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Abstract Deutsch

Einleitung: Die Membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) ist eine seltene
Nierenerkrankung bei Kindern und Jugendlichen. Man unterscheidet zwischen der
komplementvermittelten C3 Glomerulopathie (C3G) und der immunkomplexvermittelten
MPGN (IC-MPGN). Die C3G wird weiter unterteilt in Dense Deposit Disease (DDD) und
C3 Glomerulonephritis (C3GN). Pathophysiologisch spielt die Dysregulation im
Komplementsystem, mitbedingt durch Infekte, Autoantikbrper und genetische
Pradisposition, eine wichtige Rolle. Der Einfluss genetischer Verdnderungen ist noch
nicht ausreichend untersucht. Prognostische Parameter und einheitliche

Therapieempfehlungen fehlen bislang fir padiatrische Patient*innen.

Methodik: Patientenakten an einem padiatrischen Zentrum wurden retrospektiv
ausgewertet. Die Patient*innen wurden mittels klinischer, histopathologischer und

genetischer Daten charakterisiert.

Ergebnisse: 12 Kinder und Jugendliche mit MPGN wurden in die Auswertung
eingeschlossen. Es erfolgte die Reklassifizierung der Patient*innen anhand der
aktuellen Einteilung in die Gruppen IC-MPGN (n=7) und C3G (n=5).

Das klinische Bild war heterogen ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Klassifikationsgruppen. Die bei Diagnosestellung jungsten Patient*innen (2 Jahre und
4 Jahre) zeigten beide eine DDD. Beide Gruppen (IC-MPGN 6/7, C3G 5/5) wiesen
Anzeichen einer Komplementaktivierung auf, Patient*innen mit C3G hatten bei
Prasentation (p = 0,016) und nach 12 Monaten (p = 0,041) signifikant niedrigere C3-
Werte. Antikorper (C3NeF, CFB und C3b) fanden sich bei 3 Patient*innen mit C3G oder
IC-MPGN.

Ein Patient mit einer Mutation im CFHR5-Gen mit inkompletter Penetranz wurde als
CFHR5-Nephropathie gewertet. 9 Patient*innen wurden genetisch untersucht. Alle
zeigten Risiko-Varianten in Komplement-Genen. Patient*innen mit C3G hatten
signifikant mehr Risiko-Varianten als Patient*innen mit IC-MPGN (p = 0,032).

Therapeutisch wurden ACE-Hemmer, Kortikosteroide und Mycophenolat-Mofetil (MMF)
eingesetzt. Zwei Patient*innen mit C3G wurden mit dem Komplementblocker

Eculizumab therapiert.



Das mediane Follow-up lag bei 1,6 Jahren [0,6 - 15,8]. Arterielle Hypertonie (p = 0,009),
Proteinurie (p = 0,001) und C3-Erniedrigung (p = 0,017) zeigten sich nach 12 Monaten
signifikant rucklaufig. 2 Patient*innen erreichten eine komplette, 4 Patient*innen eine
partielle und 5 Patient*innen keine Remission, Eine Patientin entwickelte eine terminale

Niereninsuffizienz.

Schlussfolgerung: Trotz geringer Fallzahl tragt diese Arbeit zur klinischen und
genetischen Charakterisierung padiatrischer Patient*innen mit C3G/IC-MPGN bei.
Genetische Risiko-Varianten wirken sich méglicherweise im Sinne eines ,mutational
load“ Konzeptes auf die Krankheitsentstehung aus. Ein individuelles Therapiekonzept

ist aufgrund der Heterogenitat der Erkrankung sinnvoll.

Abstract English

Introduction: Membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) is a rare cause of
kidney disease in children and adolescents. The current classification distinguishes
between a complement associated C3 glomerulopathy (C3G) and an immune-complex
mediated MPGN (IC-MPGN). C3G is subclassified into Dense Deposit Disease (DDD)
and C3 Glomerulonephritis (C3GN). A dysregulation of the complement system seems
to play a pathogenic role, initiated by infections, autoantibodies and genetic risk
constellations. The effect of genetic variations has not been investigated sufficiently.

Prognostic parameters and standardised treatment recommendations are lacking.

Methods: Medical records in one pediatric center were analysed retrospectively.
Patients were characterised based on clinical, histopathological and genetic data and

regrouped according to prevalent classification criteria.

Results: 12 children and adolescents with MPGN were included. Patients were
categorised as IC-MPGN (n=7) and C3G (n=5).

Clinical presentation was heterogenous. The youngest patients at presentation (2 years
and 4 years) both showed a DDD. Both groups presented signs of complement
activation, C3 levels were significantly lower in patients with C3G both initially (p =
0.016) and after 12 months (p = 0.041). Antibodies (C3NeF, CFB and C3b) were found



in 3 patients with C3G or IC-MPGN.

One patient with a mutation in the CFHR5-gene with incomplete penetrance was
classified as CFHR5-nephropathy. Risk variants were found in all 9 genetically analysed
patients. Patients with C3G showed more risk variants than patients with IC-MPGN
(p = 0,032).

Treatment approaches included ACE-inhibition, steroids and Mycophenolic acid.
2 patients with C3G received a specific treatment with the complement inhibitor
Eculizumab.

Median follow-up was 1.6 years [0.6-15.8]. Arterial hypertension (p = 0.009), proteinuria
(p = 0.001) and C3 levels (p = 0.017) improved significantly after twelve months.
2 patients reached complete, 4 patients partial and 5 patients no remission. One patient
with DDD progressed to Endstage renal disease (ESRD).

Conclusion: Despite its small sample size this work contributes to the characterisation
of pediatric patients with C3G/IC-MPGN. Genetic risk variants possibly add to
pathogenesis within a mutational load concept. An individual treatment approach is

beneficial due to the heterogeneity of disease.
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1. Einleitung

1.1. Definition und Epidemiologie

Die Membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) ist eine seltene Nieren-
erkrankung. lhre Inzidenzrate liegt zwischen 140 und 930 Neuerkrankungen pro
1 Million Personen pro Jahr (2). Die MPGN ist ursachlich fur etwa 4% aller primar
renalen Ursachen eines nephrotischen Syndroms bei Kindern und fir 7% bei
Erwachsenen (3).

Die Diagnose wird histopathologisch gestellt und wird bei Cook et al. (4) beschrieben
als eine ,Verdickung glomerularer Kapillarwande (‘Membrano’) und ein verbreitertes
Mesangium aufgrund gesteigerter Matrix-Deposition, haufig mit einer mesangialen
Hyperzellularitat (‘proliferativ')“ (Ubersetzung durch die Autorin). Wegweisend ist zudem
der immunhistochemische Nachweis von Komplementfaktor 3 (C3) und/oder

Immunkomplexen entlang der glomerularen Basalmembran (4).

1.2. Klassifikation im Wandel

Urspriinglich  wurde die Erkrankung anhand des elektronenmikroskopischen
Biopsiebefundes in drei Untergruppen, die MPGN Typ | bis I, unterteilt (5).
Der aktuelle atiologische Klassifikationsansatz unterscheidet je nach Immun-
fluoreszenzmuster zwischen einer immunkomplexvermittelten (IC-MPGN) und einer

komplementvermittelten Form (C3 Glomerulopathie (C3G)) (6-8).

Die immunkomplexvermittelte IC-MPGN zeigt primar glomerulare Ablagerungen von
Immunglobulinen und Antigenen aber auch von Komponenten des klassischen
Komplementwegs wie die Faktoren C1qg, C4 und C3 (4).

Sie ist mit viralen (HIV, Hepatitis B und Hepatitis C), bakteriellen (Staphylokokken,
Streptokokken,  Mycobacterium  tuberculosis) und  parasitdaren  Infektionen,
Autoimmunerkrankungen (Rheumatoide Arthritis, Sjogren Syndrom, Systemischer

Lupus erythematodes) und monoklonalen Gammopathien assoziiert (9-17).

Im Gegensatz dazu zeigt das Immunfluoreszenzmuster der komplementvermittelten

MPGN glomerulére C3-Komplexe bei fehlenden oder nur wenigen Ablagerungen von
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Immunglobulinen entlang der glomeruldren Basalmembran. Aufgrund der
dominierenden Deposition von C3 im Glomerulum werden diese Formen unter dem

Begriff C3G zusammengefasst (6).

Je nach elektronenmikroskopischem Muster wird die C3G weiter in die sogenannte
Dense Deposit Disease (DDD) und die C3 Glomerulonephritis (C3GN) unterteilt.
Die DDD zeigt dichte intramembrantse Ablagerungen wie ehemals bei MPGN Typ Il
beschrieben. Bei der C3GN finden sich subendotheliale oder subepitheliale
Ablagerungen (ehemals einer MPGN Typ | oder Ill entsprechend) (4, 6, 18).

Abbildung 1 veranschaulicht den historischen (A) und den aktuellen (B)

Klassifikationsansatz.

A MPGN Typ | MPGN Typ I MPGN Typ Il
E‘ Glomerulédre Kapillarwandverdickung, diffuse mesangiale Zellproliferation
E . - " subendothelial
w ‘ subendothelial intramembrands subepithelial
B Immunkomplex assoziierte MPGN C3-Glomerulopathien
(IC-MPGN) (C3G)
QO C3 + Immunglobuline/
I ‘ Komplementfaktoren [ Nur C3 l
—
subendothelial . bendothelial
E‘ supepithelial elektronendicht S:UEQ i?heﬁalila
(intramembranos) intramembrands ’

(intramembrands)

| |
DDD C3GN

Abbildung 1 Klassifikation der MPGN im Wandel

Von A der historischen Einteilung (MPGN Typ | bis Ill) hin zum aktuellen Klassifikationsansatz
B (IC-MPGN/C3G) mittels Elektronenmikroskopie (EM) und Immunhistochemie (IHC):
C3 = Komplementfaktor 3, DDD = Dense Deposit Disease, C3GN = C3 Glomerulonephritis.
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1.3. Pathophysiologie

1.3.1. Komplementsystem

Das Komplementsystem stellt die Grundlage fir das Verstdndnis der
pathophysiologischen Hintergriinde der C3G und der IC-MPGN dar. Als Teil der
unspezifischen Immunabwehr initiert es das Anlocken von Leukozyten, eine
Permeabilitatssteigerung an den Gefalien sowie die Lyse und Opsonierung pathogener
Keime und geschadigter kdrpereigener Zellen (19).

Das Komplementsystem erganzt die Erregerabwehr des erworbenen Immunsystems.
Es besteht aus den Komplementfaktoren C1-C9, die einander kaskadenartig aktivieren,
sowie zahlreichen inhibitorischen und regulatorischen Proteinen. Es kann tber drei
Wege — den klassischen Weg, den Lektin-Weg und den alternativen Weg — initiiert
werden (19).

Am Ende der Kaskaden steht die Bildung eines Membranangriffskomplexes (terminaler
Komplementkomplex) aus C5b-C9, welcher durch eine Porenbildung zur Lyse der
Erregermembran fuhrt. Durch C3b und C4b opsonierte Pathogene werden zur
Phagozytose freigegeben. C3a, C4a, C5a fungieren als Zytokine und Chemokine (19).
Der klassische Weg kann durch Antigen-Antikdrper-Komplexe, der Lektinweg durch

Mannosebindende Proteine aktiviert werden (19).

Beim alternativen Komplementweg wird Komplementfaktor C3 durch bakterielle
Oberflachen-Polysaccharide aktiviert. Im Gegensatz zum klassischen Weg erfolgt die
Aktivierung in geringem Umfang konstitutiv durch spontane Hydrolyse von C3 in der
flissigen Phase. Das hydrolysierte C3 kann mit Faktor B (CFB) interagieren, durch
Faktor D gespalten werden (CFD) und eine C3-Initiierungskonvertase bilden. Diese
spaltet direkt C3 zu C3b, welches sich an Oberflachen anlagert. Dort initiiert es die
Phagozytose pathogener Keime und durch ihre Bindung an CFB die Bildung einer
oberflachengebundenen C3-Konvertase. Diese Konvertase spaltet wiederum C3 zu
C3b (19-21). Durch eine positive Feedback-Schleife kann sich die Kaskade rasch
amplifizieren (22). Die Bindung von weiterem C3b an C3-Konvertasen fuhrt Gber die
Bildung einer C5-Konvertase zur Spaltung von C5 in C5a und C5b. Das C5b-Fragment
bildet mit den Faktoren C6-C9 den Membranangriffskomplex (19-21).

Abbildung 2 stellt die drei Aktivierungswege des Komplementsystems schematisch dar.

13



Das Komplementsystem unterliegt einer strengen Kontrolle durch Regulatorproteine,
wie Abbildung 2 ebenfalls veranschaulicht (23).

Lektinweg Klassischer Weg Alternativer Weg

(Mannosebindende Proteine) (Antigen-Antikérper-Komplexe)  (bakterielle Polysaccharide)
(spontane Hydrolyse)

MBL 0
—~ - C3b  CFB
Spaltung +~— C1q }f ( M P\,
von C4, C2 AN
P C3-Initiierungs-
\\CH) Konvertase
C4b — (C3[H20]Bb)
C2b J
C3-Konvertase /\ ! oberflichengebundene
(C4bC2b) C3-Konvertase
(C3bBb) '

C3

C3b
— (DAF)
C5-Konvertase \ C5-Konvertase
(C4bC2bC3b) (C3bBbC3b)

(cFH)
‘\_ ) /

N

C5

C5b
Terminaler
c69 —— Komplementkomplex — Porenbildung
(C5b-9) Lyse

Abbildung 2 Drei Aktivierungswege des Komplementsystems

MBL: Mannosebindendes Lektin; C1-C9: Komplementfaktoren 1 bis 9; C2a bis C5a und C2b bis
C5b und Cl1qg: Untereinheiten der Komplementfaktoren; Regulatorproteine des alternativen
Komplementwegs (rote Kreise): DAF (Decay Accelerating Factor/CD55): unterstiitzt den Abbau
der C3- und C5-Konvertasen; CFl (Komplementfaktor I): degradiert C3b und C4b; MCP
(membrane cofactor protein/CD46): Kofaktor fir CFl; CFH (Komplementfaktor H): Kofaktor fiir
CFI bei C3b-Bindung, verhindert C3-/C5-Konvertasenbildung und destabilisiert diese (18, 23).

Die CFH-related proteins (CFHR) 1 bis 5 scheinen ebenfalls modulierend in das
Komplementsystem einzugreifen. CFHR-Proteine sind Plasmaproteine, die einander
und CFH strukturell ahneln und deren Gene sich im selben Gencluster wie das fur CFH
kodierende Gen befinden (24).

