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Abstract (deutsch):

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Einblick in die Diagnostik und Genetik
des Gitelman- (GS) bzw. klassischen Bartter-Syndroms (cBS) zu gewahren und
anhand einer retrospektiven Datenanalyse am Landeskrankenhaus Graz zu eruieren,
ob der genannte Krankheitskomplex, wie angenommen, unterdiagnostiziert ist. Nicht
nur die Anzahl gefundener Falle lag unterhalb der Schatzung fur das Einzugsgebiet
des LKHs, die anhand der Pravalenzen der GS errechnet wurden. Vielmehr wurde
auch eine ungleiche Geschlechterverteilung beobachtet (Frauen: Manner 3:1). Grund
dafur sind womoglich die Asymptomatik als Teil des Krankheitsbildes, es miussen
aber auch andere Ursachen in Betracht gezogen werden. Die Evaluierung der
Arztbriefe ergab zudem einen moglichen Einfluss von GS/cBS auf
Schilddrusenhormone. Weiters ist ein Zusammenhang zwischen ¢BS und
chronischer Nierenerkrankung mit hoher Komorbiditat denkbar. Die Einteilung der
Patientinnen nach GS oder cBS anhand ihrer Klinik funktionierte in den Fallen, bei
denen Daten vorhanden waren, recht gut. Leider ist aufgrund der geringen Anzahl an
Genanalysen die Moglichkeit der Evaluierung von Pravalenzzahlen nur begrenzt
moglich. Das hohe Durchschnittsalter lasst vermuten, dass bei vielen Patientinnen
ein GS oder ein cBS mit sehr variablem GS-Phanotyp vorliegt oder aber weitere,
bisher unzureichend untersuchte, Mutationen anderer Gene. Es ware sinnvoll, die
Genanalyse nicht nur als Teil der Diagnostik anzusehen, sondern auch als
Perspektive fur die Forschung an den Salzverlusttubulopathien. Zusammen mit dem
Wissen um die molekulare Beschaffenheit der Proteine konnten somit zukunftige
therapeutische Moglichkeiten geschaffen werden.



Abstract (english):

The goal of this thesis was to unveil diagnostics and genetics of Gitelman (GS) and
classical Bartter syndrome (cBS) and further exermine whether these salt-loosing
tubulopathies are underdiagnosed in the styrian population. On the basis of a
retrospective data analysis it was shown that the assumed prevalence does not
match the number of patients diagnosed within the patient documentation system at
LKH Graz. Furthermore there was gender imbalance of 3:1, favouring female
diagnosis of GS/cBS. Underdiagnosis is probably due to lack of symptoms but other
causes still have to be evaluated. Medical reports showed a possible link to thyroid
disorders and a connection between cBS and chronic kidney disease and high
comorbidity. Classifcation of GS and cBS patients by means of clinical manifestation
was working, if relevant data was available. Unfortunately there was no possibility of
evaluating the assumed prevalence in Austria due to a lack of genetic analysis.
Based on the high mean age of diagnosis of cBS candidates one can hypothesize
that patients could harbour mutations that result in either GS or cBS with a GS
phenotype or other yet unknown genes. Regarding future therapeutic options, it
seems inevitable to perform genetic analysis and gather further knowledge of
molecular structures of these proteins, not just for diagnosis of salt-loosing
tubulopathies but as an outlook for research in this field.



1. Gesundheitsversorgung seltener Krankheiten

Seltene Krankheiten berthren uns im Alltag wenig. Wir begegnen ihnen lediglich in
medizinischen Fernsehformaten aus Hollywood oder haben einen entfernten
Verwandten oder Bekannten, der an einer seltenen Krankheit leidet. Eine Erkrankung
wird als selten definiert, wenn daran weniger als eine von 2000 Personen erkranki.
Bislang sind Uber 6000 dieser seltenen Erkrankungen bekannt. Summiert man alle
auf, so gibt es Schatzungen zufolge allein in der Bundesrepublik Osterreich 200.000
bis 400.000 betroffene Menschen.

Aufgrund der Fulle und Komplexitat dieser Krankheiten sind sie nicht nur in der
Allgemeinbevdlkerung, sondern auch bei vielen Medizinern unbekannt. Oftmals
werden sie gar nicht diagnostiziert oder werden einem anderen Krankheitskomplex
zugeschrieben. Auffallig ist, dass die grol3e Mehrheit dieser Erkrankungen auf
genetische Ursachen zurlickzufiihren ist. Mittlerweile haben sich in Osterreich zwei
Zentren fur seltene Krankheiten etabliert. Eines befindet sich in Linz, das andere in
Innsbruck. Sie kdnnen bei weitem nicht alle Patientinnen abdecken, aber es ist ein
wertvoller Schritt fir eine patienten- und krankheitsorientierte Behandlung, abseits
der klinischen Routine (Dzugan 2015; eurordis.org).

2. Gitelman- und klassisches Bartter-Syndrom

In einer vorangegangen Arbeit wurde bereits eine bzw. zwei dieser seltenen
Krankheiten beleuchtet, das Gitelman-Syndrom (GS) und das klassische Bartter-
Syndrom (cBS) mit einer GS-ahnlichen Auspragung (Schoppe 2015). Die
Erkrankungen konnen grob als Elektrolytstorungen klassifiziert werden. Es handelt
sich hierbei um genetisch bedingte Mutationen spezifischer Kanale in bestimmten
Abschnitten der Niere, die teilweise in deckungsgleicher Klinik, Symptomatik und
Laborbefunden minden konnen.

Die Arbeit umfasste neben den physiologischen Grundlagen Diagnostik, Therapie
und weitere Einflussfaktoren, lie} jedoch weitere diagnostische Methoden und die
Genetik der Salzverlusttubulopathien (SLTs) auf3en vor. Die Genetik kann nicht nur
genauere Einblicke in die Ursachen gewahren, sondern sie vermag, wie bei fast allen
seltenen Krankheiten, festzustellen, ob sie vorliegt oder nicht.



Ausgehend von der Annahme, dass seltene Krankheiten per se unterdiagnostiziert
sind, soll mithilfe einer retrospektiven Datenerhebung am Landeskrankenhaus Graz
gepruft werden, ob dies im Falle des Gitelman- bzw. klassischen Bartter-Syndroms
des GS-Phanotyps ebenfalls zutrifft. Dariber hinaus wird auch naher auf die Genetik
und weitere diagnostische Methoden dieser Krankheit eingegangen.

2.1. Klinik

Die Diagnose erfolgt beim GS meist zufallig oder uber Umwege. Tendenziell wird die
Erkrankung eher in der Adoleszenz diagnostiziert, obwohl auch Falle aus Kindheit
und hohem Alter bekannt sind (Brenner 2011; Brambilla et al. 2013; Brugnara et al.
2014).

Das cBS hingegen wird traditionellerweise fruh diagnostiziert. Der GS-Phanotyp des
cBS deckt sich jedoch mit dem spaten Ausbruch des GSs (JASN 2014).

Die klinischen Symptome von GS und cBS sind, wie bereits erwahnt, ein Resultat
von Mutationen in zwei Genen. Die Klinik ist sehr weitreichend und umfasst, neben
Krampfen in Armen oder Beinen, Tetanien, periodischen Lahmungen der
GliedmalRen, Mdudigkeit, Polyurie, Nykturie, Herzrhythmusstorungen, inklusive
Tachykardien und gelegentlich Wachstumsverzogerungen. Zusatzlich tritt in der
Regel bei jedem zweiten Erkrankten eine QT-Verlangerung im EKG auf, der man
gerade ob der QT-verlangernden Wirkung vieler Medikamente Beachtung schenken
sollte (Brenner 2011).

Die Symptome sind sehr variable und ihre Hintergrinde unzureichend geklart. In
sehr vielen Fallen bleiben Patientinnen auch asymptomatisch, obwohl sie
pathologische Laborwerte zeigen. Umgekehrt mussen symptomatische Patientinnen
nicht zwangslaufig niedrigere Elektrolytwerte aufweisen als asymptomatische
(Graziani et al. 2010).



2.2. Differenzialdiagnose zwischen cBS und GS

Sowohl beim cBS als auch beim GS stellen sich eine Hypokalidmie und eine
metabolische Alkalose mit normalem Blutdruck und aktiviertem Aldosteron sowie
Renin, infolge des Elektrolytverlustes, ein. GS weist zusatzlich eine
Hypomagnesiamie und eine Hypokalziurie auf. Diese Distinktionsmerkmale wurden
erstmals von Bettinelli et al. (1992) vorgetragen und haben sich in vielen weiteren
Studien als guter Indikator entpuppt, jedoch uberschneiden sich die klinischen
Merkmale und Laborparameter zwischen cBS und GS gelegentlich sehr stark
(Matsunoshita et al. 2016; Lee et al. 2016).

distal convoluted tubule

lumen

TRPMB

i )
thick ascending limb of Henle's loop distal convolute
10% /

proximal tubule

&

65%

Na*

blood

CIC-Kh

barttin

B)

/

thick ascending limb

CIC-Kb

2K

collecting duct

loop of Henle

(

A: der dicke aufsteigende Ast der Henle Schleife mit dem Furosemid-sensitiven NKCCT, sowie
CLCNKA und CLCNKB. B: der distale Tubulus mit dem Thiazid-sensitiven NCCT und dem
Transportprotein CLCNKB (Seyberth und Schlingmann 2011).

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Nephrons und die Einteilung der Segmente nach
Seyberts Methode der Diuretika-Reaktion
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Die phanotypische Variabilitat des cBS liegt im Defekt des Chloridkanals im Nephron
begrundet. Er befindet sich namlich in zwei verschiedenen Abschnitten der Niere, in
der Henle-Schleife und im distalen Tubulus (siehe Abb.1). Der Phanotyp wird
vermutlich durch den Abschnitt bestimmt, an welchem der CLCNKB am meisten
betroffen ist.”

Ist durch das cBS primar die Henle-Schleife betroffen, kann es zu einem starken
Kalziummangel und einer erhohten Ausscheidung von Kalzium und auch Magnesium
kommen. Erstere mindet nicht selten in einer Nephrokalzinose (Brenner 2011).

Es wird angenommen, dass ein Drittel bis ein Funftel aller Falle von cBS eine
Hypomagnesiamie aufweisen (Brenner 2011). Bei 17% sollen sogar eine
Hypomagnesiamie und eine Hypokalziurie vorliegen. Umgekehrt gibt es auch beim
GS einen cBS-Phanotyp. In einer GS-Kohorte wiesen nur 41 von 90 genetisch
Bestatigten beide Merkmale auf (Matsunoshita et al. 2016).

Laut Balavoine et al. (2011) liegen bei 20-40% der GS-Patientinnen die
Magnesiumwerte im Normbereich und bei ca. 26% ist keine verminderte
Ausscheidung von Kalzium ersichtlich. In einer anderen Studie wird die Absenz einer
Hypokalziurie im GS mit 19% beziffert (Lee et al. 2016).

Weshalb der Phanotyp beim GS so stark variiert, ist noch ganzlich ungeklart.

' Die genauen Ursachen sind noch nicht vollstandig geklart. Es wird vermutet, dass beim GS-
Phanotyp des cBS der defekte Chloridkanal (CLCNKB) primar im Abschnitt des distalen Tubulus
betroffen ist. In der Henle-Schleife kann seine Aktivitait vom Chloridkanal CLCNKA erfolgreich
kompensiert werden. Im distalen Tubulus sorgt der Defekt des CLCNKB indirekt dafiir, dass weniger
Natrium Uber einen Natriumchloridtransporter (NCCT) in die Zelle mit aufgenommen wird.

