).
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Pat. | Geschl. | Alter Prot. Nukleotidveranderung AS-Verénderung Exon/Intron
29 m 2 - Deletion Exon 2 2
10 m 17 - c.965G>T p.Gly322Val 17
4 m 17 - €.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
25 m 6 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
37 m 7 - €.384G>A p.Lys128Lys 6
38 m 11 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
7 m 18 + c.973G>A p.Gly325Arg 17
6 m 61 + c.4895G>A p.Cys1632Tyr 50
18 m 12 + €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16
19 m 5 + ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10
28 m 64 ++ Deletion Exon 2 2
8 m 16 ++ c.4787G>T p.Gly1596Val 49
35 m 14 ++ c.4793C>T p.Ser1598Phe 49
13 m 8 ++ ¢.4510+1G>T (IVS47+1G>T) IVS47
5 m 51 +++ c.4931C>G p.Ser1644Cys 50
3 m 15 +++ c.4688+1G>A (IVS48+1G>A) VS48
11 m 34 +++ c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS03
24 w 31 - ¢.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50

€.2396-1G>A (IVS29-1G>A);

31 w 46 - ) IVS29

Mosaik 13-22%

30 w 27 - Deletion Exon 2 (h) 2
1 w 39 + ¢.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
14 w 5 ++ €.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37
15 w 10 ++ ¢.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19
2 w 17 ++ ¢.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
12 w 55 ++ ¢.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39
32 w 29 ++ €.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33
20 w 6 ++ €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31
23 w 10 ++ ¢.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49

Tab. 8: Proteinurie bei Mutationen in COL4A5
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; ansonsten hemizygot;

gelb markiert sind Patienten, bei denen eine Proteinurie isoliert auftritt

= e
(=N

ORrNWRUGO N WW

Keine Proteinurie

+ ++

+++

m Weiblich

B Mannlich

Abb. 14: Proteinurie bei Mutationen in COL4A5
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3.3.2 Mutationen in COL4A4

Bei den Patienten mit Mutationen in COL4A4 wies der einzige mannliche Patient
keine Proteinurie auf. Es handelt sich bei diesem Patienten um einen 10-jahrigen
Jungen mit einer Frameshift-Mutation in Exon 44. Zwei von drei Frauen wiesen eine
Proteinurie auf. Beide hatten Mutationen in der Mitte des Gens. Bei keiner der
Frauen trat die Proteinurie isoliert auf (Tab. 9).

Pat. | Geschl. | Alter Prot. Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon
26 m 10 €.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44
22 w 5 €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48
27 w 33 ++ €.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23
17 w 15 ++ €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28

Tab. 9: Proteinurie bei Mutationen in COL4A4

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.3.3 Mutationen in COL4A3

Samtliche Patienten mit Mutationen in COL4A3 wiesen eine Proteinurie von ++ auf.
Bei keinem der Patienten trat die Proteinurie isoliert auf. Sie war immer mit anderen

Symptomen des Alport-Syndroms assoziiert (Tab. 10).

Pat. | Geschl. | Alter Prot. Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon
33 m 33 ++ €.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47
34 m 26 ++ c.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21
36 m 8 ++ c.4887_4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51

c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48

21 w 10 ++
c.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49
16 w 5 ++ ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Gilu (h) 42
€.1892G>T (h) p.Gly631Val (h) 26

9 w 34 ++
€.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52

Tab. 10: Proteinurie bei Mutationen in COL4A3
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.4 Horstérungen

3.4.1 Mutationen in COL4A5

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A5 litten 25% (7 Patienten) an einer
Schwerhdrigkeit, davon vier mannliche und drei weibliche. Drei von vier mannlichen
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Patienten mit Schwerhdrigkeit hatten eine Mutation am 3'-Ende des Gens. Nur bei
einem Patienten befand sich die Mutation am 5‘-Ende des Gens. Die drei weiblichen
Patienten mit Schwerhdrigkeit hatten alle Mutationen in der Mitte des Gens. Bei
Patientin 20 handelt es sich um ein 6-jahriges Madchen, welches bereits postpartal
eine Schwerhorigkeit aufwies, was flr das Alport-Syndrom eher untypisch ist. Sowohl
die Mutter, als auch die GroBeltern mutterlichseits der Patientin, leiden bzw. litten an
Schwerhdrigkeit. Bei der genetischen Untersuchung wurde sowohl bei der Mutter als
auch bei dem Madchen eine Mutation im Gen MYH9 nachgewiesen. Mutationen in
MYH9 fihren generell zu Alport-dhnlichen Symptomen, unter anderem auch zu
Schwerhdrigkeit. Bei der Patientin selbst konnte zuséatzlich die Mutation in COL4A5
nachgewiesen werden. Es ist aber davon auszugehen, dass die Schwerhdérigkeit
aufgrund der Mutation in MYH9, die auch bei der Mutter vorliegt, aufgetreten ist.
Somit weisen im Endeffekt im Patientenkollektiv nur 21,4% der Patienten mit
Mutationen in COL4A5 eine Alport-bedingte Schwerhérigkeit auf. Samtliche
Patienten mit Schwerhérigkeit wiesen auch andere Symptome des Alport-Syndroms
auf. Die Schwerhdrigkeit trat nie isoliert auf (Tab. 11). Sie ist immer mit weiteren
Symptomen des Alport-Syndroms assoziiert und als Spatsymptom des Alport-

Syndroms zu betrachten.

56



- Ergebnisse -

Pat. | Geschl. | Alter Hoérstérung Nukleotidveranderung AS-Veridnderung Exon/Intron
29 m 2 - Deletion Exon 2 2
10 m 17 - c.965G>T p.Gly322Val 17
25 m 6 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
37 m 7 - €.384G>A p.Lys128Lys 6
38 m 11 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
18 m 12 - €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16
19 m 5 - ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10
35 m 14 - c.4793C>T p-Ser1598Phe 49
13 m 8 - ¢.4510+1G>T (IVS47+1G>T) 1VS47
7 m 18 = c.973G>A p.Gly325Arg 17
4 m 17 - ¢.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
5 m 51 - c.4931C>G p.Ser1644Cys 50
11 m 34 - c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS03
6 m 61 Schwerhorigkeit C.4895G>A p.Cys1632Tyr 50
8 m 16 Schwerhorigkeit c.4787G>T p.Gly1596Val 49
3 m 15 Schwerhérigkeit c.4688+1G>A (IVS48+1G>A) VS48
28 m 64 Schwerhdrigkeit Deletion Exon 2 2
24 w 31 - ¢.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50
30 w 27 = Deletion Exon 2 (h) 2
1 w 39 - ¢.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
14 w 5 - €.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37
15 w 10 - €.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19
32 w 29 - €.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33
23 w 10 - €.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49
2 w 17 - c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
12 w 55 Schwerhorigkeit €.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39

e €.2396-1G>A (IVS29-1G>A);
31 w 46 Schwerhorigkeit . 1VS29
Mosaik 13-22%
Schwerhérigkeit

20 w 6 €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31

postpartal

Tab. 11: Horstérung bei Mutationen in COL4A5, braun markiert Patientin mit zuséatzlicher Mutation in MYH9; Alter in Jahren; w,

weiblich (hell schraffiert); m, ménnlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; ansonsten hemizygot

3.4.2 Mutationen in COL4A4

Eine 15-jahrige Patientin mit Mutation in COL4A4 wies eine Schwerhérigkeit auf. Die

Mutation befand sich in Exon 28 (Tab. 12). Die Patientin hat auBerdem eine Hamat-

urie von +, eine Proteinurie von ++ und eine Ptosis links.