Nierenerkrankungen, wie die C3G oder das komplementvermittelte hamolytisch-
uramische Syndrom (HUS), sind Folge eines Ungleichgewichts in der Homobostase des

alternativen Komplementweges (23).
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Zur Dysregulation im alternativen Komplementweg kann es durch verschiedene
Mechanismen kommen: Eine fehlende oder unzureichende Inhibition durch CFH fihrt
zum vermehrten Anfall von C3b. Veranderte CFHR-Proteine kdnnen um die Bindung an
die C3-Konvertase konkurrieren und deren Inhibierung durch CFH einschranken. Die
Stabilisierung der C3-Konvertase durch hyperfunktionales C3 oder eine gestorte
Inaktivierung von C3b durch MCP oder CFI fihren ebenso zu einer Ubermaldigen
Bildung von C3b (25).

1.3.2. Pathophysiologische Unterschiede zwischen IC-MPGN und C3G

Der IC-MPGN liegt eine Infektion, Autoimmunerkrankung oder monoklonale
Gammopathie zu Grunde (17). Dadurch kommt es zur Initiierung des klassischen Wegs
der Komplementkaskade durch zirkulierende Immunkomplexe. Diese schéadigen im
Verlauf die Kapillarwande. Immunkomplexe, Komplementfaktoren und Detritus lagern
sich im Glomerulum ab (18).

Im Gegensatz dazu scheint es bei der C3G zu einer Dysregulation des alternativen
Komplementweges zu kommen. Eine UbermaRige Aktivierung des alternativen
Komplementweges in der flissigen Phase wird als zentraler Pathomechanismus bei der
Entstehung der C3G angenommen (26, 27). Als urséchlich werden Antikérper und
genetische Veranderungen in Proteinen des Komplementsystems beschrieben (26, 27).
Allerdings finden sich nicht nur bei der C3G sondern auch bei der IC-MPGN
Dysregulationen im alternativen Komplementweg im Sinne von genetischen
Veranderungen oder Antikérpern. Eine strikte Trennung in zwei &tiologisch
unabhangige Erkrankungen ist daher nicht mdglich (26, 27).

1.3.3. Antikorper

Der Autoantikérper C3 Nephritis Faktor (C3NeF) lasst sich bei der DDD in etwa 80%
der Falle, bei der C3GN in etwa 50% der Falle und seltener bei der IC-MPGN
nachweisen (26, 28).

C3NeF bindet an ein Neoepitop der C3-Konvertase und stabilisiert diese. Dadurch wird
einerseits der Abbau durch das Regulatorprotein CFH verhindert, andererseits werden
die Halbwertszeit und die Spaltungsaktivitat der Konvertase verlangert. Das Resultat ist

die unkontrollierte Aktivierung des alternativen Komplementweges in der fllissigen
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Phase (29). Allerdings korreliert das Vorhandensein des C3NeF nicht eindeutig mit dem
Phanotyp oder dem Krankheitsverlauf (29, 30). Er findet sich zudem vereinzelt auch bei
anderen Erkrankungen (Lupus Nephritis und Meningokokkenmeningitis) und bei
Gesunden (31-33).

Antikdrper gegen CFH kommen in der Literatur sowohl bei der DDD als auch bei der
C3GN vor (34-38). Neben C3NeF und Antikdrpern gegen CFH wurden bei der DDD
auch Antikorper gegen CFB, einen Bestandteil der C3-Konvertase, beschrieben (39).
Bei zwei Patient*innen mit MPGN Typ Il fand man sowohl Antikorper gegen C3 als auch
gegen CFB aber keine C3NeF (40).

Wie C3NeF stabilisieren auch Antikdrper gegen CFH und CFB die C3-Konvertase und
fuhren zur UberschieRenden Aktivierung des alternativen Komplementweges in der

flissigen Phase (18).

1.3.4. Genetische Veranderungen

Verschiedene Mutationen und Risikokonstellationen in Genen des Komplementsystems
wurden bei der C3G und der IC-MPGN gefunden (26, 27, 41-43).

Die CFHR5-Nephropathie, eine autosomal vererbte Unterform der C3GN, wurde bei
zypriotischen Patient*innen mit einer Mutation im CFHR5-Gen als eigenstandiges
Krankheitsbild beschrieben (33).

Bei den meisten Patient*innen mit C3G/IC-MPGN kann jedoch keine klare genetische
Ursache eruiert werden. Zudem ist die Penetranz genetischer Veranderungen
inkomplett und kann sich innerhalb einer Familie deutlich unterscheiden (18, 44). Nicht
alle Mutationstrager*innen erkranken tatsachlich.

In einer franzosischen Kohorte von 2012 fanden sich bei etwa 18% der Patient*innen
mit IC-MPGN oder C3G (also immun- oder komplementvermittelter Erkrankung)
Mutationen oder wahrscheinlich krankheitsverursachende Rearrangements in Genen
des Komplementsystems (26, 43).

Bis 2014 wurden bei Patient*innen mit C3G 20 Mutationen in 13 Komplement-Genen
identifiziert (45, 46). Zwei bis 2016 veroffentlichte Studien beschrieben zahlreiche
weitere genetische Veranderungen bei der C3G (43, 47). Bei Bu et al. wiesen 43% der
Patient*innen mit C3G genetische Risiko-Varianten auf (47). latropoulos et al. fanden

wahrscheinlich krankheitsverursachende genetische Veranderungen bei 17-18% der
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Patient*innen mit IC-MPGN oder C3G (43).

Tabelle 1 listet wichtige, in der Literatur beschriebene, Mutationen und Risiko-Varianten
auf. Unter anderem liegen diese in den Genen der C3-Convertase, in den Genen fir C3
und CFB, sowie im CFH- und im CFHR5-Gen (48).

Tabelle 1 Mutationen und Risiko-Varianten bei MPGN

Aus Grinden des Urheberrechts erscheint Tabelle 1 nicht in der Online-Version meiner
Arbeit. Dieser Tabelle liegt folgende Publikation von Xiao et al (45) zu Grunde:
https://www.thieme-connect.com/products/ejournals/abstract/10.1055/s-0034-1376334.
Sie listet zudem Ergebnisse anderer Autoren (26-28, 43, 47, 49-52).
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Protektive sowie risikoverstarkende polymorphe Genvarianten (SNPs, Single
Nucleotide Polymorphisms) im alternativen Komplementweg scheinen das
Erkrankungsrisiko fur die C3G zu beeinflussen (49, 52, 53). latropoulos et al. zeigten,
dass eine einzelne Risiko-Variante das Erkrankungsrisiko fur eine C3G oder IC-MPGN
nicht wesentlich beeinflusst. Erst das Vorhandensein von zwei oder mehr Risiko-

Varianten erhoht das Risiko signifikant (43).

Der Genotyp scheint Einfluss auf die Prognose der C3G und der IC-MPGN zu nehmen.
Bei Patient*innen ohne genetische Risiko-Varianten und ohne C3NeF geht
die Erkrankung haufiger mit einer terminalen Niereninsuffizienz einher (43).
Erkenntnisse zu genetischen Veranderungen sind wegweisend fir das pathogenetische
Verstandnis der C3G und der IC-MPGN. Sie lassen insgesamt auf eine komplexe und

multifaktorielle Krankheitsentstehung schlie3en (18, 43).
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1.4. Klinik und Verlauf

Die IC-MPGN ist haufiger als die C3G (18). Das mittlere Manifestationsalter der C3G
liegt bei ungefahr 21 Jahren. Patientsinnen mit DDD werden mit einem
Durchschnittsalter von 14 Jahren bei Erstdiagnose in der Regel friher diagnostiziert als
Patient*innen mit C3GN (54).

Im Core Curriculum des American Journal of Kidney Diseases von 2015 (18) wird die
Klinik der IC-MPGN beziehungsweise C3G als sehr heterogen beschrieben: ,Beide
Erkrankungen kdnnen sich als asymptomatische Hamaturie und Proteinurie, als akutes
nephritisches oder nephrotisches Syndrom, als chronische Nephropathie oder als rapid-
progressive Glomerulonephritis (RPGN) mit einer terminalen Niereninsuffizienz
manifestieren.“ (Ubersetzung durch die Autorin)

Bei der DDD kénnen zusatzlich zur renalen Manifestation okuldre Drusen oder eine
(erworbene) partielle Lipodystrophie vorliegen (55, 56). Drusen sind subretinale
weildliche Flecken, die einer retinalen Manifestation der Ablagerungen an der
glomeruldren Basalmembran entsprechen, und im Verlauf der Erkrankung das
Sehvermoégen einschranken kénnen (56). Bei der Lipodystrophie kommt es zum Verlust

des subkutanen Fettgewebes (55).

Kinder und Jugendliche mit IC-MPGN zeigen ein besseres Therapieansprechen und
haben eine insgesamt gunstigere Prognose als diejenigen mit komplementvermittelter
C3G (57). Bei der DDD kommt es bei 47-53% der Patient*innen nach zehn Jahren zur
terminalen Niereninsuffizienz (54, 58). Die C3GN hat eine bessere renale Prognose,
hier entwickeln nur 23% der Patient*innen eine terminale Niereninsuffizienz (54).
Allgemein scheinen ein Erkrankungsalter Uber 16 Jahre, der histologische Subtyp einer
DDD und das Vorliegen einer RPGN die Wahrscheinlichkeit fur eine terminale
Niereninsuffizienz bei der MPGN zu erhdhen (54). Differenziertere prognostische
Parameter fehlen bislang.

Ein Wiederauftreten der Erkrankung nach einer Nierentransplantation wurde bei der
C3G vielfach beschrieben. Bei Medjeral-Thomas et al. kam es bei der C3GN in 57%
und bei der DDD in 100% der Féalle zu einer Rekurrenz der Erkrankung in der
Transplantatniere (54). Lu et al. beschrieben eine Rekurrenzrate mit konsekutivem

Verlust des Spenderorgans bei etwa 32% der padiatrischer Patient*innen mit DDD (58).
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1.5. Diagnostik

Klinisch wegweisend fur die Diagnosestellung einer IC-MPGN oder C3G kdnnen eine
Proteinurie, das Auftreten von Odemen, eine arterielle Hypertonie oder ein

nephritisches Syndrom mit Hamaturie und reduzierter Nierenfunktion sein (59).

Die Diagnosestellung der MPGN basiert auf dem histopathologischen Befund (4).
Die Entscheidung zur bioptischen Untersuchung muss insbesondere bei Kindern und
Jugendlichen individuell getroffen werden. Bei einer progredienten Verschlechterung
der Nierenfunktion sollte zeitnah eine Biopsie durchgefiihrt werden (60).

Mithilfe der Licht- und Elektronenmikroskopie sowie des immunhistochemischen
Nachweises von C3- und Immunkomplexablagerungen an der glomerularen
Basalmembran erfolgt die Unterscheidung zwischen IC-MPGN, DDD und C3GN (4).
Differenzialdiagnostisch sollten insbesondere bei der IC-MPGN infektibse Ursachen
(Hepatitis B, Hepatitis C, HIV), immunologische Krankheitsbilder aus dem rheumatoiden
Formenkreis (mittels ANA, ANCA, Anti-GBM-AK) und eine Paraproteindmie

ausgeschlossen werden (59).

Die Bestimmung der wichtigsten Komplementparameter (CH50, APH50, C3, C4, C3d,
sC5b-9, CFH, CFI, CFB) ist Teil der Diagnostik bei Prasentation und sollte auch im
Verlauf erhoben werden. Nach Antikérpern gegen CFH und CFB sowie C3NeF sollte
auRerdem gesucht werden (59).

Genetische Untersuchungen kénnen prognostische Ruckschlisse erméglichen und
helfen das Risiko einer Rekurrenz der Erkrankung in der Transplantatniere nach

Nierentransplantation abzuschatzen (18, 45, 61).

1.6. Therapie

Bislang existieren keine einheitlichen Behandlungsschemata fir padiatrische oder
erwachsene Patient*innen mit C3G oder nicht-sekundarer IC-MPGN (45, 62).

Die symptomatische Therapie erfolgt vorrangig mit ACE-Hemmern zur Blutdruck-
kontrolle und zur Reduktion der Proteinurie (26, 58, 63).

Eingesetzt werden zudem immunsuppressive Substanzen wie Kortikosteroide,

Mycophenolat-Mofetil (MMF), Rituximab und Ciclophosphamid. In einzelnen Féllen wird
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eine Plasmapherese durchgefuhrt. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung gibt es
kaum randomisiert-kontrollierte  Studien. Empfehlungen zum Einsatz immun-
suppressiver Substanzen und zur Plasmapherese basieren weitestgehend auf

Fallberichten und retrospektiven Fallserien (64-67).

Zum Nutzen von Kortikosteroiden fihrten Tarshish et al. eine randomisierte
doppelblinde placebokontrollierte Studie an 80 Kindern und Jugendlichen mit MPGN
durch. Zweitaglich wurden 40 mg Prednisolon/m? Kérperoberflache (KOF) verabreicht.
Patient*innen mit MPGN Typ | und Typ Il zeigten hierunter eine signifikante
Prognoseverbesserung. Fir das Gesamtkollektiv war der Effekt allerdings nicht
signifikant (68).

Fallberichte und retrospektive Analysen deuten auf einen positiven Effekt von MMF bei
der C3G hin: Eine retrospektive Analyse von Rabasco et al. zeigte ein verbessertes
renales Outcome unter kombinierten Therapie von Kortikosteroiden und MMF bei
Patient*innen mit C3G (69).

Rituximab ist ein chimarer Antikdrper, der sich gegen das CD20-Molekil auf B-Zellen
richtet. Zu seinem Einsatz bei der MPGN existieren Fallberichte und retrospektive
Fallserien mit nur teilweise positiven Ergebnissen bei der IC-MPGN (70-72).

Zur Effektivitat der Plasmapherese bei Patient*innen mit Antikérpernachweis
beschreiben Haffner et al. eine Normalisierung der Nierenfunktion unter multimodaler
Therapie mit Kortikosteroiden, MMF und Plasmapherese bei vier Patient*innen mit C3G
und Nachweis von C3Nef (67).

Die Behandlung mit Eculizumab, einem monoklonalen Antikdrper der sich gegen C5
richtet, wird als vielversprechender Therapieansatz diskutiert. Das Medikament greift
direkt in das Komplementsystem ein und erzielt beim komplementvermittelten HUS sehr
gute Erfolge (73). Zahlreiche Fallberichte der letzten Jahre lassen auch ein gutes
Therapieansprechen auf Eculizumab bei der MPGN vermuten. Allerdings scheinen
nicht alle Patient*innen von dieser Behandlung zu profitieren. Neben Markern, die ein
gunstiges Ansprechen auf Eculizumab erwarten lassen, fehlen auch Studien um den

Langzeiterfolg und die Therapiesicherheit zu eruieren (72, 74-79).
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1.7. Ziele und wissenschaftliche Bedeutung dieser Arbeit

Zahlreiche Studien untersuchen die &tiologischen Hintergriinde der MPGN und tragen
zum besseren pathophysiologischen und klinischen Verstandnis der Erkrankung bei.
Dies spiegelt sich auch in der Veradnderung des Klassifikationsansatzes und der
zunehmenden therapeutischen Anwendung von Komplementinhibitoren wider.
Allerdings ist das komplexe Zusammenspiel aus genetischer Pradisposition und
erworbener Komplementdysregulation, welches zur Entstehung der IC-MPGN und C3G
fuhrt, noch nicht ausreichend verstanden. Insbesondere die Seltenheit der Erkrankung
erschwert die empirische Analyse. Eine umfangreichere Kklinische, histologische und
genetische Charakterisierung ist unabdingbar um bestehende atiologische Einteilungen
zu verfeinern und moglicherweise bessere Vorhersagen beziglich Prognose und
Therapieansprechen bei der MPGN zu ermdglichen.