Da die Niere lieber Kalium und Wasserstoff als Natrium ausscheidet, findet gegen Ende des
Tubulussystems ein Austausch eben dieser lonen statt. Dadurch entsteht der Kaliummangel und die
metabolische Alkalose. Beim GS ist der NCCT direkt betroffen, der Mechanismus bzw. die Folgen
sind dieselben. Somit ist die phanotypische Uberlappung nur logisch. Beim konventionellen cBS ist
eher der CLCNKB in der Henle-Schleife betroffen, was nicht nur zu einem friiheren Ausbruch, sondern
auch zur Absenz eines Magnesiummangels, zu einer hohen Ausscheidung von Kalzium und hohem
Verlust von Kalium, Chlorid und Natrium fuhrt (Seyberth und Schlingmann 2011).
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2.3. Therapie

Interessanterweise konnen Symptomatik und Elektrolytwerte von Tag zu Tag sehr
stark schwanken (Robinson und Frankl 2016).

Beide SLTs bedurfen einer lebenslangen Therapie bzw. Einnahme von grof3en
Mengen an Kalium und gegebenenfalls Magnesium. Hier stellt sich zum einen die
Problematik der Unvertraglichkeit, da Kalium den Magen sehr stark reizen kann und
Magnesium von der Verdauung nur bis zu einem gewissen Grad toleriert wird und
den Elektrolytverlust bei starker Diarrhoe sogar noch verstarken kann (Brenner
2011).

Die Literatur verweist aufgrund des zusatzlich vorherrschenden Chloridmangels auf
Chlorid-Zusammensetzungen fur die Einnahme von Magnesiumpraparaten, zudem
weisen viele andere Zusammensetzungen eine schlechte Bioverfugbarkeit auf.
Karzlich wurde zum ersten Mal eine Studie zum Vergleich von Magnesiumpraparaten
angestellt. Es zeigte sich, dass eine retardierte Magnesiumlaktat-Zusammensetzung
bei 91% der Teilnehmerlnnen die Magnesiumwerte anhob. Bei 48% stieg neben dem
Magnesiumwert auch der Kaliumwert. Letzterer wurde sogar schneller angehoben
als das Magnesium (Robinson und Frankl 2016).

Dieser Effekt liegt in der physiologischen Tatsache begrindet, dass ein
Kaliummangel nur selten isoliert auftritt und nur ausreichend behandelt werden kann,
wenn genug Magnesium im Korper vorhanden ist (Brenner 2011).

Zusatzlich zu den Elektrolyten muss in der Therapie auch auf kaliumsparende
Diuretika wie Amilorid, Eplerenon oder Spironolacton zurlckgegriffen werden.
Wirksam zeigt sich auch das nichtsteroidale Antirheumatikum Indomethacin, es kann
hierbei aber zu gastrointestinaler Unvertraglichkeit kommen (Blanchard et al. 2014).
Weiters sollten fur die SLTs alternative therapeutische Ansatze, wie z.B. diatetische
Losungen oder die Verabreichung von TCM-Dekokten und deren Nutzen Uberpruft
werden. Letztere haben in Fallstudien von zwei Patienten signifikanten Anstieg der
Kaliumwerte gezeigt (Luo et al. 2016).

Zukunftig konnten auch andere pharmakologische Stoffe, wie Tacrolimus oder
neuartige Aldosteroninhibitoren fur therapeutische Zwecke herangezogen werden
(Colussi et al. 2013; Hoorn et al 2011).
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2.4. Langzeitfolgen

Die Literatur bezeichnet GS oftmals als harmlose Erkrankung mit einer sehr guten
Prognose. Dies gilt aber nicht fur alle Patientinnen, denn SLTs kdnnen weitreichende
Erkrankungen als Langzeitfolge entwickeln.

Pseudogicht, auch genannt Chondrokalzinose, die durch die Ansammlung von
Kalzium und Phosphat in den Gelenken entsteht, ist eine haufige Folge von GS.
Auch Rhabdomyolysen konnen auftreten. Zudem sorgt die QT-Verlangerung fur ein
erhohtes Risiko von Herzrhythmusstérungen und Tachykardien, die in seltenen
Fallen lebensgefahrlich sein konnen, jedoch bei jedem zweiten GS-Erkrankten
bestehen (Khosravi und Walsh 2014).

Beide SLTs besitzen gegenuber der Normalbevolkerung ein hoheres Risiko fur
Diabetes Mellitus und chronische Nierenerkrankung. Im Follow-Up der Erkrankung ist
eine abnormer Glukosemetabolismus zu beobachten (Balavoine et al. 2011; Ren et
al. 2014; Tseng et al. 2012).

Weiters scheinen GS-Patientinnen im Laufe der Krankheit eine hohe Anfalligkeit zur
Entwicklung von Hypertonie zu haben, obwohl der verminderte bis normale Blutdruck
ein Charakteristika bzw. Diagnosekriterium der Krankheit ist (Balavoine et al 2011;
Berry et al. 2013).

2.5. Diagnostik

Fir die Differenzialdiagnose muss nach auftretender Klinik und bestatigten
Laborparametern der Ausschluss des Missbrauchs von Diuretika und abflhrenden
Substanzen erfolgen. Auch Ubermaliges Erbrechen konnte falschlicherweise als
SLT diagnostiziert werden (Brenner 2011).

2.5.1. Thiazid-Test als Mittel zur Differenzialdiagnose

Wurden alle anderen Ursachen ausgeschlossen und weisen Kilinik und
Laborparameter nicht eindeutig auf cBS oder GS, so kann der vereinfachte Thiazid-
Test zum Einsatz kommen. Anhand der Reaktion der Niere auf den Wirkstoff
Hydrochlorothiazid kann eingegrenzt werden, wo die Resorptionsschwache vorliegt.
Da Thiazid den NCCT inhibitiert, sollte bei der Anwendung dieses
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pharmakologischen Stoffes bei vorliegendem GS, im Gegensatz zum BS, eine sehr
leichte bis gar keine Wirkung zu beobachten sein.? In der Studie von Colussi et al.
(2007) erwies sich der Test als sehr spezifisch, was die Unterscheidung des
Gitelman-Syndroms von allen Bartter-Syndromen betrifft. Der Test vermochte in zwei
Fallen sogar die Diagnose richtig zu stellen. *

Beim klassischem Bartter ist die fraktionelle Ausscheidung zwar geringer als bei
anderen BS-Patientlnnen, jedoch hoher als die der GS-Kohorte und moglichweise
sogar Uber dem ausgegeben Grenzwert von 2,3%. Laut Autor ist der Unterschied in
der Steigerung der Sekretion von Chlorid immer noch ausreichend, um zwischen
cBS und GS zu differenzieren (Colussi et al. 2007).

Widerspruchlich sind Fallstudien, die eine stumpfe Reaktion auf Thiazide unterhalb
des Grenzwertes zeigen. In beiden Fallen wurden Mutationen des cBS bestatigt
(Cruz und Castro 2013; Ohkubo et al. 2014).

Beim GS beeinflusst der Magnesiumwert die Reaktion der Thiazide sehr stark. Bei
vorliegender Normomagnesiamie schlagt der Test hoher aus als bei einer
Hypomagnesiamie (Jiang et al. 2015).

Vereinzelte GS-Patientinnen von Colussi et al. (2007) wiesen ebenfalls einen Anstieg
uber dem Grenzwert auf. Moglicherweise ist die Ursache hier auch ein normaler
Magnesiumwert.*

Daraus kann gemutmalt werden, dass sich bei einer milderen Auspragung noch
funktionstichtige NCCTs entlang des distalen Tubulus befinden, die fur eine
vergleichsweise hohere Reaktion der Thiazide verantwortlich zeigen.

Verlasst man sich bei all diesen Fallen mit paradoxer Reaktion nur auf den Thiazid-
Test, so steuert man in die falsche diagnostische Richtung. Aufierdem ist der Test
bei Kindern unter sieben Jahren, bei denen ein Bartter-Syndrom vermutet wird,
ganzlich ungeeignet. In diesem Fall kann es zu einem starken FlUussigkeitsverlust

kommen, der das Krankheitsbild zusatzlich noch verstarkt. Dies bezieht das

2 Vor dem Verabreichen bedarf es einer strengen Prozedur: Zunachst wird die Medikation der
Patienten und Patientinnen, die Uber die Gabe Kalium und Magnesium hinausgeht, fir eine Woche
abgesetzt. Ab dem Zeitpunkt der Einnahme des Thiazids missen sie sehr engmaschig Uberwacht
werden, sowohl biochemischen Werte in Blut als auch im Urin werden abgenommen (Colussi et al.
2007).

3 Die klinischen Parameter zeigten aufgrund der Absenz einer Hypomagnesiamie in einem Fall bzw.
ihrer Prasenz im anderen Fall zunachst auf die falsche Diagnose. Das Ergebnis der Thiazid-Tests
deutete jedoch auf das andere Krankheitsbild hin und wurde schlussendlich durch die genetische
Abklarung bestatigt (ebd).

* Bekannt ist, dass der Magnesiumwert den Schweregrad des GSs determiniert. Der
Magnesiummangel kommt, wie die Symptomatik der Krankheit selbst, erst im Verlauf der Erkrankung
zum Vorschein (Jiang et al. 2014).
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klassische BS, mit einer mdglichen phanotypischen Auspragung zur Henle-Schleife
hin, mit ein (Fremont und Chan 2012).

2.5.2. Exosome als Mittel zur Differenzialdiagnose

In den letzten Jahren wurde im Bereich der Salzverlusttubulopathien der Nachweis
von Transportproteinen in Exosomen im Urin zur diagnostischen Bestimmung
entwickelt und verwendet. ® Sie enthalten auch Proteine des NCCT und werden mit
Antikorpern sichtbar gemacht. Im Gegensatz zur Biopsie, ist diese Methode nicht
invasiv. Sie kann bei Kleinkindern angewandt werden und ist im Gegensatz zum
Gentest kostenschonender.

Isobe et al. (2013) konnten nur bei zwei Probandinnen niedrige Werte fur den NCCT
detektieren. Eine weitere Studie war dabei wesentlich erfolgreicher. In einer Kohorte
von 36 Personen, davon 19 mit GS, 13 mit BS (davon funf mit cBS) wurden die
Exosome im Labor untersucht. Wie erwartet, war der NCCT in der GS-Gruppe fast
nicht sichtbar (Corbetta et.al. 2014)

Fur die Unterscheidung von ¢cBS und GS ist dieser Test sehr interessant, denn es
waren stets signifikante Unterschiede zwischen den beiden Subgruppen zu
verzeichnen. Interessanterweise konnte durch diesen Test sogar eine Verbindung
zwischen dem Schweregrad der Mutationen und den NCCT-Werten hergestellt
werden. Bei gravierenden Mutationen ging der Wert gegen Null, bei leichten
Mutationen lag der Spiegel der gemessenen Transportproteine hoher (Corbetta et.al.
2014).

Uber dieses Verfahren kann in Zukunft méglicherweise Kenntnis Uber die genaue
Beschaffenheit der verantwortlichen Proteine erlangt werden, die moglicherweise zu
neuen therapeutischen Moglichkeiten fuhren. Weitere Forschungen in diesem

Bereich waren winschenswert.

> Bei Exosomen handelt es sich um Vesikel im Nanobereich, die Uber die Zellmembran
ausgeschieden werden. Uber die apikale Seite gelangen Exosome in den Urin. Es werden nicht nur
Proteine aus der Membran ausgeschleust, sondern auch aus dem Zytoplasma. Bei einem
genetischen Defekt im NCCT sind weniger bis gar keine Proteine nachweisbar (Corbetta et al. 2014).
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2.5.3. Gentest als Mittel zur Differenzialdiagnose

Die genetische Abklarung kann essentiell fur die Bestimmung der richtigen Diagnose
und fur die Therapie beider SLTs sein. Oftmals kann sie zwischen den beiden Typen
differenzieren und Befunde richtig zu stellen, allerdings nur bis zu einem bestimmten
Grad (Urbanova et al. 2011).