Pat. | Geschl. | Alter Hoérstérung Nukleotidverdnderung AS-Veridnderung Exon
26 m 10 - €.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44
22 w 5 - €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48
27 w 33 - €.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23
17 w 15 Schwerhdrigkeit €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28

Tab. 12: Horstérung bei Mutationen in COL4A4

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot
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3.4.3 Mutationen in COL4A3

Ein 8-jahriger Patient mit Mutation am 3’-Ende des Gens COL4A3 litt unter Schwer-
hérigkeit. Eine 34-jahrige Patientin, die sowohl eine Mutation am 3’-Ende des Gens,
als auch in der Mitte des Gens hatte, wies eine Schwerhdrigkeit auf (Tab. 13).

Pat. | Geschl. | Alter Hérstérung Nukleotidveranderung AS-Veranderung Exon
33 m 33 - .4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47
34 m 26 - c.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21
36 m 8 Schwerhérigkeit c.4887 4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51
o1 w 10 c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48

c.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49

16 w 5 - ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Glu (h) 42
9 w 34 | Schwerhérigkeit gl L Al e () 26
.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52

Tab. 13: Horstérung bei Mutationen in COL4A3
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.5 Augenveranderungen

3.5.1 Mutationen in COL4A5

Lediglich ein mannlicher und ein weiblicher Patient mit Mutation in COL4A5 wiesen
Augenveranderungen auf. Bei dem 64-jdhrigen Patienten hat sich neben der
Proteinurie, der Hamaturie und der Schwerhérigkeit klinisch eine Visusminderung
bemerkbar gemacht. AuBBerdem leidet dieser Patient an einer therapiebedurftigen
Hypertonie. Die ausgepragte Symptomatik kann einerseits dadurch bedingt sein,
dass sich die Mutation am 5‘-Ende befindet und es sich um die Deletion eines
ganzen Exons handelt (Exon 2), andererseits drickt sich im fortgeschrittenen Alter
bei diesem Patienten das volle klinische Erscheinungsbild des Alport-Syndroms aus.
Die zweite Patientin ist eine 46-Jahrige mit Myopie. Diese ist wahrscheinlich nicht auf
das Alport-Syndrom zuriickzufiihren (Tab. 14).
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Pat. | Geschl. | Alter | Augenverdnderung Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon/Intron
29 m 2 - Deletion Exon 2 2

7 m 18 - c.973G>A p.Gly325Arg 17
10 m 17 - €.965G>T p.Gly322Val 17
4 m 17 - €.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
25 m 6 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
37 m 7 - c.384G>A p.Lys128Lys 6
38 m 11 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25

6 m 61 - c.4895G>A p.Cys1632Tyr 50
18 m 12 - €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16
19 m 5 - ¢.560_561dupCC p-Thr188ProfsX16 10
35 m 14 - c.4793C>T p.Ser1598Phe 49
13 m 8 - c.4510+1G>T (IVS47+1G>T) 1VS47
5 m 51 - c.4931C>G p.Ser1644Cys 50
11 m 34 - c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS03
8 m 16 - c.4787G>T p.Gly1596Val 49
3 m 15 - c.4688+1G>A (IVS48+1G>A) 1VS48
28 m 64 Visusminderung Deletion Exon 2 2
24 w 31 - €.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50
30 w 27 = Deletion Exon 2 (h) 2

1 w 39 - €.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
14 w 5 - €.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37
15 w 10 - ¢.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19
2 w 17 - c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
12 w 55 - ¢.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39
32 w 29 - €.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33
23 w 10 - €.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49
20 w 6 - €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31

) €.2396-1G>A (IVS29-1G>A);
31 w 46 Myopie . 1VS29
Mosaik 13-22%

Tab. 14: Augenverénderungen bei Mutationen in COL4A5

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; ansonsten hemizygot

3.5.2 Mutationen in COL4A4

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A4 wies eine Patientin im Alter von 15

Jahren eine Augenveranderung im Sinne einer Ptosis links bei unauffalligem Befund

rechts auf. Die Mutation befand sich bei dieser Patientin in Exon 28 (Tab. 15).

Pat. | Geschl. | Alter | Augenverdnderung Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon
26 m 10 - €.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44
22 w 5 - €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48
27 w 33 - €.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23
17 w 15 Ptosis li. sonst opB. €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28

Tab. 15: Augenveranderungen bei Mutationen in COL4A4

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

59



- Ergebnisse -

3.5.3 Mutationen in COL4A3

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A3 wies ein 33-jahriger Patient einen
Keratokonus auf. Der Patient hatte auBerdem eine Hamaturie von ++, eine Protein-
urie von ++ und einen therapiebedlrftigen Hypertonus. Die Mutation befand sich in
Exon 47 und somit eher am 3’-Ende des Gens (Tab. 16).

Pat. | Geschl. | Alter | Augenverédnderung Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon
34 m 26 - ¢.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21
36 m 8 - ¢.4887_4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51
33 m 33 Keratokonus ¢.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47
o1 w 0 c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48

c.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49

16 w 5 - ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Glu (h) 42
9 w 24 c.1892G>T (h) p.Gly631Val (h) 26
€.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52

Tab. 16: Augenverdnderungen bei Mutationen in COL4A3
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.6 Hypertonie

3.6.1 Mutationen in COL4A5

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A5 wurde bei 39,3% eine therapiebedirf-
tige Hypertonie diagnostiziert. Von den Mannern wurden 47,1%, von den Frauen
27,3% mit Antinypertensiva therapiert. Das mittlere Alter der Patienten mit Hypertonie
betrug 35,8 Jahre. Samiliche Patienten mit Hypertonie wiesen auch andere
Symptome des Alport-Syndroms auf (Hamaturie und/oder Proteinurie). In Tab. 17
wird deutlich, dass nicht nur altere Patienten eine Hypertonie aufweisen, sondern
dass sich im Patientenkollektiv auch jingere Patienten (Alter < 50 Jahre) mit
Hypertonie befinden. 63,6% der Patienten mit Hypertonie waren unter 50 Jahre alt
(Tab.17a). Patienten, die unter 50 Jahre alt sind und antihypertensiv behandelt
werden, wurden in Tab. 17a rosa markiert und noch einmal separat in Tab. 17b
dargestellt. Es kommen sowohl Mutationen am 3’-Ende des Gens, als auch am 5’-
Ende des Gens vor. Es handelt sich lediglich um Glycin- und Intron-Mutationen
(Splice site-Mutationen und bei Pat. 4 um eine +9 Mutation im Intron) (Tab. 17b).