Da sich bislang wenige Untersuchungen auf Kinder und Jugendliche konzentrieren,
sind weitere Untersuchungen in diesem Kollektiv notwendig, um Unterschiede zu
erwachsenen Patient*innen mit IC-MPGN und C3G zu erfassen.

Die vorliegende Arbeit soll bisher gewonnene Erkenntnisse der Pathophysiologie und
Klinik dieses seltenen Erkrankungsspektrums erganzen und Anstol3 zu weiteren
Studien geben. lhre Zielsetzung ist die klinische, histopathologische und genetische
Charakterisierung von Kindern und Jugendlichen mit MPGN, in einem Zentrum fur
Padiatrie mit nephrologischem Schwerpunkt. Genetische Veranderungen sollen dabei
mit den histologischen Klassifikationsgruppen und den Klinischen Verlaufen korreliert

werden.

Insbesondere werden folgende Fragestellungen untersucht und mit der aktuellen
Literatur verglichen:

Welche Klinik und welchen Verlauf zeigen Kinder und Jugendliche mit MPGN? Welche
Therapieansatze werden gewahlt und wie erfolgreich sind diese?

Wie prazise ist die neue Klassifikation? Welche Unterschiede gibt es zwischen
Patient*innen mit IC-MPGN und C3G hinsichtlich Klinik und Verlauf?

Finden sich bisher in der Literatur genannte genetische Verdnderungen in Genen des
Komplementsystems auch in diesem Kollektiv? Gibt es bislang nicht beschriebene
genetische Veranderungen? Korrelieren Outcome und Therapieansprechen mit dem

Genotyp?
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2. Methodik

2.1. Studienpopulation

Diese Arbeit wurde im Einklang mit den Richtlinien der Ethikkommission der Charité
durchgefiihrt. Ein positives Ethikvotum des Ethikausschusses am Campus Virchow
Klinikum zur Durchfihrung dieser Arbeit lag vor (Antragsnummer EA2/142/16). Die
Zustimmung aller Patient*innen und/oder ihrer Sorgeberechtigten zur Erhebung,
Verarbeitung und Publikation ihrer Daten wurde eingeholt (informed consent).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Daten péadiatrischer Patient*innen mit MPGN
retrospektiv.  ausgewertet, welche zwischen 2001 und 2017 in der
kindernephrologischen Abteilung der Charité Universitadtsmedizin Berlin in Behandlung
waren. Eingeschlossen wurden Patient*innen mit klinischer Prasentation einer MPGN
(IC-MPGN oder C3G) vor dem vollendeten 18. Lebensjahr. Die Patient*innen wurden
anhand aktueller Klassifikationskriterien in die Gruppen C3G und IC-MPGN unterteilt.
Die Gruppen wurden auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich klinischer
Verlaufe, genetischer Risikokonstellationen und Veradnderungen in Komplement-

parametern unte rsucht.

2.2. Datenerhebung und Methoden

2.2.1. Dokumentation und Parameter

Ausgewertet wurden retrospektive Daten aus Papier- und elektronischen
Patient*innenakten aus der ambulanten und stationdren Betreuung.

Die Dokumentation relevanter Befunde erfolgte ab Prasentation der Erkrankung. Als
Prasentation wurde die erste nachvollziehbare  medizinische  Abklarung
diagnoseweisender Symptome der Patient*innen betrachtet. Die Patient*innen wurden

retrospektiv alle drei Monate evaluiert.

Anamnestisch dokumentierte Parameter erfassten den zeitlichen Zusammenhang zu
einer dem Erkrankungsbeginn vorausgegangenen Infektion sowie vorbestehende
Grunderkrankungen und eine positive Familienanamnese flr Nierenerkrankungen.

Als wichtigste klinische Parameter wurden Alter, Geschlecht, Gr63e, Gewicht und

Blutdruck erhoben.
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Die Ergebnisse der Urinstreifentests, der Protein/Kreatinin-Quotient im Spontanurin und
die Proteinmenge im 24-Stunden-Urin wurden zur Diagnosestellung einer Hamaturie,
Leukozyturie oder Proteinurie dokumentiert.

Labordiagnostisch wurden auf3erdem Hamoglobinwert, C-reaktives Protein (CRP),
Albumin, Harnstoff und Kreatinin im Serum erhoben.

Teil der infektionsserologischen Differenzialdiagnostik waren die Untersuchungen auf
HIV, Hepatitis B und C, Epstein-Barr-Virus sowie die Bestimmung des Antistreptolysin-
Titers. Zum Ausschluss von Autoimmunerkrankungen wurden Antinukleare Antikdrper
(ANA) bestimmt.

Als Indikatoren der Komplementaktivitat wurden C3, C4, C3d, C5b-9, Antikdrper-Titer
(C3NeF, CFB, CFH), die Ergebnisse der CFHR-Proteinanalyse und die
Gesamtkomplementaktivitditen des alternativen und klassischen Komplementweges
(APH50, CH50) analysiert.

Die histopathologischen Befunde der Nierenbiopsien wurden dokumentiert um die
Reklassifizierung der Patient*innen gemal der aktuellen Einteilung in die zwei Gruppen
IC-MPGN und C3G zu erméglichen.

TherapiemalRnahmen und die Ergebnisse der genetischen Analysen wurden ebenfalls
dokumentiert. Fir die Bewertung der Befunde wurde die vom kommerziellen
genetischen Labor ausgewiesene Haufigkeit der Veranderungen in der
Normalbevélkerung sowie deren Assoziation mit MPGN oder komplementvermitteltem
HUS herangezogen.

2.2.2. Grenzwerte und klinische Definitionen

Blutdruckwerte (ber der 95. altersadaptierten Perzentile in mindestens drei
Einzelmessungen oder eine pathologische Langzeitmessung wurden gemald den
Leitlinien der European Society for Hypertension 2016 als arterielle Hypertonie,
Blutdruckwerte zwischen der 90. und 95. Perzentile als hochnormal gewertet (80).

Der indirekte semi-quantitative Nachweis von mehr als 10 Erythrozyten/ul im
Urinstreifentest mittels Hamoglobinperoxidasereaktion wurde mit dem Vorhandensein
einer Hamaturie gleichgesetzt.

Die Leukozyturie wurde mittels Leukozytenesterasereaktion oder Zahlung in der
Urinmikroskopie festgestellt. Die alters- und geschlechtsabhéngige Definition der

Normwerte erfolgte analog zu Utsch und Klaus, 2014 (81).

24



Als Proteinurie wurde gemalf} der S2e-Leitlinie ,ldiopathisches Nephrotisches Syndrom
im Kindesalter” eine Proteinmenge von Uber 4 mg/m?/h oder ein Protein/Kreatinin-
Quotient tber 0,2 g/g im Spontanurin betrachtet. Ein Protein/Kreatinin-Quotient grol3er
als 2,0 g/g oder eine Proteinurie von mehr als 1 g/m? KOF/Tag im 24-Stunden-Urin
wurden als grol3e Proteinurie gewertet (82).

Bei allen Patient*innen wurde die Glomerulare Filtrationsrate errechnet (eGFR), um
eine Einschrankung der Nierenfunktion zu objektivieren. Die Berechnung erfolgte

anhand des Kreatininwertes im Serum mit der aktualisierten Formel nach Schwartz:

eGFR = (k* x Kdrpergrol3e in cm)/(Serumkreatinin in mg/dl)

*die Konstante k entspricht 0,413 in Anlehnung an die 2009 publizierte

Neuerung der Schwartzformel (83)

Bei vorhandenen Cystatin C-Werten wurden diese vorrangig zur Errechnung der GFR
herangezogen (84).

Das Ausmald der akuten Nierenfunktionseinschrankung wurde mit dem fur padiatrische
Patient*innen adaptierten RIFLE-Score ,pRIFLE" abgeschétzt. Die nach Schwartz
errechnete  GFR bildete die Grundlage fir die Einteilung in die entsprechende
Risikokategorie Risiko (R), Nierenschadigung (I) oder Niereninsuffizienz (F).
Patient*innen ab Kategorie R wurden als akute Niereninsuffizienz klassifiziert.
In Tabelle 2 ist der Klassifikationsscore in Anlehnung an Akcan-Arikan et al. 2007
dargestellt (85, 86).

Tabelle 2 Klassifikation der akuten Niereninsuffizienz nach pRIFLE

Kategorie Reduktion der eGFR (ml/min/1.73m?) Urinausscheidung (ml/kg/h)

Risk (R) 25% <0,5 uber 8h
Injury (1) 50% <0,5 Uber 16h
Failure (F) 70% (oder eGFR <35) <0,3 Uber 24h (oder Anurie Uber 12h)

Tabelle in Anlehnung an Akcan-Arikan, 2007 (85), ReUseLicenseNumber 5020790278553.
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Das nephrotische Syndrom wurde gemafl der Leitlinien der Gesellschaft fir
Padiatrische Nephrologie (nach International Study of Kidney Disease in Children von
1981) definiert: es beschreibt das Vorliegen einer Proteinurie — von mindestens 40
mg/m? KOF/Stunde beziehungsweise mehr als 1 g/m? KOF/Tag — als auch einer
Hypalbumin&mie unter 2,5 g/dl (82).

Im Rahmen der ambulanten Verlaufskontrollen wurde vorwiegend der Protein/Kreatinin-
Quotient im Spontanurin erhoben (87, 88). Werte von 0,2 - 2 g/g wurden als kleine,

Werte ab 2 g/g als grof3e Proteinurie gewertet (89).

Im Gegensatz zum nephrotischen Syndrom existiert in der Literatur fir das nephritische
Syndrom keine einheitliche Definition (90). In dieser Arbeit wurde Folgendes als
nephritisches Syndroms definiert: Nierenfunktionseinschrankung (eGFR <90 ml/min)
sowie arterielle Hypertonie, Hamaturie und Proteinurie.

Eine Erfullung der Kriterien sowohl fiir das nephritische als auch das nephrotische

Syndrom wurde als nephritisch-nephrotisches Mischbild gewertet.

Der Behandlung der Patient*innen lag kein einheitlich definiertes Therapieschema zu
Grunde. Kortikosteroide wurden weitgehend als Stol3therapie mit Methylprednisolon
(3 x 500 mg/m? KOF) verabreicht, gefolgt von einer oralen Prednisolontherapie (initiale
Dosis 60 mg/m? KOF). Letztere wurde abhangig vom klinischen Ansprechen
schrittweise reduziert. Die Therapie mit MMF (2 x 600 mg/m? KOF) wurde nach
Remissionsbeginn noch mindestens zwei Jahre weitergefuhrt. Eculizumab und

Rituximab wurden gemanR den Herstellerempfehlungen verabreicht (1).

2.2.3. Remissionskriterien

In der Literatur finden sich keine einheitlichen Kriterien fur die Verlaufsbeurteilung
padiatrischer Patient*innen mit MPGN. Die Remissionskriterien fir diese Arbeit wurden
in Anlehnung an Haffner et al. und Okuda et al. definiert und bericksichtigen
Nierenfunktion, Proteinurie und Hamaturie (67, 91). Als terminale Niereninsuffizienz
wurde eine eGFR unter 15ml/min oder die Transplantation einer Niere betrachtet. Die in

dieser Arbeit angewandten Remissionskriterien sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3 Remissionskriterien

Komplette Remission Partielle Remission Keine Remission

eGFR > 90ml/min eGFR > 90ml/min eGFR < 90ml/min oder
+ Protein/Kreatinin <1g/g + Reduktion Proteinurie um fehlender Ruckgang der
+ Hamaturie <5 = 50% zum Maximalwert Proteinurie um = 50%
Erythrozyten/pl oder + Mikrohamaturie oder Protein/Kreatinin >1g/g

neg. im Stix oder (+)

Tabelle auf Englisch publiziert in Holle et al. 2018 (1), ReUseLicenseNumber 5020660897793.

2.2.4. Klassifikationskriterien und histologische Beurteilung

Alle Patient*innen wurden primar der alten Klassifikation entsprechend den Gruppen
MPGN Typ I, Il oder Il zugewiesen. Die Einteilung erfolgte anhand der initialen
Biopsiebefunde. Die im licht- und elektronenmikroskopischen Befund gestellte
Diagnose wurde hierfir tbernommen.

Die Reklassifikation der Biopsien in IC-MPGN und C3G erfolgte in Anlehnung an Cook
et al. (4). In Zusammenarbeit mit der Pathologie wurden die Biopsiepréaparate
reevaluiert und die glomerularen Immun- und Komplementablagerungen quantifiziert.
Patient*innen mit dominierenden Ablagerungen von C3 und keinen oder kaum
Ablagerungen von Immunglobulinen mit oder ohne elektronenmiskroskopischen Befund
einer DDD wurden als C3G klassifiziert. Bei Fehlen eines DDD-Musters erfolgte die
Einordnung in die Untergruppe C3GN. Patient*innen mit Ablagerungen von C3 und IgG,
IgM oder C1q wurden der Gruppe der IC-MPGN zugeordnet.

2.2.5. Genetische Analyse und Definitionen

Samtliche genetischen Untersuchungen erfolgten im kommerziellen Labor
(Molekulargenetisches Labor, Dr. Mato Nagel, Weisswasser). Die DNA wurde mittels
Qiagen Kit aus EDTA-Blut extrahiert. Die Analyse aller proteinkodierender Regionen
(Exons), der benachbarten invarianten Spleil3stellen und soweit bekannter
regulatorischer Einheiten erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung. Hierbei wurden alle
klinisch relevanten Transkriptionsvarianten abgedeckt. Die Multiplexe ligations-
abhéngige Amplifikation (MLPA) ermdglichte Rickschlisse auf grof3e Rearrangements,
die mit der Sanger-Sequenzierung nicht feststellbar sind. Hierbei wurde an bestimmten

Stellen des Gens das Vorhandensein der Sequenzkopien gezahlt. Ein Teil der Analysen
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war schon zu Studienbeginn vorhanden und konnte retrospektiv dokumentiert werden.
Unvollstandige Befunde wurden in Rucksprache mit dem Labor dem aktuellen
Forschungsstand entsprechend komplettiert. Bei Patient*innen, die zu Studienbeginn
noch keine genetische Diagnostik erhalten hatten, erfolgte — sofern mdoglich und
gewulnscht — eine Analyse relevanter Komplement-Gene.