Das folgende Kapitel behandelt eingehend die Ursachen der Funktionsverluste
beider Transportproteine in der Niere. Leider tragen die mit dem Gentest
verbundenen Kosten, die mangelnde Verfugbarkeit, die weitreichende Verteilung der
Mutationen, eine mogliche Nichterkennung durch mangelhafte DNA-Tests oder auch
das Unwissen Uber mogliche weitere Gene, dazu bei, dass der Test nicht als
Nonplusultra der Diagnostik herhalten kann (Fremont und Chan 2012).
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3. Genetik des Gitelman- und klassischen Bartter-
Syndroms

Im folgenden Kapitel werden die genetischen Zusammenhange erlautert, die zu
einem Ausbruch der Salzverlusttubulopathien fuhren kénnen. In den 90er Jahren
wurden zwei Gene identifiziert, die entweder zum Gitelman-Syndrom oder aber auch
zum klassischen Bartter-Syndrom fuhren konnen, moglicherweise mit einer GS-
ahnlichen phanotypischen Auspragung (Simon et al. 1996; Simon et al. 1997). Die
Vorgange sind komplexer Natur, werden aber von Grund auf erklart.

3.1. Aufbau des Genoms

FUr das genaue Verstandnis bedarf es eines Ausflugs in die Humangenetik. Jeder
Mensch besitzt 46 Chromosome. Eigentlich handelt es sich aber um 23
Chromosomenpaare (diploid), die Erbinformationen in zweifacher Ausfuhrung tragen,
ein Chromosom® von der Mutter, ein weiteres vom Vater (Brenner 2011; Murken
2011).

Ublicherweise sind die Gene eines jeden Menschen, bedingt durch Mutationen, in
verschiedenen Ausfuhrungen vorzufinden. Variationen eines Gens an festgelegten
kodierenden Orten entlang eines Chromosoms werden als Allel bezeichnet und
konnen verschiedene Auspragungsformen nach sich ziehen. Allele kbnnen entweder
mutiert oder aber normal sein (Wildtyp). Da Chromosome beim Menschen zweifach
vorzufinden sind, enthalten sie jeweils zwei Allele fur jedes Gen (Buselmaier und
Tariveridan 2007; Alberts et al. 2012).

® Ein Chromosom ist nichts anderes als die duBerst engmaschige Wicklung von sehr langen DNA-
Molekulen. Das Baumaterial der DNA wiederum besteht, um es einfach auszudriicken, aus Zucker,
Phosphat und vier verschiedenen Basen. Das gesamte menschliche Genom ist lediglich eine
andersartige Anordnung eben dieser vier Bausteine. Bestimmte Abschnitte der DNA nennt man Gene,
die als Konstruktionsplan fur bestimmte Proteine dienen (Alberts et al. 2012).

17



3.2. Autosomal-rezessiver Erbgang

Sowohl Gitelman (GS) als auch klassische Bartter (cBS) sind sogenannte rezessiv
vererbbare Krankheiten. Voraussetzung fur den autosomal-rezessiven Erbgang ist,
dass beide Eltern bestimmte Genmerkmale in einfacher Ausfihrung (ein mutiertes
Allel), also heterozygot, tragen. Im Kind konnen nun beide Genmerkmale
zusammentreffen und eine Erbkrankheit ausldsen. Diese liegen dann im Gen genau
zweimal vor (homozygote Allele).

Eine Besonderheit bei autosomal-rezessiven Erkrankungen ist jedoch, dass auch
verschiedenartige Mutationen zweier Allele eines Gens zur Auspragung fuhren
konnen. In der Genetik wird diese Konstellation als compound-heterozygot (komplex
heterozygot) bezeichnet.
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Abbildung 2: Autosomal-rezessiver Erbgang (Buselmaier und Tariveridian 2007)

Wenn die erblichen Voraussetzungen der Eltern gegeben sind, tritt die Erbkrankheit
mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:4 auf (siehe Abb. 2). 50% der Kinder sind
weiterhin nur heterozygoter Merkmalstrager und 25% besitzen nicht einmal das
Genmerkmal. Analog dazu steigt die Wahrscheinlichkeit, wenn ein Elternteil Trager
des Genmerkmals ist und das andere Elternteil bereits an der Krankheit leidet. Hier
werden alle Kinder Merkmalstrager und die Halfte von ihnen erkranken (Buselmaier
und Tariverdian 2007).
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3.3. Proteinsynthese

Mutationen an Transportproteinen, die zu einem Funktionsverlust fuhren, sind
verursachend fur die veranderte Funktion der Niere und den Ausbruch der
Salzverlusttubulopathien.

Generell muss fur die Fertigung von Proteinen die DNA zunachst aufgefaltet und in
messenger-RNA Uberschrieben werden (Transkription). Im Anschluss wird es mit
Hilfe der Ribosomen in ein Protein Ubersetzt (Translation). Entlang der DNA eines
Gens wird zwischen kodierten (Exon) und nicht-kodierten Abschnitten (Intron)
differenziert. Beim Vorgang des Spleilens, der Teil der Transkription zur mRNA
(messenger RNA) ist, werden die nichtkodierenden Introns der DNA entfernt und
Exon an Exon gehangt (Alberts et al. 2012).

Das Lesen der Erbinformationen erfolgt immer im Block aus drei Basen. Diese bilden
bei der Translation jeweils eine Aminosaure und werden auch Kodon genannt. Jede
Kombination der Basenbausteine steht fur eine bestimmte Aminosaure. Der Verbund
aus Aminosauren formt ein Protein.

Introns markieren den Beginn und das Ende der zu lesenden Information der Exons
fur die Transkription. Umschlossen wird das Gen von einem Promotor und einem
Terminator, die den Startschuss fur das Umschreiben geben und wieder terminieren
(Murken 2011; Alberts et al. 2012).

RNA-Synthese
(Transkription)

RNA
> EERE YT ¢

Protein-Synthese
(Translation}

PROTEIN

H;N'ﬁ?‘b}i’.‘Wﬁ%COOH

Aminosauren

Abbildung 3: Prozess der Proteinbildung (Alberts et al. 2012)
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3.4. Arten von Genmutationen

Eine Mutation kann zum einen die Aktivitat von Proteinen verstarken ("Gain-of-
function") oder auch vermindern ("loss-of-function"). Die fur unseren
Krankheitskomplex relevanten Mutationen vermindern allesamt die Funktion des
Proteins auf eine bestimmte Art und Weise (siehe Abb. 4) (Murken 2011).

3.4.1. Substitution

Far die Mehrheit der genetischen Unterschiede des Menschen zeigen sich Single
Nucleotide Polymorphismen verantwortlich (SNPs). Es handelt sich um den
Austausch eines einzelnen Nukleotids. Betrifft diese Art der Mutation bzw. das Allel
mehr als 1% der Bevdlkerung, so nennt man sie Polymorphismus.

SNPs werden insgesamt auf 5 Millionen beziffert, davon 60.000 im kodierten Bereich
der Exons. Befindet sich ein SNP im Bereich eines Exons, so kann es entweder das
Kodon verandern oder aber auch eine korrekte Aminosaure bilden. Letztere und die
SNPs im Bereich der Introns werden als stille Mutationen bezeichnet. Trotz einer
winzigen Anderung in der zu lesenden Information wird die gleiche Abfolge von
Aminosauren erzeugt. Die Mutationen bleiben ohne Folgen (Graw 2015).

Sorgt die Mutation eines einzelnen Nukleotids im Exon daflr, dass eine veranderte
Aminosaure translatiert wird, muss dies nicht zwangslaufig Folgen fur das Protein
haben (ebd; Murken 2011). ’

Fuhrt der Fehler beim Buchstabieren eines einzelnen Basenpaares dazu, dass eine
andere Aminosaure gebildet wird, die Einfluss auf die Funktion des Proteins hat, so
spricht man von einer Missense-Mutation (sinnverandernd). Ist die Mutation
sinnentleerend (Nonsense-Mutation), resultiert ein sogenanntes Stop-Kodon, d.h. die
Synthese des Proteins wird vorzeitig abgebrochen. Beide munden in einem
veranderten und maoglicherweise nicht funktionsfahigen Protein.

’ Beim relevanten Gen fir das Gitelman-Syndrom wurden zahreiche SNPs gefunden und analysiert.
Beispielsweise sorgen "gain-of-function" SNPs in einem kleinen landlichen Gebiet der inneren
Mongolei dafiir, dass fast 50% der Bevolkerung Bluthochdruck haben. Auf der anderen Seite wurde
durch funktionelle Analysen belegt, dass einige SNPs die Aktivitat bzw. die Aufnahme von Natrium im
gebildeten Protein um die Halfte senken kénnen (An et al. 2016; Moreno et al. 2004).
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3.4.2. Deletion und Insertion

Diese beiden Mutationen fugen Abschnitte der DNA hinzu (Insertion) bzw. 16schen
(Deletion) sie heraus. Der DNA-Strang wird um einzelne oder mehrere Dreierblocke
verlangert oder verkurzt (in-frame Deletion).

Insertion- und Deletion-Mutationen einzelner Nukleotide, die im Grunde genommen
auch zu den Punktmutationen zahlen, verschieben die Abfolge aller nachfolgenden
Dreierblocke. Folglich werden sie versetzt gelesen, daraus resultiert der Bau anderer
Aminosauren und folglich ein stark modifiziertes Protein (Frameshift-Mutation).

3.4.3. Duplikation, SpleiBen, Promotermutation

Ferner sorgt ein weiterer Typ von Mutationen fur Wiederholungen bestimmter DNA-
Sequenzen. Es werden Dreierblocke oder ein Vielfaches von drei Basen zusatzlich
zu den vorhandenen Bausteinen in gleicher Reihenfolge hinzugefugt.

Ist der Ubergang mutiert, der bei der Transkription zur mRNA angibt, wo das Intron
ausgeschnitten bzw. wo das nachste Exon angehangt wird, so entsteht eine Spleil3-
Mutation. Nukleotide in der Ubergangsregion am Ende der Introns bzw. am Anfang
der Exons werden bei der Translation entweder herein- oder herausgeschnitten. Es
konnen sogar ganze Exons Ubersprungen werden. Dadurch kann der Bau der
betroffenen Proteine komplett entfallen. Das vorzeitige SpleiRen kann durch alle
genannten Mutationen, sowohl in Exons als auch Introns, hervorgerufen werden
(Alberts et al. 2012; Buselmaier und Tariverdian 2007).°

Hinzuzufigen sind sogenannte Promoter-Mutationen, bei denen es sich ahnlich
verhalt. Der Promoter ist eine Nukleotidsequenz in der DNA, der angibt, wo die
Transkription eines Gens beginnt. Ist diese Stelle mutiert, kann das komplette Gen

nicht uberschrieben werden (Murken 2011).

® Wie sich kiirzlich herausgestellt hat, kann auch eine Punktmutation dazu fiihren, dass ein ganzes
Exon ubersprungen wird. In unterschiedlichen Abstédnden zur Spleif3stelle befinden sich "Enhancer"-
Abschnitte, die eine regulierende Funktion beim SpleiRen Ubernehmen. Sind diese mutiert, kann das
Spleilen nicht ordnungsgemal durchgefiihrt werden (Takeuchi et al. 2015).
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3.5. Auswirkungen der Mutationen auf die Proteinbiosynthese

Jede dieser Mutationen hat fur die Synthese der Proteine andere Auswirkungen.

Fir das GS konnen die Veranderungen am Protein in verschiedene Klassen
unterteilt werden. In einem schematischen Aufbau verdeutlicht Abbildung 4 die
verschiedenen Mutationsklassen. Die erste Klasse beschreibt die komplette
Abwesenheit des Transporters in den Tubuluszellen. Aufgrund der unzureichenden
Stabilitdt der zustandigen mRNA kann das Protein nicht gebaut werden. Hierfur
zeigen sich zum Beispiel vorzeitige Stop-Kodons, Spleil3-, Deletion- und Promoter-
Mutationen verantwortlich (Glaudemans et al. 2012).

In der Klasse 2 der Mutationen wird die mRNA zunachst erfolgreich in ein Protein
Ubersetzt, es gibt jedoch Probleme bei der weiteren Verarbeitung der Proteine. Im
endoplasmatischen Retikulum (E.R.) werden die Ketten aus Aminosauren in ihre
Proteinstruktur gefaltet und mit Zucker besetzt (Glykosylierung). Bevor die Proteine
das E.R. jedoch verlassen konnen, mussen sie die dort ansassige Qualitatskontrolle
bestehen.® Neben der weiteren Verarbeitung und Sortierung der Proteine finden
Glykosylierungsprozesse im Golgi-Apparat statt, der sich in unmittelbarer Nahe des
Zellkerns befindet. Proteine werden mittels Vesikeln aus dem E.R. in den Golgi-
Apparat geschleust.