60



- Ergebnisse -

Pat. | Geschl. | Alter Hypertonie Nukleotidverdnderung AS-Veranderung Exon/Intron
29 m 2 - Deletion Exon 2 2
10 m 17 - c.965G>T p.Gly322Val 17
25 m 6 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
37 m 7 - c.384G>A p.Lys128Lys 6
38 m 11 - c.1871G>A p.Gly624Asp 25
18 m 12 - €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16
19 m 5 - ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10
35 m 14 - c.4793C>T p.Ser1598Phe 49
13 m 8 - c.4510+1G>T (IVS47+1G>T) 1VS47
7 m 18 therapiebedirftig c.973G>A p.Gly325Arg 17
4 m 17 therapiebedrftig ¢.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
6 m 61 therapiebedrftig c.4895G>A p.Cys1632Tyr 50
5 m 51 therapiebedrftig c.4931C>G p.Ser1644Cys 50
11 m 34 therapiebedlirftig c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS3
8 m 16 therapiebedrftig c.4787G>T p.Gly1596Val 49
3 m 15 therapiebedirftig C.4688+1G>A (IVS48+1G>A) 1VS48
28 m 64 therapiebed(irftig Deletion Exon 2 2
24 w 31 - ¢.4931C>G (h) p.Ser1644Cys (h) 50
30 w 27 = Deletion Exon 2 (h) 2
1 w 39 - €.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17
14 w 5 - ¢.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37
15 w 10 - ¢.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19
32 w 29 - €.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33
23 w 10 - €.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49
20 w 6 - €.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31
2 w 17 therapiebedirftig c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
12 w 55 therapiebedirftig ¢.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39

: o €.2396-1G>A (IVS29-1G>A)
31 w 46 therapiebedirftig 1VS29

Mosaik 13-22%

Tab. 17a: Hypertonie bei Mutationen in COL4AS5; farbig die Patienten mit Hypertonie im Alter <50 Jahre und >50 Jahre

Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); griin schraffiert Patienten mit Hypertonie

im Alter > 50 Jahre; rosa schraffiert Patienten mit Hypertonie im Alter < 50 Jahre; (h) heterozygot; ansonsten

hemizygot
Pat. | Geschl. | Alter Hypertonie Nukleotidverédnderung AS-Veranderung Exon/Intron
7 m 18 therapiebedirftig c.973G>A p.Gly325Arg 17
4 m 17 therapiebedirftig €.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15
11 m 34 therapiebedirftig c.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS3
8 m 16 therapiebedrftig c.4787G>T p.Gly1596Val 49
3 m 15 therapiebedirftig c.4688+1G>A (IVS48+1G>A) 1VS48
2 w 17 therapiebedirftig c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19
. . €.2396-1G>A (IVS29-1G>A)
31 w 46 therapiebedirftig - 1VS29
Mosaik 13-22%

Tab. 17b: Hypertonie bei Patienten im Alter < 50 Jahre mit Mutationen in COL4A5

(h) heterozygot; ansonsten hemizygot
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3.6.2 Mutationen in COL4A4

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A4 leidet keiner der Patienten an einer

therapiebedurftigen Hypertonie (Tab. 18).

Pat. | Geschl. | Alter Hypertonie Nukleotidveranderung AS-Veranderung Exon
26 m 10 - €.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44
22 w 5 - €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48
27 w 33 - ¢.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23
17 w 15 - €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28

Tab. 18: Hypertonie bei Mutationen in COL4A4
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.6.3 Mutationen in COL4A3

Von den Patienten mit Mutationen in COL4A3 leiden 66,7% an einer therapiebe-
dirftigen Hypertonie, davon zwei weibliche und zwei mannliche. Samtliche dieser
Patienten sind jlinger als 40 Jahre. Die Mutationen kommen in der Mitte und am 3’-
Ende des Gens vor (Tab. 19).

Pat. | Geschl. | Alter Hypertonie Nukleotidveranderung AS-Verédnderung Exon
36 m 8 - c.4887_4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51
34 m 26 therapiebediirftig c.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21
33 m 33 therapiebedirftig c.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47
16 w 5 - ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Glu (h) 42

. o c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48
21 w 10 therapiebedirftig
€.4559_4561delCAT (h) p.Ser1520del (h) 49
26
9 w 34 therapiebediirftig et | () el
.4981C>T (h) p.Arg1661Cys (h) 52

Tab. 19: Hypertonie bei Mutationen in COL4A3
Alter in Jahren; w, weiblich (hell schraffiert); m, mannlich (dunkel schraffiert); (h) heterozygot; (H), homozygot

3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei 77,0% der molekulargenetisch untersuchten Patienten konnten Mutationen in
COL4A3 (17,9%), COL4A4 (16,4%) oder COL4A5 (65,7%) nachgewiesen werden.
Von 38 Patienten konnten vollstdndige Angaben zur klinischen Auspragung der
Erkrankung ermittelt werden. 15,8% der ins Patientenkollektiv eingeschlossenen
Patienten weisen Mutationen in COL4A3, 10,5% in COL4A4 und 73,7% in COL4A5
auf. Die Befunde, die durch den Fragebogen erhoben wurden, sind in Tab. 20
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zusammengefasst. Welche Symptome jeder einzelne Patient aufweist, ist in Tab. 21
dargestellt. Hier wird auch aufgezeigt, welche Symptome isoliert auftreten. Zusatzlich
sind Informationen beziiglich durchgefihrter Nierentransplantation und Dialyse-
pflichtigkeit angegeben. Zwei Patienten sind dialysepflichtig (Pat. 3 und 11). Zwei
weitere Patienten wurden bereits nierentransplantiert (Pat. 6 und 7). War ein Patient
zum Zeitpunkt der Studie bereits nierentransplantiert, wurden fir Hamaturie und

Proteinurie die Befunde ermittelt, die der Patient vor der Transplantation aufwies.