Die untersuchten Gene des Komplementsystems entsprachen den in der Literatur am
haufigsten beschriebenen Orten fir Mutationen und Polymorphismen bei der IC-MPGN,
C3G und dem komplementvermittelten HUS. Folgende Komplement-Gene wurden bei

allen Patient*innen untersucht:

- C3

- CFH

- CFHR 1, CFHR 2, CFHR 3, CFHR 4, CFHR 5
- CFB

- CFI

- MCP/CD46

- THBD

Es erfolgte die Klassifikation genetischer Varianten analog zum Klassifizierungssystem
des American College of Medical Genetics (ACMG) (92).

Als ,wahrscheinlich krankheitsverursachende Varianten® wurden Mutationen in
komplementregulierenden Genen gewertet, die eine Allelfrequenz unter 1% aufwiesen
und als pathogen beschrieben wurden (93).

Unter den Veranderungen unklarer Signifikanz wurden alle hetero- oder homozygoten
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) in komplementregulierenden Genen als ,Risiko-
Varianten“ bezeichnet, denen nach aktuellem Wissensstand zumindest eine
kontribuierende pathophysiologische Rolle zugeschrieben wird (26, 43, 47, 94-96). Die
Beschreibung genetischer Varianten erfolgte gemaf den aktuellen Empfehlungen der
Human Genome Variation Society (HGVS) (97).

2.3. Statistik und Programme

Die Variablen wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberpruft. Bei

normalverteilten Variablen erfolgte der T-Test, bei fehlender Normalverteilung der
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Mann-Whitney-U-Test zum Gruppenvergleich. H&aufigkeiten zwischen den Gruppen
wurden mit dem Exakten Test nach Fisher untersucht. P-Werte unter 0,05 wurden als
signifikant bewertet. Es wurden Medianwerte [Spannweite] oder Mittelwerte + Standard-
abweichung angegeben.

Fur die Erfassung der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Daten, fir die statistische
Auswertung und fur die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mit Microsoft
Excel 2011 (Version 14.0.0), IBM SPSS Statistics (Version 24.0.0.0) und yED (Version
3.17.2) gearbeitet. Als Literaturprogramm wurde Thomson Reuters Endnote (Version
X7.5.3) verwendet.

3. Ergebnisse

3.1. Prasentation

3.1.1. Allgemein

Im Zeitraum 2001-2018 wurden 12 Kinder und Jugendliche mit einer IC-MPGN oder
C3G in der kindernephrologischen Abteilung der Charité Universitatsmedizin Berlin
betreut und in die Auswertung eingeschlossen. Die Geschlechterverhaltnisse waren mit
6 weiblichen Patientinnen und 6 mannlichen Patienten ausgeglichen. Eine positive

Familienanamnese fir nephrologische Erkrankungen fand sich bei 3 Patient*innen.

3.1.2. Klinik

Das Alter bei Prasentation betrug fir alle Patient*innen mit MPGN 10,6 + 4,8 Jahre. Bei
7 Patient*innen fanden sich anamnestische oder klinische Hinweise auf einen
stattgehabten Infekt.

Die Urinuntersuchung zeigte eine Leukozyturie bei 5 Patient*innen. Bei allen 12
Patient*innen lag eine Hamaturie vor, bei 3 Patient*innen in Form einer Makro-
hamaturie. Alle 12 Patient*innen prasentierten sich mit einer Proteinurie, welche bei 9
Patient*innen die Kriterien einer grof3en, bei 3 Patient*innen die einer kleinen
Proteinurie erfullten. Das Ausmall der Proteinurie lag im Median bei
3,7 g Protein/g Kreatinin [0,5-17,7].
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Eine Erniedrigung des Serumalbumins zeigte sich bei 9 Patient*innen. Im Median lag
der Serumalbuminwert bei Préasentation bei 35,1 g/l [14-43]. Insgesamt erflllten
2 Patient*innen die Kriterien eines nephrotischen Syndroms.

9 Patient*innen prasentierten sich mit einer arteriellen Hypertonie. Der mediane
Blutdruck-Perzentilenwert bei Prasentation lag auf der 97.Perzentile [50-99].

Eine Einschrankung der Nierenfunktion (eGFR < 90ml/min) zeigte sich bei
7 Patient*innen. Die mediane eGFR nach Schwartz lag bei 83,8ml/min [16,5-112,1].

Ein Patient war bei Prasentation in die Risikokategorie ,F* nach pRIFLE einzuordnen.

6 Patient*innen zeigten das Vollbild eines nephritischen Syndroms, 2 Patient*innen ein
nephrotisch-nephritisches Mischbild.

Die Charakteristika der Patient*innen bei Prasentation sind in Tabelle 4 (Gruppen-
vergleich) und in Tabelle 5 (individuelle Charakteristika) dargestellt. Zwischen den
Klassifikationsgruppen fanden sich keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die

klinische Prasentation.

Tabelle 4 Charakteristika bei Prasentation im Gruppenvergleich

IC-MPGN C3G p-Wert*

Anzahl Patient*innen 7 5 -
Weiblich 3 3 1,0
Alter (Jahre) 11,4+4,1 9,4+6,0 0,5
Infekt-Assoziation 517 2/5 0,576
C3-Erniedrigung 6/7 5/5 1,0
Arterielle Hypertonie 517 4/5 1,0
Blutdruck-Perzentile 95 [50-99] 99 [90-99] 0,53
Hamaturie 717 5/5 -
Protein/Kreatinin (g/g) 4,0[0,5-17,7] 3,3[0,5-12,4] 0,868
Akute Niereninsuffizienz a/7 3/5 1,0
eGFR (ml/min/1.73m?) 86,9 [74,9-112,1] 80,7 [16,5-99,6] 0,15
Nephrotisches Syndrom 1/7 1/5 1,0
Nephritisches Syndrom 3/7 3/5 1,0

* signifikant (p < 0,05), Tabelle modifiziert erschienen bei Holle et al. 2018 (1),
ReUseLicenseNumber 5020660897793.
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Tabelle 5 Individuelle Patient*innencharakteristika bei Prasentation

Patient*in w/m  Alter Infekt aHTN Hamaturie Leukozyturie Nephrotisch (NS) — Prot/krea eGFR AKI c3
Nephritisch (NI) (9/9) (ml/min) (R/I/F) (mg/dl)
1 w 4 + + ++ + NI 3,3 16,5 F 38|
2 m 11 + - + + - 0,5 76,8 R 33|
3 m 9 + - ++ - - 4.0 95,0 - 101 &
4 m 10 + + + - NI 17,7 78,9 R 54|
5 w 15 n.b. + + - - 0,5 99,6 - 60|
6 w 12 - + + + NS/NI 6,7 74,9 R 49|
7 m 14 - + + + NS/NI 10,1 80,7 R 13]
8 w 16 + + + + NI 9,3 86,9 R 7]
9 W 5 + + + - - 2,6 112,1 - 64 |
10 w 2 + - ++ - - 19 91,0 - 9|
11 m 17 - + + - - 2,6 100,4 - 67|
12 m 12 - + + - NI 12,4 47,2 R 14]

w/m weiblich/méannlich, aHTN arterielle Hypertonie, Prot/Krea Protein/Kreatinin im Urin, AKI Einschrankung der Nierenfunktion nach pRIFLE

(Risk/Injury/Failure), C3 Komplementfaktor 3 (Normwert 90-180mg/dl), ++/+ Makro-/Mikroh&maturie, n.b. nicht bekannt.



3.1.3. Differenzialdiagnostik

Bei 11/12 Patient*innen wurde bei Préasentation ein Antistreptolysintiter bestimmt. Ein
positiver Nachweis fand sich bei 3/11 Patient*innen. Anamnestisch lie3 sich ein
stattgehabter Infekt bei allen 3 Patient*innen eruieren. Eine EBV-Serologie erfolgte bei
6/12 Patient*innen und zeigte jeweils keinen Hinweis auf eine aktive Infektion.

ANA zum Ausschluss einer autoimmunen Genese wurden bei allen Patient*innen
bestimmt. Bei 2/12 Patient*innen fand sich ein leicht oder grenzwertig erhéhter Titer.
Auf eine Hepatitis B-Infektion wurden alle Patient*innen, auf eine Hepatitis C-Infektion
11/12 Patienttinnen und auf eine HIV-Infektion 8/12 Patient*innen serologisch
untersucht und die Erkrankungen ausgeschlossen. Bei den infektionsserologisch nicht
vollstdndig untersuchten Patient*innen bestand anamnestisch und laborchemisch kein

Anhalt fir eine Infektion.

3.2. Histologie und Klassifikation

Bei allen Patient*innen wurde mindestens eine Nierenbiopsie durchgefihrt. Zwischen
klinischer Prasentation und erster Nierenbiopsie lag im Median 1 Monat [0-14].
Histopathologisch wurde bei 10 Patient*innen (83,3%) eine MPGN Typ | diagnostiziert,
bei 2 Patient*innen (16,7%) eine MPGN Typ Il. Bei den beiden Patientinnen mit einer
MPGN Typ Il fanden sich Charakteristika einer DDD in der Elektronenmikroskopie. Es
ergab sich keine Zuordnung zur Gruppe der MPGN Typ IIl.

Die Neuzuordnung der Patient*innen in die aktuellen Klassifikationsgruppen erfolgte
anhand der Immunhistologie der letzten Biopsie.

11 Patient*innen zeigten Ablagerungen von Komplementfaktor C3. Bei 10 Patient*innen
fanden sich sowohl C3- als auch Immunglobulin-Ablagerungen. 1 Patient zeigte
ausschlie3lich C3-Ablagerungen. 3 Patient*innen wiesen Ablagerungen von C1q auf.
Insgesamt 11 Patient*innen zeigten Ablagerungen von Immunglobulinen. Ablagerungen
von IgM lagen bei 10/11 Patient*innen, von IgG bei 4/11 und von IgA bei 2/11
Patient*innen in unterschiedlicher Intensitat vor.

7 Patient*innen (58,3%) wurden der Gruppe IC-MPGN und 5 Patient*innen (41,7%) der
Gruppe C3G zugeordnet. Von den Patient*innen mit C3G wurden 2 Patientinnen der

Untergruppe DDD und 3 Patient*innen der Untergruppe C3GN zugewiesen. 1 Patient
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mit bioptischem Ergebnis einer C3GN wurde aufgrund seines genetischen Befundes
der Sondergruppe CFHR5-Nephropathie zugewiesen.
Abbildung 3 stellt die Reklassifizierung anhand der Histologie und semiquantitativen

Immunhistochemie graphisch dar.

n=12
MPGN
n=10 n=2
MPGN | MPGN Il
n=7
——7—) IC-MPGN
n=5
3 2
—>> C3G <€<—

Abbildung 3 Reklassifizierung von Patient*innen mit MPGN
Alte Klassifikation: MPGN Typ I/ll; Neue Klassifikation: IC-MPGN/C3G; n= Anzahl Patient*innen

3 Patient*innen wurden wiederholt biopsiert. Bei Patient 4 zeigte die erste Biopsie das
Bild einer nicht mehr ganz frischen und weiterhin floriden postinfektiosen
Glomerulonephritis. Eine im Verlauf bei nephrotischem Syndrom durchgefiihrte
Rebiopsie zeigte eine IC-MPGN. Die Rebiopsie bei Patient 7 erfolgte bei
unzureichendem Therapieansprechen und bestatigte eine C3G. Bei Patientin 10 zeigte
sich in der initialen Biopsie eine MPGN Typ |. Bei klinischem Verdacht auf eine RPGN
ergab die Rebiopsie eine MPGN Typ Il. Eine dritte histologische Untersuchung erfolgte
aufgrund eines Rezidivs in der Transplantatniere. Hier zeigte sich eine MPGN Typ Il mit
elektronenmikroskopischem Befund einer DDD bei einem nicht zu einer C3G

passenden immunhistochemischen Ablagerungsmuster.
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Tabelle 6 beschreibt die individuelle Zuteilung der Patient*innen in die alten und
neuen Kilassifikationsgruppen anhand ihrer Biopsieergebnisse (Immunhistochemie,

semiquantitativ).

Tabelle 6 Semiquantitative Immunhistochemie und histologische Reklassifizierung

Klassifikation
Patient*In Anzahl Biopsien Immunhistochemie

Alt Neu
1 1 C3 +++ MPGN I C3G (DDD)
2 1 IgM +++, C3 +++, IgG+ MPGN | IC-MPGN
3 1 IgG +, IgA + MPGN | IC-MPGN
4 2 IgA +++, IgM +, C3+ MPGN | IC-MPGN
5 1 C3 +++, IgM + MPGN | C3G (C3GN)
6 1 IgM+++, C3+++, IgG+ MPGN | IC-MPGN
7 2 C3 +++, IgM + MPGN | C3G (C3GN)
8 1 IgM ++, C3 + MPGN | IC-MPGN
9 1 IgM +++, C3 +++, I1gG + MPGN | IC-MPGN
10 3 C3 +++, IgM +++ MPGN II C3G (DDD)
11 1 IgM +++, C3 +++ MPGN | IC-MPGN
12 1 C3 +++, IgM +++ MPGN | C3G (CFHR5)

Ausmald glomerularer Ablagerungen von Komplementfaktor 3 (C3) und Immunglobulinen (IgM/IgG/IgA):
+, ++, +++ (semiquantitativ); in Zusammenschau mit der Histologie Reklassifizierung anhand der
aktuellen Einteilung in C3G/IC-MPGN.

3.3. Komplementdiagnostik

Bei allen Patient*innen wurde der C3-Wert im Serum ermittelt. Bei 9 Patient*innen
wurde zusatzlich C3d, bei 7 Patient*innen der terminale Komplementkomplex sC5b-9
bestimmt. Die Gesamtaktivitaten des alternativen und klassischen Komplementweges
wurden bei 10 Patient*innen untersucht. Bei 9 Patient*innen erfolgte eine CFHR-
Proteinanalyse, bei 9 Patient*innen wurde auf den Antikdrper C3NeF untersucht.

Insgesamt 11 Patient*innen zeigten bei Prasentation eine C3-Erniedrigung. Der
mediane C3-Wert lag bei Prasentation bei 51,5 mg/dl [9-101]. Bei 5 Patient*innen

wurde im Verlauf ein erhdhtes C3d mit medianen Werten von 44 muU/l [19-107], bei
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6 Patient*innen ein erhéhtes sC5b-9 mit medianen Werten von 1270 ng/ml [137-3624]
dokumentiert. C3NeF war bei 2/9 Patient*innen positiv, bei 1/9 Patienten fraglich positiv
und bei 4/9 Patient*innen negativ. Bei Patientin 11 fanden sich Antikdrper gegen die
C3-Konvertase sowie zusétzlich gegen CFB und CFH.

Tabelle 7 stellt die Komplementdiagnostik im Gruppenvergleich dar. Patient*innen mit
C3G zeigten bei Prasentation signifikant niedrigere C3-Werte im Vergleich zu
Patient*innen mit IC-MPGN.