Es hat sich gezeigt, dass die meisten Missense-Mutationen zur Klasse 2 der
Mutationen gehoren (Alberts et al. 2012; Gamba 2005; Glaudemans et al. 2012;
Urbanova et al. 2011).

Die Proteine der Klasse 2 sind von ihrem chemischen Aufbau her korrekt, lediglich
durch die andere Faltung verlieren sie ihre Funktion. Proteine kdonnen mehrere
Strukturen annehmen, die andere Formen der Aktivitat nach sich ziehen. Als
Analogie kann hier eine Buroklammer dienen. Wird sie verbogen, ist sie chemisch
immer noch ident, jedoch kann sie keine Blatter mehr zusammenheften. Demnach
kann das Credo “structure means function” (Yonath A. 2013) geltend gemacht
werden (Alberts et al. 2012).

Die dritte Klasse definiert sich Uber eine Stérung beim Einbau des Transportproteins
in die Membran. Das Protein ist korrekt synthetisiert und gefaltet, es liegen aber

Veranderungen vor, die das Protein nicht zur Zellmembran gelangen lassen oder es

° Durch fehlerhafte Faltung findet die Glykosylierung nicht statt und die Proteine verweilen im E.R. und
werden moglicherweise wieder zerlegt, wenn die mangelhafte Faltung, beispielsweise durch
Hllfsproteine, den Chaperonen, nicht behoben werden kann (Alberts et al. 2012).
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am Einbau in die Membran behindern. Auch hierfir wurden bereits Missense-
Mutationen in funktionellen Analysen identifiziert (Gamba 2005; Glaudemans et al.
2012).

Die vierte Klasse behandelt Proteine, die erfolgreich Ubersetzt und in die
Doppellipidschicht  eingebaut  wurden, jedoch nur Uber unzureichende
Funktionstuchtigkeit verfugen. Es kann eine verminderte Aufnahme von Natrium-
lonen Uber den Transportkanal im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Es wird
angenommen, dass diese Mutationen einen erheblichen Einfluss auf Regulation und
Aktivierung des Proteins nehmen.

Die funfte Klasse beschreibt den vorzeitigen Abbau der Proteine. Diese Klasse trifft
auf die SLTs nicht zu (Glaudemans et al. 2012).

Klasse I: Keine Proteinsynthese Klasse I: Fehlerhafte Verarbeitung

Q} Klasse Ill: Storung

des Einbaus in die

ﬁ} . Zellmembran
Q Klasse IV: Gestorte

Proteinfunktion

Abbildung 4: Mutationsmechanismen und ihr Einfluss auf die Aktivitidt der Proteine (Gamba 2005)

3.6. SCL12A3 - Das Gitelman Gen

Die Tatsache, dass sich das GS sehr ahnlich zur Gabe von Thiaziden verhalt, macht
einen Zusammenhang mit dem Natriumchlorid Co-Transporter, kurz NCCT, sehr
wahrscheinlich. Der NCCT befindet sich im distalen Tubulus der Niere und ist fur den
Transport von Natrium und Chlorid-lonen in die Zelle verantwortlich. Das SLC12A3-
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Gen, welches den Bauplan fur das NCCT-Protein enthalt, wurde 1993 zunachst in
Saugetieren und auch der Flunder identifiziert. Ein Zusammenhang zwischen
Veranderungen am SLC12A3-Gen und dem Gitelman-Syndrom konnte erst durch
mehrere Forschergruppen aus Italien, den Niederlanden und den USA hergestellt
werden. Sie teilten die Annahme, dass eine Inaktivierung dieses Gens zum GS fuhrt.
Es befindet sich auf Chromosom 16 an der Position 13. Es besteht aus 26 Exons,
aus denen 1002 Aminosauren kodiert werden, 643 davon finden sich auch im
Genom der Flunder. Dies verdeutlicht, wie viele der Aminosauren eine
funktionstragende Rolle besitzen (Brenner 2011; Gamba 2005; Jiang et al. 2014;
Simon et. al. 1996).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des NCCT (Glaudemans et al. 2012)

In Abbildung 4 ist der Aufbau des NCCT zu erkennen, welcher die Komplexitat der
Proteinstruktur naher verdeutlicht. Sehr gut ersichtlich ist der Einbau des
Transportproteins in die Zellmembran im Abschnitt des distalen Tubulus.

Die Doppellipidschicht der Zellmembran wird hier grau dargestellt. Oberhalb der
Membran befindet sich der extrazellulare, unterhalb der intrazellulare Bereich des

Proteins.
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3.6.1. Mutationen im SLC12A3-Gen

Aufgrund der langen Aminosaurensequenz ist es auch nicht verwunderlich, dass sich
das Spektrum der bereits erfassten Mutationen bereits auf 428 belauft (Stand 2015.4
HGMD).

kleine Deletions schwerwiegende SLC 12 A3

and Insertions, 5

eletion, 22 h . d komplexe
sc werw.legen e Neuordnung, 1
Kleine Inserti InserltV
eine Insertion,
23 N

kleine Deletion,
49

Abbildung 6: Spektrum der SLC12A3 Mutationen (Stand 2015.4 HGMD Professional)

Die Verteilung der Mutationsarten ist der Abbildung 5 zu entnehmen. Der grofite
Anteil entfallt mit 63% auf Missense- und Nonsense-Mutationen. Der Grofteil dieser
Punktmutationen sind Missense-Mutationen. Gleichzeitig fallen laut Glaudemans et
al. (2012) die meisten Mutationen im SLC12A3-Gen in die Klasse 4 (siehe Kapitel
3.4.). Die Proteine werden erfolgreich in die Zellmembran eingebaut, jedoch mit
eingeschrankter Funktionalitat.

Mit etwas Abstand folgen Spleil-Mutationen (ca. 13%) und kleine Deletionen
(ca.11%). Mit jeweils ca. 5% treten schwerwiegende Deletions und die kleinen
Insertions auf.

Einige bekannte Missense-Mutationen sind in Abbildung 6 eingezeichnet. Jeder
Punkt stellt eine Aminosaure dar. Rote Punkte zeigen die Missense-Mutationen, jede
25. Aminosaure ist blau gekennzeichnet. Wie unschwer zu erkennen ist, ziehen sich
die Mutationen durch alle Abschnitte des Proteins, sogenannte Hotspots wurden
bisher nur in asiatischen Kohorten gefunden. In Taiwan wurde bei 14/117
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Patientinnen  wiederkehrende Mutationen entdeckt (Tseng et al. 2012).
Mutationsanalysen aus China zeigten eine Hotspot-Mutation in 13/42 Patientlnnen
gefunden, wobei der Verwandtschaftsgrad unbekannt bleibt (Wang et al. 2016).
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Abbildung 7: Eingezeichnete Missense-Mutationen am SLC12A3 (Wang et al. 2015)

Insgesamt, das bestatigt auch weitere aktuelle Literatur, kann festgehalten werden,
dass am haufigsten eine komplexe Heterozygotie vorliegt. Lediglich in der Kohorte
der spanischen Roma liegen stets homozygote Mutationen vor (Berry, Robinson und
Frankl 2013; Glaudemans et al. 2012; Herrero-Morin 2011; Lee et al. 2016).

Eine Forschergruppe in Taiwan berichtet sogar von dreifach-Mutationen bei 12%
aller Gitelman-Patientlnnen. Dies ist sicher auch der hodheren Frequenz der
heterozygoten Merkmaltrager in der asiatischen BevoOlkerung geschuldet, jedoch
wurden in ltalien und Frankreich ebenso dreifach-Mutationen gefunden, was bei
letzteren sogar zu einer Anderung des Vererbungstyps fiihrte (de la Faille et al. 2011;
Tseng et al. 2012). °

'%Im Fall der untersuchten Familie aus Frankreich wies ein Elternteil eine heterozygote Mutation und
das andere Elternteil drei Mutationen, verteilt auf zwei Allele, auf. Somit wurde die Krankheit nicht
mehr rezessiv, sondern dominant, mit einer Wahrscheinlichkeit von 50%, vererbt (de la Faille et al.
2011).
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In der bislang groBtangelegten Studie zu Mutationen, die das SLC12A3-Gen
betreffen, wurden bei Patienten und Patientinnen Uber 172 verschiedene Mutationen
identifiziert. Einschlusskriterium war die klinische Diagnose Gitelman-Syndrom.
Durch Kombination mehrerer Verfahren zur genetischen Abklarung liegt die
Erkennungsrate mittlerweile sogar bei 91% (Vargas-Poussou et al. 2011).

Bei 315 der 448 Untersuchten wurden zwei mutierte Allele entdeckt. Von diesen 315
waren nur 25% homozygot fur das Allel, die restlichen komplex heterozygot. 81
Probandinnen (18%) hatten nur einfach heterozygote Mutationen.

Eigentlich sollten heterozygote Mutationen lediglich den Status des Gitelman-
Carriers besitzen, jedoch nicht zum Ausbruch fuhren.

Es kann mittlerweile davon ausgegangen werden, dass ein groler Teil der
heterozygoten Mutationen auf weitere, zuvor nicht erkannte Veranderungen der DNA
zuruckzufuhren ist. Bei 51 der 81 Patientinnen der franzdsischen Studie konnten
weiteren DNA-Tests durchgefuhrt werden. Es ergaben sich komplexe Neuordnungen
des Gens bei 24 Patientinnen, Entfernung ganzer Exons bei 15 Patientinnen.
Dadurch konnten bei 50% der heterozygoten Mutationen weitere Mutationen
gefunden werden. Die Studie aus Taiwan dezimierte die Anzahl einfach
heterozygoter Patientinnen durch erweiterte DNA-Tests ebenfalls erheblich (Tseng et
al. 2012).

Die Tatsache, dass bei zahlreichen Studien einige Probandinnen kein zweites Allel
oder gar keine Mutationen aufweisen, lasst im Grunde nur zwei mogliche Schlisse
zu. Entweder wurde es falschlicherweise nicht erkannt, oder aber es gibt weitere
Gene, die zum Herausbilden des Gitelman-Syndroms beitragen (Balavoine et al.
2011; Matsunoshit et al. 2015; Jiang et al. 2014; Vargas-Poussou et al. 2011).

3.6.2. Mogliche weitere verantwortliche Gene

So konnten unerkannte Gene direkten Einfluss auf die Exprimierung der
Proteinkanale ausiben oder einen indirekten Einfluss auf die bereits bekannten
(Corbetta et al. 2014; Ishimori et al. 2013).

Bei Mausen mit Mutationen im SPAK-Gen wurde ein Phanotyp festgestellt, der sich
mit dem des Gitelman-Syndroms deckt. Neben weiteren Genen ist SPAK
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verantwortlich fur die Aktivierung des NCCT, indem es die Phosphorylierung des
SLC12A3-Proteins vorantreibt (Yang et al. 2010).

Auch die Gene WNK4 und WNK1 erweisen sich als potentielle Kandidaten. Beide
Gene kodieren Proteine, die in Wechselwirkung mit dem NCCT stehen. Das WNK4-
Gen hat einen direkten Einfluss auf den NCCT. WNK1 wiederum reguliert den NCCT
indirekt Uber die Phosphorylierung des WNK4. Bei Mutationen, die eine Aktivierung
zur Folge haben, entsteht das klinische Spiegelbild zum Gitelman-Syndrom, das
sogenannte Gordon-Syndrom (Brenner 2011; Wang et al. 2015).

Durch DNA-Analysen des WNK1- und WNK4-Gens, wurden bei zwei von acht
Probandinnen, die nur ein mutiertes Allel im SLC12A3-Gen aufwiesen, Mutationen im
WNK1-Gen festgestellt (Zhang et al. 2013).