Die Ergebnisse machen deutlich ist, dass Manner haufiger und starker von Hama-
turie betroffen sind als Frauen. 78,6% der Patienten mit Mutationen in COL4A5
weisen eine Hamaturie auf (82,4% der Manner und 72,4% der Frauen). Davon tritt in
22,7% der Félle dieses Symptom isoliert auf und zwar dann, wenn sich die Mutation
am 5-Ende des Gens befindet. Obwohl Hamaturie als Leitsymptom des Alport-
Syndroms gewertet wird, wird diese bei 21,4% der Patienten mit Mutationen in
COL4A5 nicht beobachtet. Samtliche Patienten mit Mutationen in COL4A4 haben
eine Hamaturie, davon ein weiblicher und ein méannlicher Patient isoliert (Pat. 26 und
22). Beide Patienten mit isolierter Hamaturie und Mutation in COL4A4 haben
Frameshift-Mutationen am 3‘-Ende des Gens. Die Proteinurie tritt in unserem
Patientenkollektiv bei insgesamt 71,1% der Patienten auf. Bei den Patienten mit
COL4A5-Mutationen sind es 64,7% der Manner und 72,7% der Frauen, die eine
Proteinurie aufweisen. In der Regel haben Patienten mit einer ausgepragten
Proteinurie auch eine ausgepragte Hamaturie. Nichtsdestotrotz tritt die Proteinurie
bei zwei Patienten mit Mutationen in COL4A5 isoliert auf (Pat. 14., 15). Bei ihnen
besteht also eine Proteinurie in Abwesenheit des sog. ,Leitsymptoms®, der
Hamaturie. Von den Patienten mit Mutationen in COL4A4 wiesen zwei Frauen eine
Proteinurie von ++ auf. Beide hatten Mutationen in der Mitte des Gens. Samtliche
Patienten mit Mutationen in COL4A3 gaben eine Proteinurie von ++ an.

Hoérstérungen, Augenveranderungen und Hypertonie traten im Patientenkollektiv
niemals isoliert auf. Sie waren immer mit einer Hamaturie und/oder einer Proteinurie
assoziiert. Insgesamt hatten 21,1% der Patienten im Patientenkollektiv eine Schwer-
hérigkeit (Pat. 20 ausgenommen, da die Schwerhdrigkeit wahrscheinlich nicht Alport-
bedingt ist). Die einzige im Zusammenhang mit dem Alport-Syndrom beschriebene
Augenveranderung, die im Patientenkollektiv diagnostiziert wurde, war ein Kerato-
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konus bei einem 33-jahrigen Patienten mit Mutation in COL4A3. AuBBerdem wies ein
64-jahriger Patient mit Deletion des Exons 2 des COL4A5-Gen eine Visusminderung
auf. 39,5% der Patienten wurden antihypertensiv therapiert (15 Patienten). Das
mittlere Alter dieser Patienten war 33,1 Jahre. 73,3% der Patienten, die anti-
hypertensiv therapiert worden sind, waren unter 50 Jahre alt. Die Patienten, die unter
50 Jahre alt waren und Mutationen in COL4A5 haben, haben ausschlieBlich Glycin-
und Intron-Mutationen (Splice-site Mutationen und eine Mutation in IVS15+9, welche
auch zu einem aberranten SpleiBen flhrt). Keiner der Patienten mit Hypertonie hatte
Mutationen in COL4A4. Bei den antihypertensiv behandelten Patienten mit Muta-
tionen in COL4A3 kamen die Mutationen in der Mitte und am 3‘-Ende des Gens vor.

Sie waren alle unter 50 Jahre alt.

COL4A5 COL4A4 COL4A3

Méannlich Weiblich Mannlich Weiblich Mannlich Weiblich
keine Hamaturie & 3 0 0 0 1
Hamaturie + 2 3 0 2 0 0
Hamaturie ++ 5 4 0 1 2 2
Hamaturie +++ 7 1 1 0 1 0
Keine Proteinurie 6 & 1 1 0 0
Proteinurie + 4 1 0 0 0 0
Proteinurie ++ 4 7 0 2 3 3
Proteinurie +++ 3 0 0 0 0 0
Hoérstérungen 4 & 0 1 1 1
Augenverdnderungen 1 1 0 1 1 0
Hypertonie 8 3 0 0 2 2

Tab. 20: Zusammenfassung der Ergebnisse
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Pat. Gen Nukleotidverédnderung AS-Veranderung Ex./In. Geschl. | Alter | Ham. | Prot. Hérstérung Augenver. Hypertonie | Dialyse Trata;isg:lan
1 COL4A5 ¢.973G>A (h) p.Gly325Arg (h) 17 MS w 39 ++ + - - - nein nein
2 COL4A5 c.1165G>A (h) p.Gly389Arg (h) 19 MS w 17 + ++ - - therapiebed. nein nein
3 COL4A5 €.4688+1G>A (IVS48+1G>A) VS48 SS m 15 +H+ Lt Schwerhérigkeit - therapiebed. ja nein
4 COL4A5 ¢.891+9T>G (IVS15+9T>G) IVS15 IM m 17 + - - - therapiebed. nein nein
5 | COL4A5 c.4931C>G p.Ser1644Cys 50 MS m 51 ++ +++ - - therapiebed. nein nein
6 COL4A5 c.4895G>A p.Cys1632Tyr 50 MS m 61 - + Schwerhérigkeit - therapiebed. nein ja
7 COL4A5 c.973G>A p.Gly325Arg 17 MS m 18 - + - - therapiebed. nein ja
8 | COL4A5 c.4787G>T p.Gly1596Val 49 MS m 16 +++ ++ Schwerhérigkeit - therapiebed. nein nein
9 | coL4A3 z:lnggj E:; p‘.’/'\?;’;%?sg;'s('(’;) ig mg w YT R B Schwerhdrigkeit ; therapiebed. = nein nein
10 | COL4A5 €.965G>T p.Gly322Val 17 MS m 17 + - - - - nein nein
11 | COL4A5 ¢.231+1G>A (IVS3+1G>A) IVS3 SS m 34 EE S - - therapiebed. ja nein
12 | COL4A5 ¢.3545G>T (h) p.Gly1182Val (h) 39 MS w 55 + ++ - - therapiebed. nein nein
13 | COL4A5 ¢.4510+1G>T (IVS47+1G>T) IVS47 SS m 8 o+ ++ - - - nein nein
14 | COL4A5 ¢.3319G>A (h) p.Gly1107Arg (h) 37 MS w 5 - ++ - - - nein nein
15 | COL4A5 ¢.1073_1074insC (h) p.Lys358AsnfsX53 (h) 19 IS w 10 - ++ - - - nein nein
16 | COL4A3 ¢.3575G>A (h) p.Gly1192Glu (h) 42 MS w 5 ++ ++ - - - nein nein
17 i COL4A4 €.2219dupC (H) p.Val741CysfsX47 (H) 28 Dup w 15 + ++ Schwerhérigkeit Ptosis Ii. - nein nein
18 | COL4A5 €.936+1G>A (IVS16+1G>A) IVS16 SS m 12 ++ + - - - nein nein
19 | COL4A5 ¢.560_561dupCC p.Thr188ProfsX16 10 Dup m 5 +++ + - - - nein nein
20 | COL4A5 ¢.2605G>A (h) p.Gly869Arg (h) 31 MS w 6 ++ ++ Schwerhdrigkeit postpartal - - nein nein

c. 4280G>A (h) p.Gly1427Asp (h) 48 MS ) . .