Tabelle 7 Komplementdiagnostik im Gruppenvergleich

IC-MPGN C3G p-Wert
C3 (mg/dl) 64 [33-101] 14 [9-60] 0,016*
sC5b-9 (ng/ml) 905 [137-3624] 1270 [592-1545] 0,8
C3d (mull) 35 [19-107] 54,5 [41-76] 0,19
C3NeF vorhanden 1/5 1/4 1,0
Normwerte C3 90-180mg/dl, sC5b-9 58-139ng/ml, C3d <40 mu/I;

*signifikant (p < 0,05).

3.4. Genetik

3.4.1. Allgemein

Bei 9/12 Patient*innen wurde eine genetische Analyse relevanter Komplement-Gene
durchgefihrt.

Risiko-Varianten in Komplement-Genen fanden sich bei allen untersuchten
Patient*innen. Die mediane Anzahl der Risiko-Varianten lag bei 2 pro Patient [1-8].
Weitere Polymorphismen unklarer Signifikanz, denen wahrscheinlich aktuell keine
pathophysiologische Bedeutung zugeschrieben werden kann, zeigten sich bei 8/9

Patient*innen.

3.4.2. CFHR5-Nephropathie

Bei einem Patient (Patient 12) fand sich eine autosomal dominante heterozygote
Mutation im CFHR5-Gen auf Exon 4. Die Duplikation von 2 Adeninbasen
(c.485_486dupAA) fuhrte auf Proteinebene zum Frameshift (p.E163Kfs*9).
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Aufgrund &hnlicher Mutationen in der Literatur wurde die Veranderung als
wahrscheinlich krankheitsverursachende Variante gewertet und seine Erkrankung
analog dazu als CFHR5-Nephropathie klassifiziert (98, 99). Histologisch zeigte Patient
12 eine IC-MPGN ehemals MGPN Typ |. Die Komplementdiagnostik ergab eine
eindruckliche Komplementaktivierung mit C3-Erniedrigung sowie den Nachweis von
C3NeF.

Tabelle 8 beschreibt die in der Familienuntersuchung gefundenen Mutationen und
Risiko-Varianten im Detail. Die Penetranz der Mutation war in diesem Fall inkomplett.

Die nierengesunde Mutter trug ebenfalls die CFHR5-Mutation.

Tabelle 8 Genetische Risikokonstellation bei Patient 12 und seinen Eltern

Gen Exon/Intron Patient 12 Mutter Vater
CFHR 5 4 c.485_486dupAA c.485_486dupAA -
p.E163Kfs*9 p.E163Kfs*9
heterozygot heterozygot

autosomal dominant autosomal dominant

CFH 9 €.1204C>T €.1204C>T €.1204C>T
p.H402Y(CAT>TAT)  p.H402Y(CAT>TAT) p.H402Y(CAT>TAT)
homozygot homozygot heterozygot
10 c.1419G>A €.1419G>A -
p.A473A(GCG>GCA) p.A473A(GCG>GCA)
heterozygot homozygot
2 p.V62I(GTA>ATA) p.V62I(GTA>ATA) -
c.184G>A c.184G>A
heterozygot homozygot

Beschreibung der Mutation im CFHR5-Gen (wahrscheinlich krankheitsverursachende Variante) und von
maoglicherweise pradisponierenden Risiko-Varianten im CFH-Gen beim Indexpatienten mit CFHR5-
Nephropathie und seinen nierengesunden Eltern. Benennung der coding DNA Reference Sequence, der
Veranderungen auf Proteinebene, der Zygotie, und des Vererbungsmechanismus.

Beim Indexpatienten fanden sich aul3erdem 5 Risiko-Varianten im CFH-Gen, 2 Risiko-
Varianten im CFB-Gen und 1 Risiko-Variante im C3-Gen, welche mit IC-MPGN/C3G
assoziiert wurden. Die Mutter trug 3 der Risiko-Varianten des Indexpatienten im CFH-
Gen, beim Vater konnte 1 der Risiko-Varianten im CFH-Gen nachgewiesen werden. Die
Eltern wurden nicht auf alle Risiko-Varianten des Indexpatienten untersucht. Tabelle 9

listet weitere Risiko-Varianten und Varianten unklarer Signifikanz bei Patient 12.
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Tabelle 9 Weitere genetische Veranderungen bei Patient 12

Gen Exon/Intron DNA-Ebene  Protein-Ebene Zygotie Assoziation
CFH 7 c.921A>C p.A307A(GCA>GCC) homozygot HUS
13 €.2016A>G p.Q672Q(CAA>CAG) heterozygot HUS
18 €.2808G>T p.E936D(GAG>GAT) heterozygot HUS
CFB 2 c.94T>C p.W32R(TGG>CGG) heterozygot ja
2 C.95G>A p.R32Q(CGG>CAG) heterozygot ja
CFlI 6 c.804G>A p.S268S(TCG>TCA) heterozygot n.b.
C3 3 €.304C>G p.R102G(CGC>GGC) heterozygot AMD
9 c.941C>T p.P314L(CCC>CTC) heterozygot fraglich AMD
13 c.1554C>A p.P518P(CCC>CCA) heterozygot n.b
19 €.2421G>C p.VBO7V(GTG>GTC) homozygot n.b.
21 €.2745T>C p.A915A(GCT >GCC) homozygot n.b.
41 c.4896C>T p.P1632P(CCC>CCT) heterozygot n.b.
CFHR1 6 €.906G>T p.R302R(CGG>CGT) heterozygot n.b.
6 C.942A>T p.R314R(CGA>CGT) heterozygot n.b.
CFHR2 3 c.420C>T p.C140C(TGC>TGT) heterozygot n.b.
CFHR3 4 c.477C>T p.S159S(TCC>TCT) homozygot n.b.
CFHR4 3 c.375G>T p.E125D(GAG>GAT) homozygot n.b.
5 C.629A>G p.N210S(AAC>AGC) homozygot n.b.
7 c.1131T>A p.G377G(GGT>GGA) heterozygot n.b.
PLA2R1 2 c.261T>C p.S87S(AGT>AGC) homozygot n.b.
5 c.874A>G p.M292V(ATG>GTG) heterozygot n.b.
5 €.898C>G p.H300D(CAC>GAC) heterozygot n.b.
7 c.1211G>A  p.R404H(CGT>CAT) heterozygot n.b.
24 €.3316G>A p.G1106S(GGT>AGT) heterozygot n.b.

Bei Patient 12 liegen neben der CFHR5-Mutation (wahrscheinlich krankheitsverursachende Variante) und
den in Tabelle 8 beschriebenen Risiko-Varianten weitere Verdnderungen in Komplement-Genen vor.
Eine pathophysiologische Bedeutung dieser Verdnderungen ist grof3teils unwahrscheinlich;
2 Veranderungen im CFB-Gen wurden mit MPGN, 3 Veranderungen im CFH-Gen mit HUS assoziiert.
n.b. nicht bekannt, AMD = altersbedingte Makuladegeneration.

3.4.3. Risiko-Varianten

Risiko-Varianten in fanden sich bei allen untersuchten
Patient*innen. Sie lagen auf den Genen fir CFH, CFB, C3 und THBD. Wie Abbildung 4
veranschaulicht, zeigten sich bei der C3G in unserer Kohorte signifikant mehr Risiko-
Varianten als bei Patient*innen mit IC-MPGN (IC-MPGN 1,4, C3G 4,3 Risiko-Varianten,

p = 0,032).

Komplement-Genen
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Abbildung 4 Anzahl genetischer Risiko-Varianten im Gruppenvergleich
SNPs = Single Nucleotide Polymorphisms; n = Anzahl Patient*innen

Tabelle 10 listet die Haufigkeiten der Risiko-Varianten im Bezug zur
Klassifikationsgruppe auf. Tabelle 11 stellt das individuelle genetische Risikoprofil fir

die einzelnen Patient*innen dar.

Tabelle 10 Risiko-Varianten (absolute Haufigkeit) im Gruppenvergleich

Gen DNA-Ebene Protein-Ebene MPGN IC-MPGN C3G/DDD
CFH €.1204C>T p.H402Y(CAT>TAT) 8 4 4
c.921A>C p.A307A(GCA>GCC) : . .
c.1419G>A p.A473A(GCG>GCA)
C.184G>A p.V62I(GTA>ATA) 1 0 1
.2808G>T p.E936D(GAG>GAT) 1 0 1
C.2016A>G p.Q627Q(CAA>CAG) 1 0 1
CFB c.94T>C p.W32R(TGG>CGG) 3 1 2
c.95G>A p.R32Q(CGG>CAG) 1 0 1
C3 €.304C>G p.R102G(CGC>GGC) 2 0 2
THBD  ¢.1418C>T p.A473V(GCC>GTC) 1 0 1

n =9 (MPGN), n =5 (IC-MPGN) und n = 4 (C3G/DDD).
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Tabelle 11 Genetisches Risikoprofil bei C3G und IC-MPGN

Patient*In  Klassifikation Gen DNA-Ebene Protein-Ebene
2 IC-MPGN CFH .1204C>T p.H402Y(CAT>TAT)
4 IC-MPGN CFH c.1204C>T p.H402Y(CAT>TAT)
5 C3GN CFH ¢.1204C>T P-HA02Y(CAT>TAT)
c.021ASC p.A307A(GCA>GCC)
c.1419G>A p.A473A(GCG>GCA)
6 IC-MPGN CFH €.1204C>T p.H402Y(CAT>TAT)
7 C3GN CFH €.1204C>T p.H402Y(CAT>TAT)
€.921A>C p.A307A(GCA>GCC)
c.1419G>A p.A473A(GCG>GCA)
C3 €.304C>G p.R102G(CGC>GGC)
THBD c.1418C>T p.A473V(GCC>GTC)
8 IC-MPGN CFB c.94T>C p.W32R(TGG>CGG)
9 IC-MPGN CFH .1204C>T p.HA402Y(CAT>TAT)
€.921A>C p.A307A(GCA>GCC)
€.1419G>A p.A473A(GCG>GCA)
CFB €.94T>C p.W32R(TGG>CGG)
10 C3G/DDD CFH €.1204C>T p.H402Y(CAT>TAT)
c.921A>C p.A307A(GCA>GCC)
€.1419G>A p.A473A(GCG>GCA)
CFB c.94T>C p.W32R(TGG>CGG)
12 CFHR5-GN *CFHR5 €.485_486dupAA p.E163Kfs*9
CFH €.1204C>T p.HA02Y(CAT>TAT)
c.921A>C p.A307A(GCA>GCC)
€.1419G>A p.A473A(GCG>GCA)
c.184G>A p.V62I(GTA>ATA)
€.2016A>G p.Q627Q(CAA>CAG)
€.2808G>T p.E936D(GAG>GAT)
CFB €.95G>A p.R32Q(CGG>CAG)
€.94T>C p.W32R(TGG>CGG)
c3 €.304C>G p.R102G(CGC>GGC)

Analyse der Komplement-Gene bei 9/12 Patient*innen; wahrscheinlich krankheitsverursachende Variante* bei

Patient 12; Risiko-Varianten bei 9/9. Patient*innen 1,3 und 11 wurden nicht untersucht.
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3.4.4. Veranderungen unklarer Signifikanz

Zur Komplettierung listet Tabelle 12 die sonstigen gefundenen genetischen
Veranderungen unklarer Signifikanz.

Die meisten dieser Veranderungen wurden bisher nicht beschrieben. 6/9 Patient*innen
zeigten einen Polymorphismus im CFHR4-Gen (c.375G>T, p.E125D (GAG>GAT)) in
homozygoter Form. Das T-Allel scheint sehr selten zu sein. Zwei Veranderungen
unklarer Signifikanz wurden beim HUS oder bei der MPGN und der altersbedingten
Makuladegeneration (AMD) beschrieben. Nach derzeitigem Wissensstand kann diesen
Veranderungen wahrscheinlich keine pathogenetische Bedeutung zugeschrieben

werden.

Tabelle 12 Sonstige Veranderungen unklarer Signifikanz

Gen DNA-Ebene  Protein-Ebene Patient*innen Allel (%) Relevanz

ADAMTS13 ¢.420T>C p.A140A(GCT>GCC) #6 n.b. HUS, AMD
€.1342C>G p.Q448E(CAA>GAA) #6 n.b. MPGN,AMD
c.1716A>G p.T572T(ACA>ACG) #5 nb. -
€.2280C>T p.G760G(GGC>GGT) #5 nb. -

C3 c.741C>T p.N247N(AAC>AAT) #5 1 -

C.2745T>C  p.A915A(GCT>GCC) #2,5,6,7,8,9,10,12 25 -
c.4896C>T  p.P1632P(CCC>CCT) #2,6,7,8,9,10,12  nb. -

.941C>T p.P314L(CCC>CTC) #7,12 nb. -
c.1554C>A  p.P518P(CCC>CCA) #7,12 nb. -
c.1836G>A  p.T612T(ACG>ACA) #6,10 nb. -
CFB C.2634C>T  p.H878H(CAC>CAT) #2 08 -
CFHR1 C.942A>T p.R314R(CGA>CGT) #7,9,12 nb. -
C.588A>G p.TI96T(ACA>ACT) #9 3 -
CFHR4 c.375G>T p.E125D(GAG>GAT) #25,6,7,8,9,10,12 0 -
c.1131T>A  p.G377G(GGT>GGA) #10,12 nb. -
THBD c.1728+22_17 3UTRdel #10 nb. -
28+40del
alc&k.A p.A198A(GCG>GCC) #8 nb. -

Bei den genannten Patient*innen (#) mit MPGN fanden sich Polymorphismen unklarer Signifikanz. Eine
pathogenetische Bedeutung scheint unwahrscheinlich; Allel (%) Haufigkeit des gefundenen Allels in %;
n.b. nicht bekannt; AMD altersbedingte Makuladegeneration.
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3.5. Therapie

11 Patient*innen wurden mit ACE-Hemmern behandelt. 7 erhielten eine Pulstherapie
mit Kortikosteroiden. 6 Patient*innen erhielten MMF, 1 Patient Cyclosporin A.

2 Patient*innen mit C3G wurden mit dem Komplementinhibitor Eculizumab therapiert.
Es zeigten sich hinsichtlich der gewéhlten Therapiemalinahmen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Klassifikationsgruppen. Details sind in Tabelle 13

dargestellt.

Tabelle 13 Medikamentdse Therapien (absolute Haufigkeit) im Gruppenvergleich

IC-MPGN C3G p-Wert*
ACE-Hemmer 7 4 0,417
Immunsuppression 4 3 1,0
Kortikosteroide 4 3 1,0
Mycophenolat-Mofetil 3 3 1,0
Cyclosporin A 0 1 0,417
Tacrolimus 0 1 0,417
Rituximab 0 1 0,417
Eculizumab 0 2 0,152

n =7 (IC-MPGN) und n = 5 (C3G); * signifikant (p < 0,05).

Bei Patientin 10 wurden im Verlauf Plasmapheresen durchgefiihrt, um die
Antikorperlast zu minimieren. Sie erhielt Hamodialyse, Ultrafiltration und im Verlauf
Peritonealdialyse. 8,5 Jahre nach Prasentation wurde sie nierentransplantiert.
Nach Nierentransplantation erhielt sie dauerhaft Prednisolon, Rituximab und
Tacrolimus. Etwa 3,5 Jahre nach Erhalt des Spenderorgans kam es zur Rekurrenz der
MPGN in der Transplantatniere.