Erst kiurzlich wurde bei Schwangeren mit exzessivem Fruchtwasseruberschuss und
einem damit einhergehenden antenatalen Bartter-Syndrom des Kindes Mutationen
im MAGED2-Gen identifiziert. Bei einem Funktionsverlust dieses Gens wird nicht nur
der NKCCT (Bartter-Syndrom Typ ), sondern auch der NCCT herunterreguliert.
Auch dieses Gen konnte eine Rolle spielen (Laghmani et al. 2016).

Neben den Promoter-Mutationen sind auch Mutationen in den nichtkodierenden
Abschnitten der Introns moglich, die Uber die konventionelle DNA-Sequenzierung
nicht abgedeckt werden (Glaudemans et al. 2011; Wang et al. 2015).

Bei heterozygoten Patientinnen wurden bereits des Ofteren Mutationen in Introns
detektiert (Lo et al. 2011; Tseng et al. 2012; Wang et al. 2016).

Es wurde auch immer wieder gemutmalt, ob das Tragermerkmal bisher unterschatzt
wurde und heterozygote Mutationen nicht doch zum Ausbruch der Krankheit fuhren
konnten. Zumindest ein geringer Einfluss der heterozygoten Mutation gilt als
bewiesen. Zum einen wurde die Zufuhr von Salz im Sinne einer Selbstmedikation bei
heterozygoten Patientinnen beobachtet, zum anderen haben Personen mit dem
Tragermerkmal ein geringeres Risiko fur Hypertonie, wie im Follow-Up der grof3en
Framington Heart Study festgestellt wurde (Ji et al. 2008; Tago et al. 2004).

Daruber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass heterozygote Mutationen
moglicherweise einen dominant-negativen Charakter besitzen. Somit kénnen

bestimmte Funktionen des Proteins beeintrachtigt werden, wie bereits bei einer

" Die Phosphorylierung spielt eine entscheidende Rolle entweder bei der Aktivierung oder der
Hemmung der Proteine. Durch die Anheftung von negativ geladenen Phosphatmolekilen &ndert sich

die raumliche Struktur der Proteine und somit auch deren Aktivitat (Alberts et al. 2012).
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genetisch bedingten Elektrolyterkrankung gezeigt wurde (Alberts et al. 2012; Kame
et al. 2002).

3.6.3. Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp

Generell konnte keine der bisherigen Mutationsanalysen eine direkte Korrelation
zwischen der Mutation und der Krankheitsauspragung entdecken (Knop 2010, S.80-
81).

Bisher gibt es lediglich gewisse Indikatoren, die auf einen Genotyp schlielen lassen.
So wurde herausgefunden, dass Geschlecht und die Art der Mutation einen Einfluss
auf das Gitelman-Syndrom haben konnte. Manner mit einer homozygoten Mutation
sollen zum Beispiel wesentlich schwerwiegender von der Krankheit betroffen sein
(Tseng et al. 2012; Vargas-Poussou et al. 2011).

In der taiwanesischen Studie waren Erkrankte mit einer seltenen tiefliegenden
Mutation im Intron des SLC12A3-Gens ebenfalls sehr stark betroffen (ebd.).

Berry et al. (2013) haben bei den SLC12A3-Mutationen mit dem Exon 26 einen
Zusammenhang mit schwerwiegenden Elektrolytverlusten entdeckt.

Die Studie von Balavoine et al. (2011) kommt zu dem Schluss, dass Kalium-,
Magnesium-, Chlorid- und Aldosteronwerte in der Gruppe mit zwei Mutationen
signifikant niedriger sind gegenuber der Gruppe mit einer oder gar keiner Mutation.
Der Blutdruck nahm mit zunehmender Anzahl an Mutationen ebenfalls ab,
gleichzeitig steigt das Risiko fur Diabetes Mellitus 2. Diese Beobachtungen scheinen
schlussig, jedoch ist das Diabetes-Risiko mit Vorsicht zu geniel3en, da die Personen
in der Gruppe ohne Mutation signifikant alter waren.

Die Untersuchungen von Lee et al. (2016) hingegen zeigten, dass die Anzahl der
Mutationen lediglich zu einem Unterschied der Magnesiumkonzentration fuhren.
Manner tendieren hierbei zu einem fruheren Ausbruch der Krankheit und haben eine
schwerwiegendere Hypokaliamie als Frauen. Dennoch kdénnen weder aus
Geschlecht, Genotyp oder Anzahl an Mutationen Voraussagen uber die Krankheit
gemacht werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Forscher in diesem Bereich

sehr uneinig sind.
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3.7. CLCNKB - das Bartter-Gen

In mehreren der genannten Studien wurde bei anfanglichem Verdacht auf Gitelman-
Syndrom eine Mutation im CLCNKB Gen festgestellt oder umgekehrt. Die
phanotypische Uberlappung des cBS mit dem GS ist mittlerweile bekannt (Al-Shibli
et al. 2014; Brenner 2011; Brugnara et al. 2014; Cruz und Castro 2013).
Ausschlaggebend fir das klassische BS sind Mutationen am CLCNKB-Gen,
infolgedessen es zu einer Funktionseinschrankung bzw. Funktionsuntichtigkeit des
betroffenen Proteins kommen kann. Es wurde erst 1997 mit dem cBS in
Zusammenhang gebracht (Simon et al. 1997).

Das CLCNKB-Gen liegt auf dem Chromosom 1, an der Position 36, enthalt 20 Exons
und ist zustdndig fir den Bau des CLCNKB-Transportkanals, der aus 687
Aminosauren besteht. Diese Proteine befinden sich im distalen Tubulus, der Henle
Schleife, aber vereinzelt auch im Innenohr (Garcia Castafio et al. 2013).

Abbildung 8: Rotalgen-Modell eines CLCNKB-Proteins (Andrini et al. 2015)

Abbildung 8 verdeutlicht anhand eines Modells die Proteinstruktur bzw. die Faltung
des CLCNKB-Proteins. Die gepunkteten Linien stellen die basolaterale Zellmembran
dar. Der graue Schatten ist die Pore, durch welche das Chlorid-Molekul aus der Zelle

gelangt.

30



Vor allem im Nierentubulus ist das Transportprotein fur die Verdrangung von Chlorid-
lonen aus der Zelle essentiell. Ohne diesen Mechanismus steigt der Chloridgehalt
innerhalb der Tubuluszelle an und verringert wiederum die Tatigkeit der
Transportproteine, die sich auf der anderen Seite der Zellmembran befinden: das
Transportprotein Na*-K*-2CI" im dicken aufsteigenden Ast der Niere (TAL) und den
Na*-CI" im distalen Tubulus (DCT) (Gamba 2005).

Der CLCNKB befindet sich also an zwei Schlusselstellen in verschiedenen
Tubulussegmenten. Das erklart die verschiedenen Auspragungen des cBS. Einige
konnten dem antenatalen Bartter-Syndrom zugeordnet werden (TAL), andere eher
dem GS (DCT). Das klassische cBS wird durch eine Mischform erzeugt. Der
Phanotyp kann sogar bei identer Mutation zwischen Schwestern stark variieren
(Brenner 2011; Garcia Castafio et al. 2013).

In einer noch nicht publizierten Studie, die aber bereits im Jahr 2014 Thema eines
Nephrologiekongresses war, analysierte die Forschergruppe um Vargas-Poussou
106 CLCNKB-Mutationen. Sie kam zu dem Schluss, dass 26% den klinisch gesehen
den GS-Phanotyp aufwiesen, 27% hatten die antenatale, die restlichen Patientinnen
die klassische Auspragung (JASN 2014).

3.7.1. Mutationen am CLCNKB-Gen

Laut der Human Gene Mutation Database wurden bisher 86 verschiedene
Mutationen des Gens gefunden (Stand 2015.4 HGMD Professional). Das Bild der
Verteilung der Mutationsarten deckt sich, bis auf die schwerwiegenden Deletions, die
10% aller erfassten Mutationen einnehmen, fast exakt mit der des Gitelman-
Syndroms (siehe Abbildung 9).
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CLCNKB

schwerwiegende

Deletion, 9 komplexe
Neuordnung, 2

kleine Insertion, 4

kleine Deletion, 7

Abbildung 9: Spektrum der CLCNKB-Mutationen (Stand 2015.4 HGMD Professional)

Die genauen elektrophysiologischen Eigenschaften des Proteins sind bis heute nicht
vollstdndig geklart. Aufgrund von technischen Schwierigkeiten wurden bisher nur
wenige Analysen Uber die Funktionstiichtigkeit des Proteins angestellt. Generell kann
das Protein von sehr mild bis sehr stark betroffen sein. Auffallig ist, dass bei
CLCNKB-Mutationen haufig das gesamte Gen geldscht bzw. das Protein gar nicht
erst exprimiert wird. GroRe und schwerwiegende Mutationen flihren tendenziell eher
zu einer antenatalen Auspragung oder cBS (Andrini et al. 2015; JASN 2014).

Die Mutationen minden also entweder in eine vdllig beeintrachtigte (40%) oder
reduzierte Expression der Proteine, oder aber in einer Kombination aus reduzierter
Expression mit veranderten Kanaleigenschaften (20%) (Andrini et al. 2015).

Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, finden sich Mutationen in allen Bereichen entlang
des Proteins, egal ob intrazellular, extrazellular oder in der Membran. Ausgepragt ist
das haufige Auftreten der Mutationen (60%) in den alpha-Helixen, die mit
Rechtecken gekennzeichnet wurden. ' Einzig in Spanien wurde ein Hotspot flr
Mutationen am CLCNKB entdeckt (Garcia Castano et al. 2013).

12 Alpha-Helix beschreibt die spiralférmige rdumliche Struktur von Aminosauresequenzen, die in
einem besonders stabilen Zustand sind (Graw 2015).
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Abbildung 10: Verteilung verschiedener Mutationen entlang de CLCNKB-Proteins
(Andrini et al. 2015)

Im Gegensatz zum SLC12A3 weisen die meisten Patientinnen homozygote
Mutationen auf. Knapp dahinter rangieren die komplex heterozygoten
Veranderungen am Gen. Ein nicht unwesentlicher Anteil der Mutationsanalysen
entfallt auf nur ein mutiertes Allel (JASN 2014).

Wie im Kapitel des SLC12A3 bereits thematisiert wurde, fihren moglicherweise
andere Veranderungen zum Ausbruch der Krankheit. Es wurde festgestellt, dass ein
Patient mit heterozygoter Mutation auch 11 neue und 13 bereits bekannte SNPs
besal. Sein Phanotyp spielgelte sehr stark den des Gitelman-Syndroms wider
(Wang 2013).

3.7.2. Mischformen CLCNKB SLC12A3

Obwohl die laborchemischen Parameter der Hypokalziurie und der
Hypomagnesiamie sich immer wieder als gute Indikatoren fur eine Differenzierung
zwischen GS und cBS erweisen, tritt haufig der Fall ein, dass ohne genetische
Analyse zwischen den Krankheiten nicht ausreichend unterschieden werden kann
oder die Klinik zunachst in eine andere Richtung deutet (Brugnara et al. 2014; Lee et
al. 2016; Matsunoshita et al. 2016; Urbanova et al. 2011).
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Sonderfalle stellen Patientlnnen dar, die in beiden Genen Mutationen aufweisen.
Diese wurden bereits in Italien und Korea beobachtet. Interessanterweise wurde in
zwei koreanischen Patienten einmal der GS-Phanotyp und einmal der cBS-Phanotyp
beobachtet. Letzterer hatte eine homozygote Mutation im CLCNKB und nur eine
heterozygote im SLC12A3. Der Patient mit dem GS-Phanotyp hatte lediglich 2
heterozygote Mutationen in beiden Genen. Es gibt in der Literatur zwar Hinweise
darauf, dass sich der Phanotyp im Laufe der Jahre vom ¢cBS zum GS andern kann,
vieles spricht jedoch dafur, dass die Homozygotie im CLCNKB den Phanotyp
bestimmt (Brenner 2011; Lee et al. 2016).