21 | COL4A3 ¢.4559_4561delCAT (h) p.Seri520del (h) 49 Dei W 10 o ] ] iherapiebed. || nein nein
22 | COL4A4 €.4820delC (h) p.Ala1607ValfsX49 (h) 48 Del w 5 ++ - - - - nein nein
23 | COL4A5 €.4793C>T (h) p.Ser1598Phe (h) 49 MS w 10 ++ ++ - - - nein nein
24 . COL4A5 ¢.4931C>G (h) p-Ser1644Cys (h) 50 MS w 31 - - - - - nein nein
25 | COL4A5 c.1871G>A p.Gly624Asp 25 MS m 6 ++ - - - - nein nein
26 | COL4A4 ¢.4208_4209insC (h) p.Ser1403ProfsX29 (h) 44 IS m 10 +++ - - - - nein nein
27 | COL4A4 ¢.1634G>C (h) p.Gly545Ala (h) 23 MS w 33 + ++ - - - nein nein
28 : COL4A5 Deletion Exon 2 2 Del m 64 ++ ++ Schwerhérigkeit Visusmind. therapiebed. nein nein
29 | COL4A5 Deletion Exon 2 2 Del m 2 - - - - - nein nein
30 | COL4A5 Deletion Exon 2 (h) 2 Del w 27 +++ - - - - nein nein
31 COL4A5 | ¢.2396-1G>A (IVS29-1G>A); Mosaik 13-22% IVS29 SS w 46 ++ - Schwerhdrigkeit Myopie therapiebed. nein nein
32 | COL4A5 ¢.2918-1G>C (IVS33-1G>C) (h) IVS33 SS w 29 + ++ - - - nein nein
33 | COL4A3 ¢.4235G>A (h) p.Gly1412Asp (h) 47 MS m 33 ++ ++ - Keratokonus | therapiebed. nein nein
34 | COL4A3 ¢.1219G>A (H) p.Gly407Ser (H) 21 MS m 26 ++ ++ - - therapiebed. nein nein
35 | COL4A5 c.4793C>T p.Ser1598Phe 49 MS m 14 +++ ++ - - - nein nein
36 | COL4A3 c.4887_4888delCA (H) p.Tyr1629* (H) 51 NS m 8 +++ ++ Schwerhdrigkeit - - nein nein
37 | COL4A5 €.384G>A p.Lys128Lys 6 Still m 7 ++ - - - - nein nein
38 | COL4A5 c.1871G>A p.Gly624Asp 25 MS m 11 +++ - - - - nein nein

Tab. 21: Symptome und Mutationen der Patienten

Alter in Jahren; Ex., Exon; In., Intron; Geschl., Geschlecht; w, weiblich; m, mannlich; H&dm., Hamaturie; Prot., Proteinurie; therapiebed., therapiebedrftig; Augenver., Augenveranderungen; (h),

heterozygot; (H), homozygot; ansonsten hemizygot; MS, Missense-Mutation; NS, Nonsense-Mutation; SS, Splice-site-Mutation; IM, Intron-Mutation; IS, Insertion; Del, Deletion; Dup,

Duplikation; Still, stille Mutation; gelb markiert sind insoliert aufgetretene Symptome; Schwerhdrigkeit von Patientin 20 wahrscheinlich nicht Alport-bedingt (braun)
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4 Diskussion

Martin et al. ermittelten 1998 fur COL4A5 eine Detektionsrate von 82%, Gross et al.
2002 eine von 74% (Martin et al. 1998, Gross et al. 2002). Nagel et al. erhielten flr
Patienten mit eindeutigen Diagnosekriterien und einer typischen Familienanamnese fur
XLAS oder die autosomal-rezessive Form des Alport-Syndroms eine Detektionsrate fr
Mutationen von 90% (Nagel et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit, bei der die
Diagnosekriterien fir den Verdacht eines Alport-Syndroms vom behandelnden Arzt
abhangig waren, ergibt sich eine ahnliche Detektionsrate von 77,0%. Mdglicherweise
liegt bei einigen Patienten, bei denen keine ursachliche Mutation gefunden werden
konnte, eine andere Grunderkrankung vor. Differentialdiagnostisch kommen, wie bereits
in der Einleitung erwéahnt, u.a. die Nephropathie vom Typ der Dinnen Basalmembran
oder auch andere renale und extrarenale Ursachen in Frage. Eine sichere Diagnose
wird meist Uber ein nephrologisches Zentrum gestellt. Die genaue Pravalenz der
Erkrankung in der Bevdlkerung ist bisher nicht bekannt. Sie wird allerdings niedriger
geschatzt, als sie von Atkins et al. fir die Bevdlkerung von Utah beschriebenen worden
ist (1:5000) (Atkins et al. 1988, Gubler 2008). Der GroBteil der Patienten wird von
Kindernephrologen und Erwachsenen-Nephrologen betreut, jedoch wird auch ein
kleiner Teil der Patienten Uber den Allgemeinarzt versorgt. Zum Ausschluss bzw.
Nachweis der Diagnose wird den Patienten heute meist eine molekulargenetische
Untersuchung empfohlen, um die invasive Diagnostik einer Nieren- oder/und
Hautbiopsie zu vermeiden. In unserem Patientenkollektiv wurde eine geringe Anzahl an
Patienten vom Allgemeinmediziner zur molekulargenetischen  Untersuchung
Uberwiesen, was auch aufgrund der eingeschrankten Kklinischen Diagnostik bei
moglichem Vorliegen einer anderen nephrologischen Erkrankung einen Einfluss auf die
Detektionsrate haben kdnnte. Unumstritten bleibt, dass die molekulargenetische
Untersuchung als einzige Untersuchungsmethode eine eindeutige Diagnose des Alport-
Syndroms erlaubt (Anton-Martin et al. 2012).