Tabelle 14 zeigt die gewahlten BehandlungsmafRnahmen fir alle Patient*innen einzeln.
Die klinischen Verlaufe unter Eculizumab sind im folgenden Abschnitt 3.6.4.

beschrieben.
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Tabelle 14 TherapiemalRnahmen bei C3G und IC-MPGN

Patient*In Gruppe ACE-Hemmer Steroide MMF Eculizumab Andere NTX

1 C3G/DDD - - - - - -
2 IC-MPGN + + + - - -
3 IC-MPGN + - - - - -
4 IC-MPGN + + + - - -
5 C3G + - - - - -
6 IC-MPGN + + + - - -
7 C3G + + + + CsA -
8 IC-MPGN + + . . ; ;
9 IC-MPGN + - - - - -
10 C3G/DDD + + + + Tacrolimus  +
Rituximab
PE
11 IC-MPGN + - - - - -
12 CFHR5-N + + + - - -

+/- Therapie erhalten/nicht erhalten; MMF Mycophenolat-Mofetil;, NTX Nierentransplantation;
CsA = Cyclosporin A, PE Plasmapherese.

3.6. Follow-up

3.6.1. Allgemein

Das Follow-up betrug im Median 1,6 Jahre [0,6-15,8], die mediane Haufigkeit
stationéarer Aufenthalte 1,2 pro Jahr [0,3-4,7]. Im Median stellten sich die Patient*innen
im Jahr 8,7 Mal ambulant [5,3-17,3] vor.

Der mediane Beobachtungszeitraum betrug fur Patient*innen mit IC-MPGN 1,5 [0,9-3,8]
und fur Patient*innen mit C3G 1,7 Jahre [0,6-15,8].

Nach 12 Monaten waren noch 11 Patient*innen, nach 24 Monaten noch
5 Patient*innen, nach 36 Monaten noch 5 Patient*innen und nach 48 Monaten noch
1 Patientin im Follow-up. Im untersuchten Zeitraum gab es keinen Todesfall.
2 Patient*innen waren nicht mehr im Zentrum vorstellig nach 20 beziehungsweise nach

7 Monaten.
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3.6.2. Verlauf nach 12, 24, 36 und 48 Monaten

12 Monate nach Prasentation kam es zu keiner signifikanten Verbesserung der
Nierenfunktion (p = 0,084). Hingegen zeigten sich Proteinurie (p = 0,001), arterielle
Hypertonie (p = 0,009) und C3-Erniedrigung (p = 0,017) signifikant ricklaufig.

Details sind in Abbildung 5 A-D dargestellt.
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Abbildung 5 (A-D) Klinischer Verlauf bei MPGN

(A) Nierenfunktion eGFR = errechnete GFR, (B) Proteinurie Prot/Krea = Protein/Kreatinin im
Urin (Normwert <0,2 g/g), (C) Komplementaktivierung C3 im Serum (Normwert 90-180 mg/dl),
(D) Blutdruckperzentile jeweils bei Prasentation und nach 12 Monaten

ReUseLicenseNumber 5020660897793, Abbildung modifiziert publiziert in Holle et al. (1)

Nach 24 Monaten zeigten 2/5 Patient*innen eine kleine Proteinurie. Der mediane C3-
Wert lag bei 69,7 mg/dl [30,2-126,0]. 3/5 Patient*innen zeigten unter antihypertensiver
Therapie weiterhin erhdéhte oder hochnormale Blutdruckwerte.

Die Nierenfunktion nach Schwartz war bei allen Patient*innen stabil mit einer medianen
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eGFR von 104,6 ml/min [95,7-130,4]. Ein Patient zeigte eine erniedrigte Cystatin C-
GFR von 83,5 ml/min.

Nach 36 Monaten zeigten 3/5 Patient*innen eine kleine und eine Patientin eine grof3e
Proteinurie. Der mediane C3-Wert lag bei 95,7 mg/dl [21-108] fur alle Patient*innen.

Die Nierenfunktion war bei 4/5 Patient*innen stabil. Eine Patientin zeigte eine
erniedrigte Cystatin C-GFR von 73,9 ml/min/1,73m?. 3 Patient*innen zeigten trotz
antihypertensiver Therapie hypertensive Blutdruckwerte, 2 Patient*innen hochnormale
Blutdruckwerte.

Nach 48 Monaten war noch eine Patientin (Patientin 10) im Follow-up. Sie zeigte zu
diesem Zeitpunkt weiterhin eine deutliche Komplementerniedrigung mit einem C3-Wert
von 31 mg/dl. Bei rasanter Verschlechterung der Nierenfunktion und Zunahme der
Proteinurie erfolgte eine erneute Nierenbiopsie, in der sich eine RPGN bei MPGN Typ II

zeigte.

Im Gruppenvergleich nach 12 Monaten wiesen Patient*innen mit C3G — wie schon bei
Prasentation — weiterhin signifikant niedrigere C3-Werte auf als Patient*innen mit
IC-MPGN (IC-MPGN 95,4 mg/dl, C3G 57,3 mg/dl, p = 0,041).

Im Hinblick auf Proteinurie (IC-MPGN 0,87 g/g, C3G 0,43 g/g, p = 0,973) und
Nierenfunktion (IC-MPGN 101,1 ml/min, C3G 92,9 ml/min, p = 0,2) zeigten sich nach 12

Monaten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Nach 24 und 36 Monaten lie3en sich bei den verbliebenen 5 Patient*innen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Klassifikationsgruppen im Hinblick auf
Proteinurie, C3-Erniedrigung, Nierenfunktionseinschrankung und arterielle Hypertonie

feststellen. Details sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Tabelle 15 Charakteristika nach 24 und 36 Monaten im Gruppenvergleich

24 Monate IC-MPGN C3G p-Wert*
Anzahl Patient*innen 3 2 -
C3 (mg/dl) 100 [69,7-126] 48,1 [30,2-65,9] 0,135
Protein/Kreatinin (g/g) 0,2[0,1-1,7] 1,2 [0,5-1,9] 0,4
eGFR (ml/min/1.73m?) 104,6 [95,7-130,4] 105,5 [91-120] 0,8
Blutdruck-Perzentile 90 [75-99] 94,5 [90-99] 1,0
36 Monate IC-MPGN C3G p-Wert*
Anzahl Patient*innen 3 2 -
C3 (mg/dl) 96,9 [95,7-108] 49,6 [21-78,1] 0,2
Protein/Kreatinin (g/g) 0,2 [0,2-1,4] 1,4[0,2-2,5] 0,5
eGFR (ml/min/1.73m?) 104,6 [73,9-104,6] 136,7 [120-136] 0,4
Blutdruck-Perzentile 95 [90-95] 92,5 [90-95] 1,0

* signifikant (p < 0,05)

3.6.3. Remission

Nach 12 Monaten erreichten 2 Patient*innen eine komplette, 4 Patient*innen eine
partielle und 5 Patient*innen keine Remission.

Von den Patient*innen ohne Remission entwickelte eine Patientin innerhalb des
Beobachtungszeitraumes eine terminale Niereninsuffizienz und musste transplantiert

werden. In der Transplantatniere kam es zum Rezidiv.

Nach 12 Monaten erreichten 4/4 Patient*innen mit C3G zumindest eine partielle
Remission, wahrend 4/7 Patient*innen mit IC-MPGN keine Remission zeigten. Zum
Zeitpunkt des individuellen letzten Follow-ups zeigten je 3 Patient*innen mit IC-MPGN
und C3G keine Remission. Beide Patient*innen mit kompletter Remission waren der IC-
MPGN zuzuordnen.

Tabelle 16 stellt das individuelle Outcome und Follow-up fir jede Patientin und jeden

Patienten einzeln dar.
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Tabelle 16 Individuelles Outcome und Follow-up

Patient Follow-up Beurteilung der Remission
Monate Status 1 Jahr 2Jahre 3 Jahre 4 Jahre Letztes Follow-up
1 20 * partiell - - - keine
2 35 keine keine keine - komplett
3 13 * partiell - - - partiell (H)
4 18 keine - - - keine (P)
5 7 * - - - - keine (P)
6 45 partiell partiell partiell - partiell (H)
7 37 *x partiell partiell partiell - partiell (H)
8 16 *x komplett - - - komplett
9 36 keine keine keine - keine (P)
10 189 *x komplett komplett keine keine ESRD
11 11 *x keine - - - keine (GFR|)
12 19 partiell - - - partiell (H)

*Lost to follow-up; **Transition in die Erwachsenenmedizin; ESRD Terminale Niereninsuffizienz; Grund
fur keine/komplette/partielle Remission: (H = persistierende Hamaturie), (P = persistierende Proteinurie),
(GFR / = eingeschrankte Nierenfunktion); - fehlende Daten.

3.6.4. Eculizumab

2 Patient*innen (Patient 7 und Patientin 10) mit C3G wurden im Verlauf mit dem

spezifischen Komplementinhibitor Eculizumab therapiert.

Bei Patient 7 erfolgten bei einer rasanten Verschlechterung der Nierenfunktion trotz
Gabe von Kortikosteroiden und Cyclosporin A die Umstellung auf MMF und die
Indikationsstellung fir Eculizumab. Es lag ein ausgepragter Komplementverbrauch
ohne Nachweis von Antikorpern oder einer eindeutigen genetischen Ursache vor. Der
Patient erhielt insgesamt finf Gaben in einem Zeitraum von 1,5 Monaten.

Daraufhin kam es zur Besserung der Nierenfunktion. Nach Absetzen von Eculizumab

war die Nierenfunktion des Patienten Uber 2,2 Jahre stabil. Zum Ende des
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Beobachtungszeitraums erreichte Patient 7 eine partielle Remission und zeigte eine
persistierende Mikrohamaturie bei guter Nierenfunktion und Kkleiner Proteinurie.
Die C3-Werte normalisierten sich im Verlauf.

Abbildung 6 veranschaulicht die klinischen Verlaufe inklusive der erhaltenen Therapien
fur Patient 7 und Patientin 10.
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Abbildung 6 Einzelverlaufe zweier mit Eculizumab behandelter Patient*innen

Klinische Parameter (Prot/Krea = Protein/Kreatinin im Urin (g/g); eGFR = errechnete
glomerulare Filtrationsrate n. Schwartz), Komplementdiagnostik (C3 = Komplementfaktor 3;
sC5b-9 = terminaler Komplementkomplex; CFB = Komplementfaktor B; C3NeF = C3 Nephritis
Faktor; = Antikdrper gegen CFB, C3NeF, C3b, + = positiv, - = negativ, (+) = fraglich positiv)
und Therapie (CsA = Cyclosporin A; MMF = Mycophenolat-Mofetil, Ecu = Eculizumab,
PE = Plasmapherese, %= Nierentransplantation) bei Patient 7 und Patientin 10.

ReUseLicenseNumber 5020660897793; Abbildung analog zu Holle et al. (1).

47



Patientin 10 zeigte 3,5 Jahre nach Nierentransplantation eine zunehmende Proteinurie
und ein Rezidiv einer DDD im Transplantat. Es lag ein ausgepragter
Komplementverbrauch vor, Antikbrper gegen CFH und CFB konnten nachgewiesen
werden. Genetisch fand sich keine eindeutige Krankheitsursache. Nach einer
erfolglosen Intensivierung der immunsuppressiven Therapie wurde die Indikation fur
Eculizumab gestellt. Sie erhielt dreiwdchentliche Eculizumabgaben Uber insgesamt 37
Monate. Unter Eculizumab stabilisierte sich die Nierenfunktion, die C3-Werte
normalisierten sich. Am Ende des Beobachtungszeitraumes bestand keine Proteinurie
mehr. Es erfolgte bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes keine Rebiopsie. Die
Patientin wurde bis zur Transition in die Erwachsenenmedizin mit Eculizumab
behandelt. Fur Details zu Patientin 10 siehe Abbildung 6.

4. Diskussion

4.1. Klinik

Obwohl die C3G in allen Altersklassen beschrieben wurde, gibt es bisher kaum Studien,
die sich ausschlieBlich auf péadiatrische Patient*innen mit MPGN beziehen.
Der Altersdurchschnitt im hier untersuchten Kollektiv war deswegen im Vergleich
zur Literatur deutlich niedriger (44, 54). Lu et al. beschrieben ein niedrigeres
Erkrankungsalter bei der DDD, welches sich auch in dieser Arbeit nachvollziehen
liel3 (58). Die beiden jungsten Patientinnen erkrankten im Alter von zwei und vier Jahren
und zeigten beide histopathologisch eine DDD. Es zeigten sich im untersuchten
Kollektiv ausgeglichene Geschlechterverhaltnisse. Dies stimmt mit den Ergebnissen
bisher veroffentlichter Studien Uberein (44, 52, 54).

Die Symptomatik bei Présentation war bestimmt von Proteinurie und Hamaturie aber
auch von arterieller Hypertonie und Nierenfunktionseinschrankung. Ahnlich zur Literatur
zeigte sich auch im hier untersuchten Kollektiv eine heterogene klinische Prasentation
der Erkrankung (52, 54, 58, 100).

Wie in der Literatur beschrieben war auch im hier untersuchten Kollektiv die Pravalenz
der IC-MPGN hoéher als die der C3G (18, 101). Hinsichtlich der klinischen Prasentation
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lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Klassifikationsgruppen
ausmachen. Eine Infekt-Assoziation lag nicht signifikant haufiger bei der IC-MPGN vor.
Dias et al. fanden diesbezuglich ebenfalls keine Divergenzen zwischen den
Gruppen (17). Es scheint plausibel, dass eine Infektion sowohl bei der C3G also auch

bei der IC-MPGN eine Komplementdysregulation verursachen kann.

4.2. Klassifikation

Die aktuelle Klassifikation wird weiterhin kontrovers diskutiert (18, 102). Neben
Grenzfallen, die keine sichere Zuordnung zu den Subgruppen DDD oder C3GN
erlauben, gibt es Beschreibungen von Féllen einer DDD ohne dominante C3-
Ablagerungen, die gemalR ihrer Immunfluoreszenzmuster eigentlich der IC-MPGN
zugeordnet werden mussten (4, 43, 102). Auch im hier untersuchten Kollektiv wurde
eine Patientin (Patientin 10) aufgrund der initialen Diagnose einer MPGN Typ Il und
dem elektronenmikroskopischen Befund einer DDD als C3G Kklassifiziert, obwohl sie
Ablagerungen von IgM und C3 in &hnlichem Ausmal} aufwies.