3.8. Zukuinftige therapeutische Moglichkeiten

In den vorangegangen Kapiteln wurden zahlreiche Mutationsarten dargelegt, die eine
SLT auslosen konnen. Zahlreiche dieser Mutationen haben nur aufgrund Ilhrer
Faltung an Funktion verloren oder gelangten nicht zur Zellmembran. In Zukunft
konnten diese Mutationen moglicherweise durch Chaperone wieder in einen
funktionstichtigen Zustand gebracht werden. Dies ist bereits bei anderen
mutationsbedingten Krankheiten geglickt. Im Falle des NCCT scheinen
Natriumphenylbutyrat und grp48 vielversprechende Kandidaten zu sein (Glaudemans
et al. 2012).

Auch die Chaperonen Hsp40, Hsp70 und Hsp90 haben entscheidenden Einfluss auf
die Biogenese bzw. die Faltung des Transportproteins (Donnelly et al. 2013).

Weiters gibt es auch Moglichkeiten, in die Transkription der Gene einzugreifen, wie
bei einer Mutation des cBS in vitro gezeigt wurde. Diese Nonsense-Mutation des
CLCNKB fuhrt eigentlich zu einem Stop-Kodon und einem fehlerhaften Protein. Mit
Hilfe eines Antibiotikums der Gruppe der Aminoglykoside (G418) wurde das Stop-
Kodon einfach Uberlesen und das Protein konnte erfolgreich Ubersetzt werden. Im
Falle der koreanischen Studie waren 63% der Zellmembran mit Proteinen des
Wildtype-CLCNKBs benetzt, wohingegen mutierte Chloridkandle nur 2% der
Oberflache abdeckten. Wurden die Zellen mit den mutierten Kanalen mit G418
angereichert, so stieg der Anteil auf 27% bei niedriger Dosierung und 33% bei
hoherer Dosierung (Cho, Lee & Cheong 2013).
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Bei SpleiBmutationen ware ein ahnlicher Ansatz denkbar. Wenn das vorzeitige
SpleiRen behoben werden konnte, wirde auch ein funktionstiuchtiges Protein
exprimiert (Takeuchi et al. 2015).

Auch die in Kapitel 2.6.2. aufgezeigte Methode konnte dabei helfen, die
Funktionsmechanismen bzw. die Ursache der Funktionsuntuchtigkeit mancher
Transportproteine, zumindest im Falle des NCCTs, zu verstehen und die

therapeutischen Moglichkeiten voranzutreiben.

35



4. Retrospektive Datenerhebung am LKH Graz

Seltenen Krankheiten neigen aufgrund ihrer Unbekanntheit dazu, per se
unterdiagnostiziert zu sein. Ist die Symptomatik der Erkrankung daruber hinaus
oftmals unspezifisch und mild, so verdichten sich die Anzeichen, dass es sich um
einen unterdiagnostizierten Krankheitskomplex handelt konnte. Um dies zu
uberprufen, wird im folgenden Abschnitt die Anzahl der diagnostizierten Patientinnen
mit der Anzahl der statistisch zu erwartenden Patientinnen abgeglichen.

Die Pravalenzen des GSs scheinen in der kaukasischen Bevodlkerung gesichert zu
sein. In der Literatur zu GS-ahnlichen SLTs wurden bisher zwar Krankendaten von
Patientinnen aus bestimmten Landern und Regionen gebundelt, um Indizenz- und
Pravalenzraten zu berechnen, es wurde aber versaumt, zu ergrinden, ob sich die

Anzahl Diagnostizierter mit den Pravalenzen decken (Bettinelli 1992, Rudin 1988).

4.1. Pravalenzen

Im Falle von GS wird davon ausgegangen, dass ca. 1% der gesamten Bevolkerung
Trager des heterozygoten Genmerkmals ist. Daraus ergibt sich, unter
Berucksichtigung der Wahrscheinlichkeit, dass zwei dieser Merkmalstrager
zusammenfinden und den Mendel'schen Vererbungsregeln, eine Pravalenz von
1:40.000. Deshalb handelt es sich beim GS um die weitverbreitetste Erkrankung der
Nierenkanale (Ji et al. 2008).

4.1.1. Pravalenzschatzungen

Die Pravalenzschatzungen des GS bzw. BS in der erwachsenen Bevdlkerung
datieren bis in die achtziger Jahre zurick. Obwohl Gitelman bereits 1966, ein paar
Jahre nach der Publikation von Bartter, das Spektrum der Salzverlusttubulopathien
erweiterte bzw. neu definierte, blieb Bartter-Syndrom als Uberbegriff bis zur
Publikation von Bettinelli et al. im Jahr 1992 bestehen. Bereits im Jahre 1988
publizierte ein gewisser Rudin (1988) in einer Langzeitstudie aus Schweden Uber 28
diagnostizierte BS-Patientlnnen. Die Inzidenz von funf BS-Patientinnen, die zwischen
1975 und 1985 im Raum Goteborg im Erwachsenenalter diagnostiziert wurden,
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diente als Grundlage fur die Pravalenzschatzung. Bei einer Einwohnerzahl von
knapp 450.000 ergibt sich eine Inzidenzrate von 1,2 Fallen/Jahr/Millionen Einwohner.
Daraus kann wiederum eine Pravalenz geschatzt werden. Diese liegt bei
19:1.000.000 Einwohner oder 1:52.000."

In der Studie fallt zwar stetig der Begriff Bartter-Syndrom, jedoch wiesen 22 der 28
Patientlnnen eine Hypomagnesiamie auf und nur zwei von 28 Patientlnnen wurden in
der Kindheit diagnostiziert. So ist ein antenatales Bartter-Syndrom nicht nur
ausgeschlossen, sondern man kann vielmehr davon auszugehen, dass es sich
aufgrund des Magnesiummangels in den vielen Fallen um GS handelt. Wie das
klinische Bild sich bei den funf Erstdiagnosen verhalt, ist nicht beschrieben.

Die Pravalenzschatzung konnte schlussendlich im Jahre 2008 von der
Forschergruppe um Prof. Lifton mit SLC12A3-Gentests in einer ausreichend grol3en
Kohorte bestétigt werden (Ji et al. 2008)."

Die Ergebnisse korrigierten die schwedischen Beobachtungen sogar nach oben
(1:52,000 auf 1:40,000).

4.1.2. Weltweit beobachtete Pravalenzen

Die Pravalenz eines Tragers ist mit 1:50 in der Ethnie der spanischen Roma doppelt
so hoch. BS hingegen ist sehr weit verbreitet in der Population israelischer Araber
(Beduinen) und Kindern aus Kuwait (Brenner 2011; Herrero-Morin et al. 2011).

Bei den spanischen Roma und den Beduinen aus Israel liegt dies in der geringeren
genetischen Vielfalt begrindet, die sie aufgrund ihrer inneren Geschlossenheit
aufweisen. Dies schlagt sich im Ausbruch rezessiv-vererbbarer Krankheiten nieder.
In Teilen der asiatischen Bevdlkerung scheint die Frequenz der mutierten Allele im
SLC12A3-Gen sogar noch hoher zu sein. Eine heterozygote Mutation wurde bei 3%
der untersuchten Chineslnnen festgestellt, in Japan wurde sogar eine Allelfrequenz
von 3,21 % aus einer Kohorte von 1852 Japanerinnen gemessen. Dies wurde
bedeuten, dass bei jedem 16. Japaner eine heterozygote Mutation vorliegen wurde.
Demzufolge wirde schatzungsweise eine Person unter 1000 an GS erkranken.

' Durch den autosomal-rezessiven Erbvorgang kann errechnet werden, dass ca. 0,87% der
Bevolkerung das Tragermerkmal fir das BS besitzen.

'* Unter den 3125 Teilnehmerinnen hatten 27 ein mutiertes Allel am SCL12A3-Gen, welches sich fiir
den Ausbruch des GS verantwortlich zeigte. Die Frequenz fur ein mutiertes Allel betrug 0,43%, die
Wahrscheinlichkeit, ein Merkmalstrager zu sein, lag somit bei 0,86%. Innerhalb der Kohorte der
unverwandten Teilnehmerlnnen (1985) wurden 19 Trager identifiziert, was sogar eine Allel-Frequenz
von 0,48% und eine Tragerwahrscheinlichkeit von 0,95% bedeutet (Ji et al. 2008).
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Folglich durfte GS in Japan nicht mehr als seltene Krankheit klassifiziert werden
(Tago et al. 2004; Wang 2015).

Far das BS liegen leider nur Pravalenzschatzungen fur den Typ | und Typ Il vor,
jedoch nicht fiir den klassischen Bartter. '® Die groRte bisherige Kohorte von 106
Patientlnnen aus 102 Familien wurde von Vargas-Poussou untersucht (JASN 2014).
Hochrechnungen auf die Bevolkerung wie bei Rudin (1988) stehen noch aus.

4.1.3. Verwendete Pravalenzen

Der Abgleich fur die Datenanalyse kann somit nur mit der Pravalenz fur GS erfolgen
(1:40.000). Aufgrund der fehlenden Daten zum cBS werden zunachst beide addiert,
im Grunde ahnlich wie in der Studie von Rudin (1988). Da der GS-Phanotyp beim
cBS zum einen nur bei 25% der Falle auftritt und die Anzahl der erkannten CLCNKB-
Mutationen etwa ein Funftel der Mutationen im SLC12A3-Gen betragt, durften diese
nicht zu stark ins Gewicht fallen.

Das LKH hat nach eigenen Angaben ein Einzugsgebiet von rund 1,6 Millionen
Einwohnern (Steiermarkische Krankenanstalten 2013). Daraus ergibt sich alleine fur
das Gitelman-Syndrom eine statistische Haufigkeit von 40 Patientlnnen. Fur die
obigen Annahmen des cBS ergaben sich acht Patientlnnen, davon zwei mit einen
GS-Phanotyp.

4.2. Erhebungs- und Auswertungsmethodik

Fur die retrospektive Datenerhebung am LKH wurden Recherchen im medizinischen
Dokumentationssystem der Landeskrankenhauses Graz (Medocs) angestellt. Dieses
IT-gestutzte System wird seit dem Jahr 2004 eingesetzt und erfasst alle ambulanten
und stationaren Bewegungen innerhalb der Institution.

Um die Freigabe der Daten zu erhalten, wurde zunachst ein Antrag an die
Ethikkommission geschrieben, der jedoch aufgrund der bereits stattgefundenen
Anonymisierung der Daten zum einen und des Umfangs der Daten zum anderen
nicht eingereicht werden musste. Die Datenerhebung und die grundlegenden
Uberlegungen dazu erfolgten in Absprache mit der Betreuerin. Die Daten wurden

'S Wie die Framington Heart Study belegt, liegt das BS | und BS Il bei einer Pravalenz von 1:100.000.
Durch Zahlreiche friihe Todesfalle ergibt sich eine beobachtete Haufigkeit von 1:1.000.000
Betroffenen in der Bevélkerung (Ji et al. 2008).
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anonymisiert durch das Statistikinstitut des Landeskrankenhauses Graz ubergeben.
Die Datenbearbeitung inklusive kleinerer statistischer Berechnungen erfolgte

ausschliefRlich mit Microsoft Exel.

4.2.1. Verwendete Parameter

Zunachst wurde versucht zu eruieren, wie nach Patientinnen gesucht werden kann.
Dazu mussten alle ICD-10 Codes identifiziert werden, die bei beiden SLTs in
Betracht gezogen werden kdnnen.'® Das Open-Medocs System benutzt das
Kodierungssystem |D-Diacos (www.id-berlin.de), welches eine Suchmaske fur
Diagnosen enthalt, die wiederum passende ICD-10-Codes ausgibt. Sowohl bei
"Gitelman" als auch bei "Bartter" wurden zehn spezifische Diagnosen gefunden.
Neun davon beinhalten primar "Hyperaldosteronismus"”, nur in Diagnose E26.8 ist
das Bartter-Syndrom gelistet.