Im Patientenkollektiv (n=38) verteilen sich die Mutationen, die nachgewiesen wurden,
zu 73,7% auf COL4A5, zu 10,5% auf COL4A4 und zu 15,8% auf COL4A3. Dies
entspricht in etwa der Verteilung, die in der Literatur mehrfach beschrieben wurde: Laut
Kashtan befinden sich namlich beim Alport-Syndrom 80% der Mutationen im COL4A5-
Gen, der Rest verteilt sich auf COL4A3 und COL4A4 (Kashtan 2000). Obwohl in der
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Literatur bereits Uber 600 Mutationen beschrieben worden sind, handelt es sich in
unserem Patientenkollektiv bei 32 von 40 nachgewiesenen Mutationen um unbekannte,
noch nicht beschriebene Mutationen. Dies entspricht einem Anteil von 80% (HGMD,
ARUP). Nur acht der in unserem Kollektiv nachgewiesenen Mutationen wurden in der
Literatur bereits beschrieben (Knebelmann et al. 1992, Martin et al. 1998 usw., siehe
Tab. 1, Seite 36). Es gibt unvorstellbar viele Variationsméglichkeiten an Mutationen.
Zudem ist die Lokalisation der Mutationen nicht nur auf wenige Regionen der Gene
beschrankt, sondern verteilt sich vielmehr Uber das gesamte Gen hinweg, was sich
auch in unserem Patientenkollektiv zeigt. Dies erschwert die Entwicklung pradiktiver
genetischer Tests (Hudson et al. 2003). Wie bereits Bekheirnia et al. beschrieben
haben, reichen die Arten der Mutationen von Punkmutationen bis zu Deletionen ganzer
Regionen (Bekheirnia et al. 2010). In unserem Kollektiv sind die Mehrzahl nachgewie-
sener Mutationen Missense-Mutationen (55%, 22/40). Zum gréBten Teil handelt es sich
hierbei um Glycin-Mutationen (72,7%, 16/22). Glycin-Mutationen kommen haufig vor, da
in den Ketten des Kollagen-Proteins jede dritte Aminoséaure ein Glycin darstellt (Kashtan
2000). Dies ist notwendig fur die Ausbildung einer Trippelhelix im Protein (Hudson et al.
2003). Wird Glycin durch eine andere Aminosaure ausgetauscht, kommt es zu einer
Fehlbildung der Trippelhelix. Dies fihrt zu ultrastrukturellen Veranderungen und somit
auch zu einem Funktionsverlust der GBM (Hudson et al. 2003). Zu beachten gilt, dass
in unserem Patientenkollektiv der Glycin-Austausch weit haufiger als bei einem Drittel
der Patienten vorliegt. Im unserem Kollektiv konnten zwei Mutationen bei jeweils zwei
Patienten nachgewiesen werden, obwohl diese Patienten nicht miteinander verwandt
sind: Bei Patientin 1 und Patient 7 handelt es sich um die Mutation p.Gly325Arg im
Exon 17, bei Patient 25 und Patient 38 um die Mutation p.Gly624Asp. Beide Mutationen
sind Glycin-Mutationen, die in der Literatur bereits beschrieben wurden (Knebelmann et
al. 1992, Martin et al. 1998). Diese Mutationen scheinen demnach haufiger
vorzukommen. Inwieweit gewisse Mutationen, insbesondere Glycin-Mutationen, gehauft
auftreten, qilt es allerdings noch genauer zu untersuchen. Neben Missense-Mutationen
kommen in unserem Patientenkollektiv Nonsense-, Frameshift-, Splice site- bzw. Intron,

stille Mutationen und Deletionen (auch zum Teil ganzer Exons) vor.

Im Hinblick auf die Symptomatik der Patienten fallt auf, dass 18,4% keine Hamaturie
aufweisen, obwohl Hamaturie als eines der Leitsymptome des Alport-Syndroms gilt.
Das mittlere Alter der Patienten ohne Hamaturie betragt 19,6 Jahre. Es handelt sich um
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finf padiatrische und drei adulte Patienten. Zu beachten ist auch, dass beim Alport-
Syndrom eine Proteinurie isoliert auftreten kann und nicht immer mit einer Hamaturie
assoziiert sein muss. Im vorliegenden Patientenkollektiv haben flnf Patienten (13,2%)
eine Proteinurie ohne Hamaturie. Zwei davon weisen keine weiteren Symptome auf. Mit
einer Prasenz von 71,1% stellt sich die Proteinurie genauso als Leitsymptom wie die
Hamaturie dar. Nichtsdestotrotz kann auch die Hamaturie isoliert und unabhangig von

anderen Symptomen auftreten (siehe unten).

Betrachtet man die Hamaturie und Proteinurie separat nur bei den Patienten mit
COL4A5-Mutationen, lassen sich unsere Ergebnisse gut mit den Ergebnissen der
Studien von Jais et al. vergleichen, bei denen nur Patienten mit COL4A5-Mutationen
eingeschlossen worden sind (Jais et al. 2000, Jais et al. 2003): in unserem Kollektiv
haben 72,7% der Frauen mit COL4A5-Mutationen und 95% der Manner eine Hama-
turie. Jais et al. geben einen Anteil von 95% bei Frauen und 100% bei Mannern an.
Bezliglich Proteinurie weisen in unserem Kollektiv 72,7% der Frauen mit COL4A5-
Mutationen und 64,7% der Manner diese auf. Bei Jais et al. waren es 75% der Frauen
und 95% der Manner. Die durchweg geringeren Prozentzahlen bei Hamaturie und
Proteinurie bei Mannern und Frauen in unserer Studie sind dadurch zu erklaren, dass
es sich bei unserem Patientenkollektiv mit einem Durchschnittsalter von 20,55 Jahren
um ein sehr junges Kollektiv handelt. 24 der Patienten war zum Zeitpunkt der Befragung
unter 18 Jahre alt. Es handelt sich um eine sogenannten selection bias, der in der
Studie nicht vermieden werden konnte. Womdglich tritt bei diesen péadiatrischen
Patienten im Verlauf der Erkrankung eine Hamaturie/eine Proteinurie noch auf, auch
wenn diese bisher noch nicht nachgewiesen werden konnte. Eine regelmaBige
Untersuchung sollte bei diesen Patienten fortlaufend durchgefiihrt werden, um eine
Hamaturie oder Proteinurie frihzeitig zu erkennen. Neben einem selection bias kann es
bei retrospektiven Studien zu einem sogenannten recall bias kommen. Dies ware der
Fall, wenn sich der Befragte/die Befragte nicht mehr daran erinnert, dass bei ihr/ihm
einmal eine Hamaturie/eine Proteinurie aufgetreten ist (Grimes und Schulz 2002). Dies
ist jedoch bei unserer Studie nicht zu erwarten, da die klinischen Angaben in
Zusammenarbeit mit dem betreuenden Arzt erhoben und entsprechend den klinischen
Daten in den Patientenakten Gbermittelt wurden. Genau wie Jais et al. konnten auch wir
bezlglich Hamaturie und Proteinurie keine Genotyp-Phanotyp-Korrelation nachweisen
(Jais et al. 2000, Jais et al. 2003).
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In unserer Studie wurde zusatzlich Augenmerk auf isoliert auftretende Symptome
gerichtet. Patienten mit isolierter Hamaturie und Mutationen in COL4A5 haben diese
ausschlieBlich am 5°-Ende des Gens. In drei von fiinf Fallen handelt es sich hierbei um
Missense-Mutationen mit einem Austausch von Glycin. Missense-Mutationen werden
sowohl in den Studien von Jais et al., als auch in der Arbeit von Bekheirnia et al. mit
einem eher milderen Verlauf des Alport-Syndroms in Verbindung gebracht. Die Rate an
Entwicklung einer ESRD sowie einer Schwerhérigkeit und Augenveréanderungen sei bei
Missense-Mutationen am niedrigsten (Bekheirnia et al. 2012, Jais et al. 2003, Jais et al.
2000). Inwieweit Missense-Mutationen mit isoliert auftretenden Symptomen in Verbin-
dung stehen, wurde bislang nicht untersucht. In unserem Kollektiv haben die Patienten
mit isolierter Hamaturie und Mutationen in COL4A4 diese am 3‘-Ende des Gens. Hier
handelt es sich um Frameshift-Mutationen. Genotyp-Phanotyp-Korrelationen bei Patien-
ten mit COL4A4- und COL4A3-Mutationen wurden bisher noch nicht untersucht. Da das
Alport-Syndrom eine seltene Erkrankung ist und insbesondere Mutationen in COL4A4
und COL4A3 nur selten auftreten (in unserem Kollektiv nur bei 10,5% und 15,8% der
Patienten), sind Aussagen Uber Genotyp-Phanotyp-Korrelationen derzeit nicht mdglich.
Um eine mdogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation nachweisen zu kénnen, ist eine
Steigerung der Patientenzahl notwendig.