Ein weiterer Kritikpunkt an der aktuellen Einteilung ist, dass sich IC-MPGN und C3G
hinsichtlich klinischer und prognostischer Parameter nicht eindeutig voneinander
unterscheiden (4). Die These, dass die IC-MPGN auf einer Aktivierung des klassischen
Komplementweges basiert, muss angesichts der Tatsache hinterfragt werden, dass
auch in dieser Gruppe C3NeF und genetische Risiko-Varianten im alternativen
Komplementweg  auftreten (26). Es scheint mehr  pathophysiologische
Gemeinsamkeiten zwischen den Klassifikationsgruppen zu geben als primar
angenommen. Zudem wurden verénderte Immunfluoreszenzmuster in Rebiopsien
beschrieben (102). Dies lasst insgesamt unscharfe atiologische Grenzen zwischen
IC-MPGN und der C3G vermuten.

Im Rahmen der Neuerung der Klassifikation wurden seit 2010 vermehrt
pathophysiologische Aspekte in die Einteilung der Erkrankung einbezogen (4). Die
Diagnosestellung der MPGN basiert aber immer noch vorranging auf den
Erkenntnissen der Nierenbiopsie. Eine zukiinftige Erweiterung der Einteilungskriterien
scheint angesichts der zunehmenden klinischen und genetischen Charakterisierung
denkbar.
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latropoulos et al. versuchten bereits IC-MPGN und C3G mittels statistischer
Clusterbildung in prazisere pathophysiologische Subentitdten zu unterteilen und die
Klassifikation um Klinische, komplementdiagnostische und genetische Aspekte zu
erweitern (103). Dieses Modell basiert auf der statistischen Einteilung der Erkrankung in
vier Cluster und konnte zur Entwicklung prognostischer Marker und einheitlicher
Therapiealgorithmen beitragen.

Patient*innen aus den Clustern 1 bis 3 zeigten haufig genetische Ursachen oder
Antikorper und deutlich erniedrigte C3-Werte. Bei diesen drei Clustern lag im
Gegensatz zu Cluster 4 eine Aktivierung des Komplementweges in der flissigen Phase
vor. Patient*innen aus Cluster 1 und 2 zeigten haufiger subendotheliale Ablagerungen
von Komplementfaktoren und Immunglobulinen als Patient*innen aus den Clustern 3
und 4. Patient*innen aus Cluster 2 prasentierten sich haufiger mit einem nephrotischen
Syndrom und mit mehr Ablagerungen von IgG und C1q in der Immunhistochemie.
Patient*innen aus Cluster 3 zeigten besonders niedrige sC5b-9-Werte und haufiger
elektronendichte Ablagerungen in der Basalmembran, bei weniger subendothelialen
Ablagerungen. Patient*innen aus Cluster 4 hingegen waren bei Prasentation &lter und
hatten héhere C3-Werte als die anderen Cluster.

Bei latropoulos et al. zeigten Patient*innen in Cluster 4 im Vergleich zu den anderen
Gruppen ein schlechteres renales Outcome. Zwischen IC-MPGN und C3G beschrieben
die Autoren im Gegensatz dazu keine statistischen Unterschiede im Hinblick auf die
Prognose. Zudem diskutierten sie ein mdglicherweise besseres Ansprechen auf eine

C5-Inhibition von Patient*innen aus den Clustern 1 und 2 (103).

Eine Anwendung des von latropoulos et al. entwickelten Algorithmus im hier
untersuchten Kollektiv wiirde zur Zuordnung von 5 Patient*innen zu Cluster 1, von 3
Patient*innen zu Cluster 1 oder 2 und von jeweils 2 Patient*innen zu Cluster 3 und 4
fuhren. Die Beobachtungszeitraume der beiden Patient*innen, die Cluster 4 zugeordnet
werden wirden, sind leider nicht ausreichend, um ihr langfristiges Outcome zu
bewerten. Bei der letzten Vorstellung nach 13 und 11 Monaten zeigten sie eine partielle
(Patient 3) und keine Remission (Patient 11). Die Patientin, die sehr gut auf die
Behandlung mit Eculizumab ansprach (Patientin 10), war allerdings dem Cluster 3

zuzuordnen und nicht Cluster 1 oder 2.
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Die Einteilung der MPGN scheint sich weiterhin im Wandel zu befinden.
Winschenswertes Ziel zukinftiger Entwicklungen ist eine verfeinerte und empirisch
belegte Klassifikation, welche Therapieentscheidungen erleichtert und individuelle
Prognosen ermdglicht.

4.3. Komplementdiagnostik

Eine Komplementaktivierung im Sinne einer C3-Erniedrigung wurde bei Medjeral-
Thomas et al. fir die C3G in allen Altersgruppen bei 59% der Patient*innen
beschrieben (54). Der im hier untersuchten Kollektiv mit 92% aller Patient*innen
deutlich hoéhere Anteil kdonnte auf das junge Alter der untersuchten Patient*innen
zuruickzufiihren sein. Nasr et al. beschrieben niedrigere C3-Werte bei Kindern mit DDD
im Vergleich zu Erwachsenen (63).

Auch bei den hier untersuchten Patient*innen fand sich C3NeF als die fuhrende
Ursache der erworbenen Komplementdysregulation. Der Antikdrper konnte seltener als
bei Sethi et al. nachgewiesen werden (52).

Die Komplementaktivierung im Sinne erniedrigter C3-Werte war bei der C3G initial und
im Verlauf signifikant ausgepragter als bei der IC-MPGN. Dies ist vereinbar mit den
vermuteten pathogenetischen Unterschieden zwischen den beiden Krankheitsentitaten.
Die niedrigeren C3-Werte bezogen sich auf die Gesamtgruppe der C3G, ein Trend fur
niedrigere Werte bei der DDD — wie er in der Literatur beschrieben wird — liel3 sich nicht
feststellen (26, 63, 102, 104).

4.4. Genetik

4.4.1. CFHR5-Nephropathie

Die CFHR5-Nephropathie ist eine genetisch bedingte Unterform der C3GN (33).

Klinisch dominiert das Vorliegen einer Hamaturie und Proteinurie das Krankheitsbild.
Méanner scheinen im Vergleich zu Frauen ein hdheres Risiko fur eine chronische
Niereninsuffizienz zu haben (105). Allerdings zeigt auch die CFHR5-Nephropathie ein
variables klinisches Bild, welches moglicherweise mit der zugrunde liegenden Mutation

in Zusammenhang steht (106).
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Bei Patient 12 ergab die genetische Untersuchung ebenfalls eine wahrscheinlich
krankheitsverursachende Variante im CFHR5-Gen. Eine ahnliche Mutation wurde als
CFHR5-Nephropathie und als CFHR5-Defizienz bei der C3G beschrieben (98, 99). Im
Vergleich hierzu fand sich bei Patient 12 an derselben Position eine Duplikation von

zwei anstatt einem Adenin.

Die konkrete Rolle des CFHR5-Proteins im Komplementsystem und in der
Pathophysiologie der CFHR5-Nephropathie ist noch nicht ausreichend verstanden. Wie
alle CFHR-Proteine ist es ein Plasmaprotein, dessen Gen sich im selben Gencluster
wie das fur CFH kodierende Gen befindet. Funktionell scheint es regulierend in das
Komplementsystem einzugreifen indem es an C3b und andere C3-Aktivierungs-
fragmente bindet. Diese Bindung erfolgt kompetitiv mit CFH (24). Mutationen im
CFHR5-Gen bei der C3G konnen mit einem Funktionsverlust oder einem

Funktionszuwachs des Proteins einhergehen (48).

4.4.2. Risiko-Varianten

Eine wahrscheinlich krankheitsverursachende Mutation fand sich ausschlieRlich bei
Patient 12. Insgesamt zeigten aber alle genetisch untersuchten Patient*innen Risiko-
Varianten in mindestens einem der Komplement-Gene CFH, CFB, C3 oder THBD.

Die Risiko-Variante p.H402Y (CAT>TAT) im CFH-Gen (c.1204C>T) lag im hier
untersuchten Kollektiv am haufigsten vor und fand sich bei 88,9% der Patient*innen.
Sie scheint fur eine DDD und fiur eine altersbedingte Makuladegeneration (AMD) zu
pradisponieren (18, 107). Die Haufigkeit dieser Variante in der Normalbevdlkerung liegt
bei etwa 37%. latropoulos et al. fanden den Polymorphismus bei deutlich weniger
Patient*innen mit C3G oder IC-MPGN als im hier untersuchten Kollektiv (43).

Bei 55,6% unserer Patient*innen lagen die zwei Risiko-Varianten c.921A>C (p.A307A
(GCA>GCC)) und ¢.1419G>A (p.A473A (GCG>GCA)) in Kombination vor. Die beiden
Polymorphismen im CFH-Gen wurden mit dem Auftreten eines komplementvermittelten
HUS assoziiert (94, 96). Die p.A473A Risiko-Variante wurde zudem mit der AMD
assoziiert (107).
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latropoulos et al. beschrieben die Variante ¢.1418C>T (p.A473V (GCC>GTC)) im
THBD-Gen als eine von mehreren synergistisch wirkenden Risikokomponenten fur das
Auftreten einer MPGN und assoziierten sie mit niedrigeren C3- und mit héheren
sC5b-9-Werten bei Patient*innen mit C3G (43). Ein Patient aus dem hier untersuchten
Kollektiv (Patient 7) mit C3G trug diese Variante neben drei weiteren Risiko-Varianten
ebenfalls und zeigte ein deutlich erniedrigtes C3 sowie erhdhte sC5b-9-Werte. Ein
Zusammenspiel der genetischen Veranderungen bei seiner Erkrankungsentstehung
scheint plausibel.

Obwohl sich genetische Risiko-Varianten in beiden Gruppen zeigten, lagen sie in
hoherer Zahl bei der C3G vor. latropoulos et al. fanden im Gegensatz dazu keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Klassifikationsgruppen (43).

Insgesamt konnten in der vorliegenden Arbeit bereits beschriebene Mutationen und
Risiko-Varianten in Komplement-Genen nachgewiesen werden. Eine genetische
Pradisposition schien auch im hier untersuchten Kollektiv eine Rolle bei der
Krankheitsentstehung zu spielen. Das Vorliegen weiterer bisher nicht beschriebener
Veranderungen in Komplement-Genen mit unklarer Signifikanz unterstreicht die

Notwendigkeit einer umfassenderen genetischen Charakterisierung bei der MPGN.

4.4.3. Vergleich mit komplementvermitteltem HUS

Das komplementvermittelte HUS ist genetisch deutlich besser charakterisiert als die
MPGN. Der Vergleich der beiden Erkrankungen kann helfen, das pathophysiologische
Zusammenspiel genetischer Risiko-Varianten zu verstehen und externe
Triggerfaktoren, genetische Prognosemarker und Parameter flir ein gutes

Therapieansprechen zu identifizieren.

Genetische oder erworbene Regulationsstérungen des Komplementsystems wurden
beim komplementvermittelten HUS bereits friiher als bei der C3G beschrieben (108).
Der Erkrankung liegt ebenfalls eine Dysregulation des alternativen Komplementweges
zu Grunde (18). Der Vergleich der beiden Erkrankungen konnte auch in Zukunft das

Verstandnis der C3G verbessern.
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Das komplementvermittelte HUS basiert ebenfalls auf Mutationen oder Auto-
antikorpern (109). Antikérper kommen haufiger vor als bei der C3G, richten sich meist
gegen CFH und vermindern die Bindungskapazitat des Proteins (110-114). Bei der C3G
binden sie an die amino-terminale Region (surface recognition domain) des CFH-
Proteins (34). Im Gegensatz dazu sind die CFH-Antikérper beim komplement-
vermittelten HUS gegen die carboxy-terminale Region (complement regulator domain)
gerichtet (114).

Die genetischen Verdnderungen beim komplementvermittelten HUS betreffen die
gleichen Gene wie bei der C3G (41, 115). Bei Fremeaux-Bacchi et al. wiesen etwa 60%
der Patient*innen Mutationen in Genen des Komplementsystems auf (116).

Es wurden Loss-of-function und Gain-of-function-Mutationen beschrieben (116-118).
Homozygote Deletionen im CFHR1/CFHR3-Gen pradisponierten dabei fir das
Vorhandensein von CFH-Antikorpern. Zudem wurden weitere genetische
Veranderungen im CFHR-Gencluster beschrieben (24, 41, 110, 114).

In der Funktionsanalyse der genetischen Veranderungen lasst sich ein wesentlicher
pathogenetischer Unterschied zwischen den beiden Erkrankungen ausmachen.
Waéhrend es bei der C3G zu einer Dysfunktion des alternativen Komplementweges in
der flussigen Phase kommt, wird beim komplementvermittelten HUS eine oberflachen-
gebundene Uberaktivierung angenommen (41, 61). Die daraus resultierende
Endothelschadigung fihrt zur thrombotischen Mikroangiopathie. Die pathogenetische
Folge bei der C3G ist wiederum eine Schadigung des Glomerulums durch die
Ablagerung von C3 und Zellschrott in der Basalmembran (25).

Ahnlich wie bei der C3G ist die Penetranz genetischer Mutationen auch beim
komplementvermittelten HUS inkomplett (109, 116). Sie variiert je nach betroffenem
Gen, Anzahl der Mutationen und Patient*innenalter (119).Das genetische Profil ist
entscheidend fur die Prognose und das Therapieansprechen  beim
komplementvermittelten HUS (120). Heterozygote Mutationen im CFH-Gen fuhren
deutlich haufiger als Mutationen im MCP-Gen zur terminalen Niereninsuffizienz und zur

Rekurrenz in der Transplantatniere (121-123).
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4.4.4. ,multiple hits“ und ,,mutational load*“ Konzept

Externe  Triggerfaktoren (Infekte, Schwangerschaft, Geburt, Stérungen im
Kobalaminstoffwechsel, Organtransplantationen) sind Teil der multifaktoriellen
Krankheitsentstehung und fuhren zur phanotypischen Auspragung eines genotypisch
pradeterminierten komplementvermittelten HUS (124-128).

Eine derartige ,multiple hits“ Theorie kann die unvollstdndige Penetranz genetischer
Veranderungen sowie den oftmals spaten Ausbruch der Erkrankung erklaren. Dieses
Modell scheint auch bei der C3G plausibel (18, 129).

Auch die Vorstellung von einem den Krankheitsausbruch bestimmenden genetischen
Risikoprofil wurde primér beim komplementvermittelten HUS beschrieben (18, 130). Ein
derartiges ,mutational load“ Konzept ist bei der C3G ebenso vorstellbar.
Polymorphismen im CFH und MCP-Gen scheinen die Penetranz genetischer
Veranderungen beim komplementvermittelten HUS im Sinne eines ,Risiko-Haplotypen*
zu determinieren. Ein solcher Haplotyp besteht aus einem Set statistisch gehauft
zusammen auftretender SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Er kann mit der
phanotypischen Auspragung und dem Schweregrad der Erkrankung assoziiert
werden (121, 131).

Mit der Anzahl genetischer Veranderungen steigt das Erkrankungsrisiko fur ein
komplementvermitteltes HUS (18, 132). Haufige risikoverstarkende Polymorphismen
beim komplementvermittelten HUS scheinen allerdings bei der C3G keine Rolle zu
spielen und umgekehrt. Bei Pickering et al. fuhrte ein bestimmter CFH-Haplotyp
(H1-Haplotyp) in Mausen zu einem erhdhten Erkrankungsrisiko fir eine C3G, wahrend
ein anderer CFH-Haplotyp (H3-Haplotyp) ausschlie3lich mit der Entwicklung eines
komplementvermittelten HUS assoziiert war (51).