Das Deutsche Institut fur medizinische Dokumentation und Informatik (www.dimi.de)
klassifiziert das Bartter-Syndrom ebenfalls als E26.8. Das europaische Netzwerk fur
seltene Krankheiten (orpha.net), welches neben dem ICD-10 eine eigene
Klassifikation fuhrt, nennt beim Gitelman-Syndrom hingegen die Ziffer N15.8, beim
klassischen Bartter-Syndrom E26.8. N25.8 beschreibt eine "renale tubulare Azidose"
oder einen "sekundaren Hyperaldosteronismus renalen Ursprungs" und wurde
vorsichtshalber auch inkludiert. Die Diagnosen Hypokaliamie (E87.6) und
Hypomagnesiamie (E83.4) wurden aufgrund des erwarteten hohen Datensatzes

nicht verwendet.

4.2.2. Datenerhebung der stationaren Falle uber ICD-10-Recherche

Zunachst wurde eine Recherche zu allen stationar aufgenommen Fallen des LKH
Graz seit 2004 mit den identifizierten ICD-Diagnosen angestellt. Ausgegeben wurde
neben dem Geburtsdatum das Geschlecht, der Diagnosecode und der
Diagnosefreitext.

'®1CD-10 ist ein internationales Klassifikationssystem fiur Krankheiten. Die Gliederung erfolgt nach
verschiedenen Krankheitskapiteln und nicht per se nach Diagnosen. So kann es passieren, dass eine
Krankheit mehrfach im ICD-10-System erfasst wird. Einige Krankheiten, wie beispielsweise BS und
GS, besitzen keinen eigenen ICD-10-Code (www.dimi.de).
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Zum ICD10-Code E26.8 wurden 35 Falle gefunden. Der ICD-10-Code N15.8
registrierte 12 Falle, N25.8 sogar 512. Im Anschluss wurden die Daten von

Doppeleintragen und nicht relevanten Diagnosen bereinigt.

4.2.3. Datenerhebung liber stationdare/ambulante Patientinnen der Nephrologie

Da ambulante Patientlnnen nicht in der konventionellen Medocs-Datenbank erfasst
werden, wurde die Suche auf die ambulanten Befunde und Arztbriefe im Bereich der
Nephrologie ausgedehnt. Die Suchparameter umfassten zum einen die ICD-10-
Codes E26.8, N15.8 und N25.8, sowie eine Freitextsuche nach "Gitelman" oder
"Bartter". Um zu verhindern, dass die Datenbank Falle des Schwartz-Bartter-
Syndroms ausgibt, wurde "Schwartz" in der Suche ausgeschlossen.

Ausgegeben wurden Geburtsdatum, Geschlecht, Diagnose, Vorgeschichten und
Beschwerden, empfohlene und getatigte Untersuchungen, Therapievorschlage etc.
Die Datenlieferung erfolgte nicht nach Fallen, wie bei der Suche nach ICD-10-Codes,
sondern nach Patientlnnen. Die Suchergebnisse wurden danach gegliedert, ob sie
stationar oder ambulant Uber die ICD-10- oder Freitextsuche gefunden wurden.

4.2.4. Weitere Datenerhebung uber stationare/ambulante Patientinnen

Ausschlaggebend fur eine weitere Datenanfrage war der Hinweis aus der Recherche
der Nephrologie auf mogliche Patientinnen, die in der Endokrinologie vorstellig
wurden. Hierfur wurde nach den Freitexten "Gitelman" oder "Bartter" in der Klinik der
Endokrinologie gesucht. Neben den Arztbriefen wurden Labordaten von Kalium
Kalzium, Natrium, Magnesium im Blut, sowie Kalium, Magnesium, Chlorid, Kalzium
und Kalzium/Kreatinin-Verhaltnis im Urin angefordert. Diese Laborparameter wurden
auch die Falle der Nephrologie nachgezogen.

Einige der Patientlnnen, die Uber die ICD-10-Recherche gefunden wurden, waren
der Kinderklinik zugeordnet. Hier wurde eine Recherche nach denselben Parametern
der Endokrinologie angefordert.

Daruber hinaus wurde versucht, die Daten einzelner Treffer der ICD-10-Suche
nachzuziehen. Fur diese zusatzliche Datenauswertung war es erforderlich, das
Einverstandnis des Vorstandes der Kinderklinik und der Chirurgie einzuholen. Die
Datenlieferung erfolgte in Form einer PDF-Datei mit allen relevanten Informationen.
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Die meisten Laborparameter waren entweder mit einem "-" oder "+" versehen, wenn
sie sich auferhalb des Referenzbereichs bewegten. Zudem wurden

Referenzbereiche hinzugezogen (Brenner 2011).

4.3. Bereinigung der Ergebnisse

Das folgende Kapitel schildert die Datenbereinigung der recherchierten
Diagnosedaten, inklusive des Ausschlusses nicht relevanter Falle.

4.3.1. Bereinigung der ICD-10 Ergebnisse

Die Recherchen im Medocs nach den ICD-10-Codes N25.8 (512) und N15.8 (12)
brachten zwar zahlreiche Treffer, jedoch enthielt kein einziger die Diagnose Gitelman
oder Bartter im Feld Diagnosetext, der nicht auch die Diagnose E26.8 aufwies.

Die Suche nach dem ICD-10-Code E26.8 landete 35 Treffer. Nach der Bereinigung
von doppelten Fallen waren 28 patientenbezogene Falle mit der Diagnose E26.8
vorhanden. Der Ausschluss ist in Tabelle 1 zu sehen: Eintrage mit falschen
Diagnosen wurden entfernt. Sieben Mal erscheint PCOS und einmal Schwartz-
Bartter in den Ergebnissen. Von den restlichen 20 Patientinnen konnen zwei mit
antenatalem BS ausgeschlossen werden, bei zwei weiteren Eintragen sind die Eltern
zur familiaren Abklarung vorstellig geworden. Bei drei Patientinnen war nur ein
primarer Hyperaldosteronismus zu verzeichnet, bei einer Person eine pathologische

Aldosteron/Renin Ratio.

Tabelle 1: Ausschluss der Ergebnisse der ICD-10 Suche im Medocs

Anzahl Pat. Ausschluss

7 Doppelnennungen
Falsche Diagn. Polyzystisches Ovar-Syndrom

Falsche Diagn. Schwarzt-Bartter
kein Diagnosetext
Antenatales BS
Familidre Abklarung Antenatales BS
Hyperaldosteronismus
Path. Aldosteron/Renin Ratio

24 Summe

= WININ|[= (=N
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4.3.2. Ergebnisse der ICD-10 Recherche

Ubrig blieben elf Kandidatinnen, davon drei mit Pseudo-Bartter-Syndrom im
Diagnosetextfeld, funf mit Bartter-Syndrom, eine Person mit klassischem Bartter-

Syndrom und zwei Patientinnen mit Gitelman-Syndrom.

Tabelle 2: Relevante Ergebnisse der ICD-10 Suche im Medocs

Anzahl Pat. Einschluss
(3) Pseudo-Bartter-Syndrom
5 Bartter-Syndrom
1 klassisches Bartter-Syndrom
2 Gitelman-Syndrom
(11)8 Summe

Alle drei Falle des Pseudo-Bartter-Syndroms wurden in der Kinderklinik vorstellig.
Wie sich herausstellte, wurden zwei Patientinnen mit GS und eine Patientin mit cBS
ebenfalls in der Nephrologie behandelt. Bei drei der funf Patientinnen mit der
Diagnose Bartter-Syndrom ist die Kinderklinik vermerkt, ein weiterer Patient wurde
stationar in der Chirurgie behandelt, eine Patientin mit Bartter-Syndrom in der
Ambulanz. Wie sich durch den Datennachzug herausstellte, war auch diese Patientin
bereits Jahre zuvor in der endokrinologischen Ambulanz vorstellig.

Der Datennachzug bezuglich der Kinderklink erfolgte nur in zwei Fallen fur die
Laborwerte. Aufgrund anderer Kodierungen im System war es leider auch nicht
moglich, die Arztbriefe der Kinderklinik anzufordern.

Ein zum Zeitpunkt der Untersuchung 15-jahriger Junge mit Pseudo-BS wurde mit
einer Hypokaliamie sowie einer Hyponatriamie aufgenommen, welche sich aber
innerhalb von zwei Tagen normalisierte. Zudem sprach der sehr stark erniedrigte
Chlorid-Wert im Harn klar gegen die Diagnose BS/GS. Die zwei weiteren
Patientinnen mit Pseudo-BS waren zum Zeitpunkt der Untersuchung ein bzw. zwei
Jahre alt. Eine verzeichnete sehr niedriges Kalium und auch niedrige Werte fur
Natrium. Die Laborwerte wurden hier auch nur einmalig abgenommen, so dass von
einer Normalisierung ausgegangen werden konnte. Wie in der Literatur bereits haufig
berichtet wurde, steht zystische Fibrose im Zusammenhang mit einem Pseudo-BS
bei Kleinkindern (Kose et al. 2008).

Abzuglich dieser Pseudo-BS-Patientinnen betragt die Zahl acht Patientinnen.
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4.3.3. Bereinigung der ICD-10- und Freitextsuche in der Nephrologie

Die Datenrecherche nach Kapitel 4.2.3. ergab 170 Treffer. Bei vier Patientlnnen
wurde "Gitelman" oder "Bartter" im Freitext im stationaren Setting gefunden, im
ambulanten Setting waren es 14 Eintrage. Zwei Patientinnen wurden in beiden
Settings erfasst. Daraus ergibt sich eine Gesamtzahl von 16 Personen mit der
Diagnose GS oder BS. Die Suche in der Abteilung Nephrologie per ICD-10-Codes
brachte keine vielversprechenden Ergebnisse, da sich zum einen N18.5 und N25.8
als nicht spezifisch genug erwiesen und die relevanten Personen mit der Diagnose
E26.8 sowieso Uber die Freitextsuche erfasst wurden. Wie sich zudem herausstellte,
muassen in der ambulanten Versorgung ICD-10-Codes nicht zwingend erfasst
werden. Folglich war die Suche Uber ICD-10 weniger gewinnbringend als Uber den
Freitext.

Tabelle 3: Rechercheergebnisse sortiert nach Setting

Anzahl Pat. pro Setting
4 Stationares Setting
14 Ambulantes Setting
2 Ambulantes und stationares Setting
16 Summe Patientlnnen

Wie bereits erwahnt, waren drei Patientinnen der Nephrologie auch in der ICD-10-
Recherche enthalten. Dabei handelte es sich um die zwei GS-Patientinnen und eine
cBS-Patientin.

4.3.4. Ergebnisse der Recherche der Nephrologie

Nach eingehender Sichtung der 16 Patientinnen der Nephrologie wurden vier
Patientlnnen ausgeschlossen. Wie in der Tabelle 4 zu erkennen ist, wurde bei drei
Patientlnnen die Verdachtsdiagnose GS gestellt, bei einer Patientin BS. Alle vier
wurden nur einmal vorstellig in der Ambulanz der Nephrologie. Als Ausschlussgrinde
wurden die Arztbriefe und Labordaten herangezogen. Entweder es lagen keine
charakteristischen GS/BS Laborbefunde vor oder es gab Befunde, die im
Widerspruch zu den Salzverlusttubulopathien standen. Bei einer Patientln war es der
unauffallige Harnbefund, bei einem Patienten eine verkirzte QT-Zeit.
Interessanterweise war eine Patientin am Sicca-Syndrom, einer Form des Sjogren-
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Syndroms, erkrankt. Beim Sicca/Sjogren-Syndrom kann es bei einer
Nierenentzindung zu einer Elektrolytverschiebung kommen, die sehr stark an GS
erinnert. Dafur spricht, dass sich der Kaliumwert wieder normalisierte, dagegen, dass
hier keine Entzindung vermerkt ist und dass die Verdachtsdiagnose Bartter-
Syndrom lautete.