In unserem Patientenkollektiv haben insgesamt 21,1% der Patienten eine Schwer-
hérigkeit (Pat. 20 ausgeschlossen, da Schwerhdrigkeit wahrscheinlich nicht durch das
Alport-Syndrom bedingt ist). Laut Gross, Koepke und Weber geht das Alport-Syndrom
in 60-80% der Falle mit einer bilateralen sensorineuralen Hérminderung einher (Gross,
Koepke und Weber 2004). In einer Studie von Gross et al. aus dem Jahr 2002 war die
Schwerhdrigkeit bei 73% der Patienten mit Mutationen in COL4A5 prasent. Hierbei
wurden allerdings nur mannliche Patienten untersucht. In einem gemischten Kollektiv
wirde man den Anteil niedriger schatzen. In den Studien von Jais et al. hatten 28% der
Frauen und 79% der Manner mit COL4A5-Mutationen einen Hdérverlust. Der geringe
Anteil an Patienten mit Schwerhdérigkeit in unserem Kollektiv hat mehrere Ursachen.
63,2% unserer Patienten sind padiatrische Patienten. Diese Patienten werden
womdglich erst noch im Verlauf eine Schwerhdrigkeit entwickeln. Laut Kashtan I&sst
sich beim XLAS zwar die Hérminderung bei mannlichen Patienten schon in der Kindheit
und im jungen Erwachsenenalter nachweisen (Kashtan et al. 2001), dennoch ist davon

auszugehen, dass sich insbesondere bei milderen Verlaufen ein Hérverlust erst im
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Erwachsenenalter bemerkbar macht. Als weitere Ursache kommt also in Betracht, dass
die Patienten nicht regelmaBig audiometrisch untersucht werden und dem Patienten
eine Horminderung erst dann auffallt, wenn diese ihn im Alltag einschrankt. Bei Alport-
Patienten sollte daher in regelmaBigen Abstanden eine Audiometrie-Untersuchung und
bei Schwerhdrigkeit eine Hérgerateversorgung erfolgen. Laut Jais et al. liegt das Risiko
bis zum 40. Lebensjahr eine Schwerhérigkeit zu erleiden, fir Manner mit COL4A5-
Mutationen bei 90% und fur Frauen bei 10% (Jais et al. 2000). Durch eine Versorgung
mit einem Horgerat kann vielen Alport-Patienten ein Stlick Lebensqualitat geboten

werden.

Eine regelmaBige Untersuchung der Augen sollte ebenfalls erfolgen. In der Literatur
wird beschrieben, dass das Alport-Syndrom in 25-40% der Falle mit okularen
Veranderungen assoziiert ist (Gross, Koepke und Weber 2004). In unserem Patienten-
kollektiv ist bei lediglich vier Patienten eine Augenveranderung bekannt, noch dazu
handelt es sich hierbei zum Teil um eine unzureichende Diagnosestellung. Auch hier
wird nochmals darauf hingewiesen, dass nach augenarztlicher Untersuchung durch
ophthalmologische Intervention eine Symptomlinderung erreicht werden kann (Gupta et
al. 2011).

In unserem Patientenkollektiv haben 39,5% Patienten eine therapiebedirftige
Hypertonie (15/38), und zwar 29,4% der Frauen (5/17) und 47,6% der Manner (10/21).
Bezlglich der Hypertonie bei Alport-Syndrom gibt es bislang keine Studien zur
Genotyp-Phanotyp-Korrelation. In vorliegender Arbeit wurde besonderes Augenmerk
auf die Patienten, die unter 50 Jahre alt sind und dennoch eine Hypertonie aufweisen,
gelegt. Bei den Patienten mit COL4A5-Mutationen handelt es sich hierbei lediglich um
Glycin- und Intron-Mutationen (Splice-site Mutationen und eine Mutation im Intron 15
IVS15+9, bei der davon auszugehen ist, dass diese zu einem aberranten Splei3en
fihrt). Die Patienten mit Mutationen in COL4AS3, die eine therapiebediirftige Hypertonie
haben, sind alle unter 50 Jahre alt und haben ausschlieBlich Mutationen in der Mitte
und am 3‘-Ende des Gens. FiUr die Zukunft ware sicherlich aufschlussreich, eine
genauere Untersuchung der Genotyp-Phanotyp-Korrelation zur Hypertonie bei Alport-
Syndrom an einem gréBeren Kollektiv, insbesondere bei Alport-Patienten mit COL4A5-
und COL4A3-Mutationen, durchzufthren.
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5 Zusammenfassung