Die CFHR5-Mutation alleine fihrte in der vorliegenden Arbeit bei Patient 12
offensichtlich nicht zur C3G. Die Tatsache, dass die nierengesunde Mutter Tragerin
derselben Mutation war, lasst ein Zusammenspiel aus mehreren genetischen oder
externen Faktoren bei der Krankheitsentstehung vermuten. Ein ausldsender Infekt
konnte bei Patient 12 nicht eruiert werden. Zusatzlich zu der wahrscheinlich
krankheitsverursachenden Variante mit inkompletter Penetranz wies er allerdings

zahlreiche weitere Risiko-Varianten auf. Es scheint denkbar, dass zusatzliche
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genetische Pradispositionsfaktoren, welche bei der Mutter mdglicherweise nicht
vorlagen, das Gleichgewicht zu Gunsten einer phanotypischen Auspragung der
Erkrankung verschoben haben. Eine abschlie3ende Beurteilung ist nicht mdglich, da
die Mutter nicht auf alle Risiko-Varianten untersucht wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass das Vorliegen mehrerer
genetischer Varianten sowie bestimmter Umweltfaktoren die phanotypische
Auspragung der MPGN bestimmen.

4.5. Therapie

4.5.1. Allgemein

Aufgrund des Fehlens eines einheitlichen Therapieansatzes bei der Behandlung der
C3G/IC-MPGN wurden hier individuelle Behandlungsschemata gewahlt. Die Datenlage
zu den hier eingesetzten Behandlungsmethoden ist dinn, die eingesetzten
Medikamente und MaRnahmen deckten sich allerdings mit den in der Literatur
diskutierten (133).

In der vorliegenden Arbeit wurden klinisch weniger betroffene Patient*innen
symptomatisch mit ACE-Hemmern therapiert. Lediglich eine Patientin erhielt keine
ACE-Hemmer. Mehr als die Halfte der Patient*innen zeigten allerdings schwerere
Verlaufen. Sie benétigten meist mehr als eine immunsuppressive MalRnahme. Hierfir
wurden primar Kortikosteroide eingesetzt. Die meisten Patient*innen erhielten
zusatzlich MMF.

Rabasco et al. beschrieben in einer retrospektiven Analyse von 40 immunsuppressiv
behandelten Patientinnen mit C3G ein verbessertes renales Uberleben bei
Patient*innen mit C3G unter kombinierter Therapie von Kortikosteroiden und MMF im
Vergleich zu Patient*innen welche ausschlie3lich Kortikosteroide oder Kortikosteroide

und Cyclophosphamid erhielten (69).

Aufgrund der Heterogenitat der Therapiemalinahmen lasst sich der Therapieerfolg

schwer abschatzen. Die Verbesserung klinischer Parameter und der Rickgang der
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Komplementaktivierung innerhalb der Beobachtungszeitrdume kann aber als ein im

Allgemeinen gutes Therapieansprechen gewertet werden.

4.5.2. Eculizumab

Beide Patient*innen, die mit Eculizumab behandelt wurden, vertrugen das Medikament
gut. Der Therapieerfolg unter Eculizumab ist in der Literatur trotz zahlreicher positiver
Fallberichte heterogen. Nicht alle Patient*innen scheinen von einer C5-Inhibition zu
profitieren; Indikatoren flr einen Therapieerfolg fehlen bislang (72, 74-77, 134).
Radhakrishnan et al. berichteten von einer 16-jahrigen Patientin mit therapierefraktarer
IC-MPGN mit sehr gutem Ansprechen auf Eculizumab tber vier Jahre (76, 135).

In dieser Arbeit schien Patientin 10 hinsichtlich des Krankheitsverlaufes ebenfalls von
der C5-Inhibition zu profitieren. Bei Patient 7 war der Therapieerfolg hingegen nicht
eindeutig auf Eculizumab zurtckzufihren. Die Umstellung auf MMF kann hierzu

zumindest auch beigetragen haben.

Rezidive nach Absetzen des Medikamentes wurden in mehreren Fallberichten
beschrieben (74, 75). Bei Patient 7 der vorliegenden Arbeit trat dies bis zum Ende des

Beobachtungszeitraumes nicht ein.

Beim komplementvermittelten HUS kann es ebenso zu Rezidiven nach Therapieende
kommen (136, 137). Das Vorliegen bestimmter Mutationen im CFH-Gen ist mit einem
erhohten Risiko hierfir assoziiert (137-139). Es erscheint erstrebenswert auch fur die
C3G aussagekraftige Daten zu moglichen Zusammenhéngen zwischen genetischen
Risikokonstellationen und dem Therapieansprechen zu generieren. Ebenso unklar und
Gegenstand aktueller Forschung sind der ginstigste Zeitpunkt fir das Absetzen von

Eculizumab und die optimale Lange der Therapieintervalle (140-142).

4.6. Remission

Der Vergleich mit der Literatur beztglich des Outcome ist erschwert durch ein Fehlen
einheitlicher Remissionskriterien und durch die kurzen Beobachtungszeitraume in
unserer Studie. Bei Medjeral-Thomas et al. kam es bei der C3G bei 29% der

Patient*innen im Median nach 28 Monaten zur terminalen Niereninsuffizienz. Allerdings
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bezogen sich diese Daten auch auf Erwachsene. Mit héherem Alter schien es haufiger
zum renalen Funktionsverlust zu kommen (54, 63). Im Vergleich dazu zeigte unser rein
padiatrisches Kollektiv ein besseres Outcome.

Nur bei Patientin 10 mit DDD, allerdings der Patientin mit dem langsten
Beobachtungszeitraum, kam es nach sechs Jahren zur terminalen Niereninsuffizienz.
Das Vorliegen einer DDD wird als Risikofaktor flr einen Krankheitsprogress bei der
C3G vermutet (54). Die Rekurrenz der Erkrankung in der Transplantatniere, zu der es
bei Patientin 10 kam, wurde in der Literatur insbesondere bei der DDD mehrfach
beschrieben (52, 54).

In der vorliegenden Arbeit erreichten nach 12 Monaten nur 17% der Patient*innen eine
komplette Remission. 50% zeigten keine Remission, wobei eine anhaltende
Einschrankung der Nierenfunktion und eine Persistenz der Proteinurie im Vordergrund
standen. Die partielle Remission war bei 4 Patient*innen auf eine persistierende
Mikroh&maturie  zurlckzufihren. Zum  Zeitpunkt der individuellen letzten
Wiedervorstellung stellten sich die Daten &hnlich dar.

Padiatrischen Patient*innen mit C3G wird in der Literatur eine schlechtere Prognose
zugeschrieben (57). In unserer Kohorte hatten nach 12 Monaten hingegen
Patient*innen mit IC-MPGN ein schlechteres Outcome. Bezogen auf die individuelle
letzte Wiedervorstellung war dieser Unterschied allerdings nicht mehr festzustellen. Hier

schien wiederum das Outcome der IC-MPGN etwas gunstiger zu sein.

4.7. Limitationen der vorliegenden Arbeit

Als wichtige Limitation dieser Arbeit ist zu nennen, dass die vorliegenden Ergebnisse
auf retrospektiven Daten basieren. Aufgrund dessen war die Vollstandigkeit der
Befunde teilweise nicht gewahrleistet. Eine Bestimmung von Cystatin C bei allen
Patient*innen hétte eine genauere Einschatzung der Nierenfunktion ermoglicht als mit
der hier angewandten auf Kreatininwerten basierenden Formel nach Schwartz. Eine
engmaschigere Bestimmung von sC5b-9 und C3d zur Uberwachung der
Eculizumabtherapie ware erstrebenswert gewesen. Auch war nicht bei allen

Patient*innen eine genetische Untersuchung mdglich oder gewiinscht.

58



Angesichts der Seltenheit der Erkrankung muss haufig auf Studien mit kleiner Fallzahl
zuruckgegriffen werden. Die wissenschaftliche Aussagekraft der vorliegenden Arbeit ist
aufgrund des kleinen Kollektivs und der teilweise sehr kurzen Beobachtungszeitraume
stark eingeschrankt. Die unterschiedliche L&nge der Beobachtungszeitraume
erschwerte zudem die Vergleichbarkeit der Outcomes. Teilweise erfolgte keine
regelmalRige Vorstellung; Dokumentationsliicken von bis zu 1,4 Jahren waren die
Folge. 3 Patient*innen waren lost to follow-up, bei 4 Patient*innen war die Transition in
die erwachsenenmedizinische Betreuung bereits erfolgt. Wunschenswert waren
einheitliche Beobachtungszeitrdume Uber den Beginn des Erwachsenenalters hinaus

gewesen, um bessere Aussagen beziiglich der Prognose treffen zu kénnen.

Aufgrund des heterogenen Krankheitsbildes und der Seltenheit der Erkrankung wurden
individuelle Therapiekonzepte erarbeitet. Dies erschwerte die Bewertung des Nutzens
einer Behandlungsmethode. Ebenso konnte bei Polytherapie das klinische Ansprechen

nicht eindeutig einer einzelnen Therapiestrategie zugeordnet werden.

4.8. Perspektiven

Obwohl zahlreiche Verdffentlichungen in den letzten Jahren zu einem besseren
Verstandnis der MPGN beigetragen haben, besteht weiterhin ein groRRer
Forschungsbedarf um die pathophysiologischen, klinischen und genetischen
Gesichtspunkte der Erkrankung.

Anfang 2020 veroffentlichten Levine et al. Ergebnisse eines Whole-Genome
Sequencing einer Kohorte aus dem Vereinigten Konigreich Grof3britannien und
Nordirland. 146 péadiatrische und erwachsene Patient*innen mit MPGN (C3G und
IC-MPGN) wurden mit Individuen ohne MPGN verglichen. Auch in dieser
vergleichsweise groRen Kohorte konnte keine neue monogenetische Krankheits-
ursache, insbesondere der Komplement-Gene, identifiziert werden. Genetische
Risikofaktoren fanden sich in allen Subentitaten. Es zeigte sich allerdings eine
signifikante Assoziation mit dem HLA-Typ, was auf eine autoimmune Genese der
MPGN hindeutet (143).

Weitere Untersuchungen im Rahmen von nationalen Registerstudien mit grol3eren
Patient*innenzahlen und in ausschlie3lich padiatrischen Kohorten sind unabdingbar.

Das MPGN-Register der Gesellschaft fur Padiatrische Nephrologie sammelt seit 2004
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und das Register fir C3 Glomerulopathie und Immunkomplex-vermittelte MPGN (C3G-
Register) seit 2015 Patient*innendaten in ganz Deutschland (144, 145).

Diese Register kbnnten der Erarbeitung prognostischer Marker dienen, welche bislang
weitgehend fehlen. Zur besseren Vergleichbarkeit des therapeutischen Ansprechens
sind aul3erdem einheitliche Remissionskriterien wiinschenswert.

Randomisiert kontrollierte prospektive Studien wurden aufgrund der Seltenheit der
Erkrankung bisher nicht durchgefuhrt. Sie waren winschenswert, um Therapieoptionen
besser bewerten und Indikationen zu Behandlungsmafnahmen klarer stellen zu

kdnnen.

Zudem wird derzeit intensiv an der Entwicklung neuer Medikamente geforscht, die an
anderer Stelle als Eculizumab in das Komplementsystem eingreifen (146, 147).
Nicht alle Patient*innen profitieren von einer Blockade der Endstrecke der
Komplementkaskade durch den C5-Inhibitor Eculizumab (147, 148).

Vorrangig scheinen Betroffene, bei denen eine Uberaktivierung des terminalen
Komplementkomplexes im Zentrum der pathophysiologischen Vorgéange steht, gut auf
Eculizumab anzusprechen. SC5b-9 wird deswegen als Parameter fur die Effektivitat der
Behandlung diskutiert (72, 74, 75, 77, 149).

Aus pathophysiologischer Sicht konnte jedoch eine Hemmung weiter proximal im
alternativen  Komplementweg fur viele Betroffene einen weitreichenderen
therapeutischen Nutzen als Eculizumab bringen.

C3 spielt hier als Zielstruktur die wichtigste Rolle, da sowohl genetische als auch
erworbene Faktoren, wie der Antikorper C3NeF, zu einer Stabilisierung/Uberaktivierung
der C3-Konvertase fuhren. Ilhre pharmakologische Hemmung erdffnet eine
vielversprechende therapeutische Angriffsfliche mit Hoffnung auf eine kausale
Therapieoption (150).

Derzeit sind zahlreiche Wirkstoffe, die mit unterschiedlichen Mechanismen in den
alternativen Komplementweg eingreifen, Gegenstand intensiver Forschung (147).

Das Compstatin-Analogon Cp40, Antikdrper gegen CFB und CFD, FH-Molekile, die
Fusionsproteine TT30 und MFHR1 und der l6sliche Komplementrezeptor 1 (sCR1) sind
nur einige der vielen neuen pharmakologischen Anséatze, welche fir die Behandlung
komplementvermittelter Erkrankungen derzeit untersucht werden (151-158).

Der sCR1 wurde bereits bei einer Patientin mit C3G erprobt (152). In vitro verhinderte

dieses rekombinante Protein die Dysregulation der C3-Konvertase selbst im Serum
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C3NeF positiver Patient*innen. Tierversuche bei CFH-defizienten Méause zeigten eine
Hemmung des alternativen Komplementweges durch sCR1 im Sinne einer
Normalisierung der C3-Werte im Serum und eine Reduktion glomerularer iC3b-
Ablagerungen.

Eine 8-jahrige Patientin mit DDD, erniedrigten C3-Werten und positiven C3NeF zeigte
klinisch einen rapiden Progress im Sinne einer RPGN mit terminaler Niereninsuffizienz.
Sie erhielt sieben sCR1-Gaben. Wahrend des kurzen Behandlungszeitraums kam es
zur laborchemischen Besserung der Komplementdysregulation im Sinne eines
transienten Anstiegs der C3-Werte sowie eines Rickgangs der sC5b-9-Werte.

Klinisch war das Madchen weiterhin dialysepflichtig und histologisch kam es zu keiner
Befundanderung. Allerdings deuten diese Ergebnisse auf eine gute Vertraglichkeit des
SCR1 beim Menschen hin. Eine weitergehende klinische Erprobung mit langeren

Behandlungszeitraumen scheint erstrebenswert (152).

Insgesamt lasst das grol3e wissenschaftliche und wirtschaftliche Interesse an
pharmakologischen und klinischen Neuerungen in der Therapie komplementassoziierter
Erkrankungen auf einen weiteren Erkenntnisgewinn bei der MPGN hoffen, von dem
besonders die jungsten Patient*innen mit IC-MPGN und C3G in Zukunft profitieren

kdénnten.
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