Das Alport-Syndrom ist eine genetisch bedingte progressive Nierenerkrankung, die
durch Hamaturie und Proteinurie, Schwerhdérigkeit und Augenverédnderungen gekenn-
zeichnet ist. Mutationen in den Genen COL4A3, COL4A4 und COL4A5 werden fir die
Erkrankung verantwortlich gemacht. Diese flhren zu Strukturveranderungen im Typ-IV-
Kollagen und damit zu einem Funktionsverlust der glomeruldren Basalmembran in den
Nieren. In etwa 15% der Falle wird die Erkrankung autosomal-rezessiv und in etwa 5%
der Falle autosomal-dominant vererbt. Hierbei sind die Gene COL4A3 und COL4A4
betroffen. In der Mehrzahl der Félle (bei etwa 80%) ist allerdings das Gen COL4A5
betroffen, welches sich auf dem X-Chromosom befindet (Kashtan 2000). Man spricht
hierbei vom sogenannten ,X-linked Alport-Syndrom* (XLAS). Nichtsdestotrotz kénnen
auch Frauen erhebliche Symptome des Alport-Syndroms aufweisen, da es durch eine
ungunstige X-Inaktivierung des unveranderten X-Chromosoms zu Funktionseinbuf3en
kommen kann. Ziel dieser Arbeit war es, die Krankheitsauspragung bei Mannern und
Frauen miteinander zu vergleichen und zudem zu untersuchen, ob es Hinweise auf eine
Genotyp-Phanotyp-Korrelation gibt, da es in der Literatur diesbezlglich fur Frauen und
Mannern widersprichliche Angaben gibt (Gross et al. 2002, Jais et al. 2000 und Jais et
al. 2003). Fur die vorliegende Studie wurden 87 Patienten mit Verdacht auf Alport-
Syndrom molekulargenetisch untersucht, von denen bei 67 Patienten Mutationen in den
Genen COL4A5, COL4A4 und COL4A3 nachgewiesen werden konnten. Dies entspricht
einer Detektionsrate von 77,0%. Die Patienten erhielten einen Fragebogen, der Fragen
zur Familienanamnese, zur Symptomatik und zu laborchemischen Befunden des
Patienten enthielt. Es wurde insbesondere Augenmerk auf Hamaturie und Proteinurie
gelegt. Zudem wurde im Fragebogen nach Nierenbiopsien, Medikamenteneinnahmen,
Dialysepflichtigkeit und Nierentransplantationen gefragt. War ein Patient zum Zeitpunkt
der Befragung bereits nierentransplantiert, wurden bezlglich Hamaturie und Proteinurie
die Befunde ermittelt, die der Patient aufwies, bevor er die Transplantatniere erhielt.
Von insgesamt 38 Patienten konnten vollstandige Angaben ermittelt werden. Bei 15,8%
(6 Patienten) der Patienten wurden Mutationen in COL4A3, bei 10,5% (4 Patienten)
Mutationen in COL4A4 und bei 73,7% (28 Patienten) Mutationen in COL4A5 nach-
gewiesen. In unserem Patientenkollektiv haben insgesamt 81,6% der Patienten eine
Hamaturie. Bei den Patienten mit COL4A5-Mutationen sind es anteilig 78,5% der
Patienten mit Hamaturie. Wie erwartet, sind Manner zwar haufiger und starker von

Hamaturie betroffen als Frauen, aber auch ein erheblicher Anteil der Frauen zeigt eine
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Hamaturie (82,4% der Manner und 72,4% der Frauen mit COL4A5-Mutationen). Bei
22,7% der Patienten mit COL4A5-Mutationen tritt das Symptom der Hamaturie isoliert
auf, und zwar dann, wenn sich die Mutation am 5*-Ende des Gens befindet. Obwohl die
Hamaturie als eines der Leitsymptome des Alport-Syndroms gilt, fallt auf, dass insge-
samt 18,4% der Patienten keine Hamaturie haben. Bei den Patienten mit COL4A5-
Mutationen sind es anteilig 21,4% der Patienten, bei denen bisher keine Hamaturie
nachgewiesen wurde. Von den Patienten mit COL4A4-Mutationen haben in unserem
Kollektiv sdmtliche Patienten eine Hamaturie, zwei davon als isoliertes Symptom (beide
mit Frameshift-Mutationen am 3‘-Ende des Gens). Eine Proteinurie haben in unserem
Patientenkollektiv insgesamt 71,1% der Patienten. Bei den Patienten mit Mutationen in
COL4A5 sind es 64,7% der Manner und 72,7% der Frauen. Bei zwei Patienten mit
Mutationen in COL4A5 tritt die Proteinurie isoliert, also in Abwesenheit des
.Leitsymptoms” Hamaturie auf. Von den Patienten mit Mutationen in COL4A4 wiesen
die Patientinnen mit Proteinurie Mutationen in der Mitte des Gens auf. Samtliche
Patienten mit Mutationen in COL4A3 haben eine Proteinurie von ++. In unserem
Patientenkollektiv haben die Patienten mit Hérstérung, Augenveranderungen und/oder
Hypertonie, auch immer eine Hamaturie und/oder einer Proteinurie. Im Kollektiv haben
21,1% der Patienten eine Schwerhérigkeit (Pat. 20 ausgenommen, da die
Schwerhdrigkeit wahrscheinlich nicht Alport-bedingt ist). Die einzige mit dem Alport-
Syndrom assoziierte Augenveranderung, die im Patientenkollektiv diagnostiziert wurde,
ist ein Keratokonus bei einem 33-jahrigen Patienten mit Mutation in COL4AS3.
Schwerhdrigkeit und Augenverédnderungen waren nur selten bekannt und diagnostiziert,
da wahrscheinlich keine regelmaBigen ophthalmologischen und audiometrischen
Untersuchungen durchgefihrt werden. Eine therapiebedirftige Hypertonie besteht bei
39,5% der Patienten, die ein Durchschnittsalter von 33,1 Jahren aufweisen. 73,3% der
Patienten, die antihypertensiv therapiert worden sind, waren unter 50 Jahre alt. Die
Patienten, die unter 50 Jahre alt waren und Mutationen in COL4A5 haben, haben
ausschlieBlich Glycin- und Intron-Mutationen (Splice-site Mutationen und eine Mutation
in IVS15+9, welche auch zu einem aberranten SpleiBen flihrt). Keiner der Patienten mit
Hypertonie hat Mutationen in COL4A4. Bei den antihypertensiv behandelten Patienten
mit Mutationen in COL4A3 kommen die Mutationen in der Mitte und am 3‘-Ende des
Gens vor. Sie waren alle unter 50 Jahre alt. Fir die Zukunft ware sicherlich
aufschlussreich, eine genauere Untersuchung der Genotyp-Phanotyp-Korrelation zur
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Hypertonie bei Alport-Syndrom an einem gréBeren Kollektiv, insbesondere bei Alport-
Patienten mit COL4A5- und COL4A3-Mutationen, durchzufthren.
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