Tabelle 4: Ausschlussgriinde von Patientinnen der Recherche in der Nephrologie

Geb.Datum | Geschlecht | Diagnose Ausschluss
14.06.37 W V.a. GS |unauffalliger Harnbefund spricht gegen GS
08.11.54 W V.a. GS | keine Nachkontrolle; nur Hypomagnesiamie
25.05.58 W V.a. BS | Kalium normalisiert; Sicca-Syndrom
24.05.75 M V.a. GS | Short-QT; Elektrolytwerte normal

4.3.5. Bereinigung der weiteren Datenerhebung

Der Datennachzug der Kinderklinik wurde bereits thematisiert. Fur zwei Falle
(Ambulanz und Chirurgie) konnten keine weiteren Bewegungen registriert werden.
Auch fur die Patientin der Chirurgie konnten weder Arztbriefe noch Labordaten
gefunden werden. Dafur gab es zahlreiche Treffer in der Abteilung der
Endokrinologie.

Tabelle 5: Neue Treffer in der endokrinologischen Ambulanz

Anzahl Pat. Endokrinologie
34 Treffer Ambulanz Endokrinologie
-4 Doppelnennung in Nephrologie
-1 Doppelnennung ICD-10 Recherche
-17 Ausgeschlossene Patientinnen
12 Summe neuer Patientlnnen

Von den 34 Treffern in der Endokrinologie, wurden bereits vier Patientlnnen in der
Nephrologie gefunden, ein Patient, wie bereits erwahnt, in der ICD-10-Recherche.

17 weitere wurden ausgeschlossen (siehe Tabelle 6). Da die Recherche alle
Arztbriefe durchsuchte, wurden auch Treffer gelistet, bei denen das Wort Gitelman
oder Bartter erwahnt wurde, ohne dass die Diagnose bestatigt wurde oder
pathologische Befunde bestehen mussten, die auf ein GS/BS deuteten. So stand bei
vier Patientlnnen "Ausschluss Gitelman-Syndrom" im Diagnosefeld der Arztbriefe,
bei den restlichen 13 "Verdacht auf Gitelman-Syndrom" oder "Verdacht auf Bartter-
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Syndrom" im Arztbrief oder Diagnosefeld. Bei ersteren konnte die Diagnose
ausgeschlossen bzw. nicht bestatigt werden, bei vier weiteren ergaben sich "derzeit
keine Hinweise" fur das Vorliegen einer SLT. Funf Patientinnen wiesen vollig
normale Elektrolytwerte (insbesondere Kalium) im Serum und/oder im Harn auf, bei
zwei Patientlnnen sollte eine Wiedervorstellung in der Ambulanz bei pathologischen
Befunden erfolgen. Sie wurden jedoch kein zweites Mal registriert. Im Arztbrief einer
Patientin wurde eine gastrointestinale Malabsorption als Grund fur die
Elektrolytstorungen benannt, bei einer weiteren Patientin stand laut Arztbrief die
Odembildung als widerspriichlicher Befund zur Diagnose Bartter-Syndrom. Von den
17 ausgeschlossenen Patientinnen wurde in 13 Fallen Aldosteron und Renin
erhoben. In nur einem Fall waren beide erhoht, bei drei Patientinnen war nur das
Renin erhoht (einmal mit supprimiertem Aldosteron). In neun von 14 Fallen konnten
nur normale Renin- und Aldosteronwerte detektiert werden, was ebenfalls gegen die
Diagnose BS/GS spricht. Somit ergeben sich aus dieser Auswertung zwoOlf neue
Patientinnen mit der Diagnose GS oder BS.

Tabelle 6: Ausschlussgriinde von Patientinnen der Endrokrinologie

Anzahl Pat. Ausschluss
4 derzeit kein Hinweis auf GS/BS
Ausschluss GS
Wiedervorstellung bei patholog. Befund

normale Elektrolytwerte/Harnwerte

andere Griinde fir Elektrolytstorung

RN

widerspriichliche Befunde

17 Summe ausgeschlossener Patientinnen

4.4. Ergebnisse und Analyse

Fiar die Gesamtrecherche resultiert daraus eine Anzahl von 28 (siehe Tabelle 7). 12
Patientinnen wurden mit BS, 13 Patientlnnen mit GS diagnostiziert. Aufgrund des
nicht-antenatalen Charakters und fehlender Hinweise auf Innenohrtaubheit ist hier
vom cBS auszugehen. Bei den restlichen drei Patientinnen lag der Verdacht auf GS
oder BS vor. Patientin Nr. 18 und 19 sind Schwestern. Patientin Nr. 14 hat ebenfalls
eine Schwester, die am LKH vorstellig geworden ist, allerdings war sie aufgrund der
Anonymisierung nicht zu identifizieren.

Das durchschnittliche Alter bei der Erstvorstellung im LKH, die im Medocs erfasst

wurde, lag bei 36,7 Jahren. Die jungste Patientin war vier Jahre, der alteste Patient
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55 Jahre. Auch wenn nicht mit Sicherheit gesagt werden kann, wann die
Patientinnen diagnostiziert wurden, geschah dies im Durchschnitt sehr spat.
Uberraschenderweise lag die Ratio zwischen Frauen und Méannern bei fast 3:1
(2,86:1).

4.4 1. Klinische Diagnostik

Stutzt man sich nur auf die charakteristischen Merkmale der Hypokaliamie,
Hypomagnesiamie und Hypokalziurie, so ergabe dies sieben GS-Patientlnnen,
einschlieBlich  Patientin  Nr. 7 und Patientin 21 mit grenzwertigen
Magnesiumbefunden im Serum. Ein noch genauerer Indikator ist die
Kalzium/Kreatinin Ratio, die nur bei 6/27 Patientlnnen erhoben wurde. Bei 3/7
Patientinnen deuteten die niedrigen Werte auf ein GS.
Zieht man eine Hypokaliamie und Hypomagnesiamie zur Beurteilung heran, so erhalt
man zehn Patientlnnen. Bei 3/10 wurde die Kalziumausscheidung erst gar nicht
bestimmt. Einschliel3lich der grenzwertigen Magnesiumspiegel und Doppelbefunde
belauft sich die Zahl auf 14 Patientinnen.
Unter den 14 Personen mit moglichen GS-Charakteristika wurden vier mit BS oder
Verdacht auf BS diagnostiziert (Pat.Nr. 3,12,24,25), sowie Patient 22 mit dem
Verdacht auf BS/GS. Genetisch betrachtet liegt bei Patientin Nr. 12 bedingt eine cBS
mit einem GS-Phanotyp vor.
Bei Patientin 27 wurde kein Magnesium im Serum und Kalzium im Urin bestimmt. Ein
weiterer Indikator fur GS konnen erhohte Magnesiumwerte im Urin sein. Als
distinktiver Parameter kann er jedoch nicht herhalten, denn beim cBS kann die
Ausscheidung von Magnesium, parallel zur hohen Exkretion von Kalzium, ebenfalls
erhoht sein (Brenner 2011).
5/28 Patientlnnen (9,13,14,16,17) wiesen eine Hypermagnesiurie auf. Drei weitere
(10, 20, 21) waren grenzwertig erhoht. Patient Nr. 17 mit Verdacht auf GS/BS
verzeichnete zusatzlich zum erhohten Verlust von Magnesium eine Hyperkalziurie
und Hypokalzidmie. Ahnliche Werte im Harn verzeichnete auch Patient Nr. 13:
Neben der Hypokaliamie lag eine Hyperkalziurie und Hypermagnesiurie vor. Somit
kann bestatigt werden, dass hohe Ausscheidungen von Magnesium in beiden SLT
vorliegen konnen.
Patient Nr. 8 hat eine grenzwertig erhOhte Ausscheidung von Kalzium zu
verzeichnen, obwohl das ionisierte und Gesamtkalzium im Normalbereich liegt. Wie
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auch bei Patientin Nr. 12 und 16 ist hier die Kalzium/Kreatinin Ratio erhoht und

deutet auf ein BS hin.

Tabelle 7: Anzahl relevanter Patientinnen aller Recherchen

Pat. Klinik Amb/stat. | Alter'’ | Sex | Diagnose | K | Mg | Ca | Na | U-Ca
1 | Kinder ambulant 4 W BS - - - - -
2 | Kinder stationar 12 W BS - - - - -
3 | Kinder stationar 7 W BS L |L -
4 | Allgem./Endo. | ambulant 46 w V.a. BS L |H H - -
5 |Chirurgie stationdr | 43 | W BS - |- - - -
6 | Nephrologie ambulant 48 W GS H -
7 | Nephro ambulant 27 M GS L |GW- |GW+ L
8 |Nephro amb.+stat. 38 W GS L H L L
9 | Nephro ambulant 23 W V.a. GS L L L
10 | Nephro ambulant 53 M V.a. GS L L -
11 | Nephro ambulant 50 W V.a. GS L |L L
12 | Nephro stationar 40 W cBS L |L L GW- | H
13 | Nephro ambulant 35 M V.a. BS L H
14 |Nephro/Endo. | amb.+stat. | 44 W GS L/H|H H/L |L L/H
15 | Nephro/Endo. | ambulant 33 W V.a. GS L -
16 | Nephro/Endo. | stationar 38 W PBS/GS |L L/IGW |GW- |L
17 |Nephro/Endo. | ambulant 41 M | V.a. GS/BS |L L H
18 | Endo. ambulant 25 ) V.a. GS L L GW-
19 | Endo. ambulant 17 W GS L L L
20 | Endo. ambulant 55 M V.a. GS L L L
21 | Endo. ambulant 48 W V.a. GS L |GW- L
22 | Endo. ambulant 48 W | V.aGS/BS |N/L |L -
23 | Endo. ambulant 45 W | V.a.GS/BS |L -
24 | Endo. ambulant 51 M V.a. BS L L -
25 | Endo. ambulant 43 M V.a. BS L L L
26 | Endo. ambulant 41 W V.a. BS L |- - -
27 |Endo. ambulant 37 W BS L GW+

L = unterhalb des Referenzbereichs; H = oberhalb des Referenzbereichs (High); GW-/+ = Grenzwert

unterer/oberer Bereich. / = unterschiedliche Befunde; - = nicht gemessen; "leer" = Innerhalb des

Referenzbereichs.

Die Hypophosphatamie in den Patientinnen Nr. 10 und 20, sowie der Patientin 19

erhartet als distinktives Merkmal den angestellten Verdacht auf GS (Vigano et al

2013). Fur Patient 1,2 und 5 waren keine Laborwerte im Medocs auffindbar.

'" Alter bei erster Behandlung im LKH Graz
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4.4.2. Genetik

Unter den Patientinnen wurden nachweislich nur drei genetische Abklarungen
vorgenommen. Es handelt sich um Patient Nr. 8, Nr. 12 und Nr. 14. Bei Ersterer
zeigten sich Mutationen in beiden Genen: zwei homozygote SNPs im SLC12A3-Gen
und 6 SNPs im CLCNKB-Gen. Unklar ist, ob es sich hierbei um stumme Mutationen
handelt oder ob eine pathologische Veranderung der Proteine vorliegt. Klinisch
spiegelt die Patientin eher den BS-Phanotyp wider. Paradoxerweise stellt sich bei der
Patientin ein hohe Ausscheidung von Kalzium, jedoch eine erniedrigte
Kalzium/Kreatinin Ratio ein. Daruber hinaus erfolgte eine genetische Untersuchung
des KCNJ1-Gens, welches das ROMK-Protein exprimiert (BS Typ 2). Der Befund
war negativ.

Patientin Nr. 12 hat laut Arztebrief keine pathologischen SNPs. Durch die
Sequenzierung beider Gene kamen sieben homozygote SNPs im CLCNKB zum
Vorschein. Der Befund fur das SLC12A3-Gen war negativ. Klinisch gesehen liegt ein
BS mit Hypomagnesiamie vor.

Patientin Nr. 14 wurde laut Arztbrief in der Humangenetik in Minster negativ auf das
Gitelman-Gen getestet. Eine unentdeckte Mutation in SLC12A3 kann genauso wenig
ausgeschlossen werden wie Mutationen in CLCNKB. Die Laborparameter sind nicht
eindeutig, jedoch deutet die erhohte Kalzium/Kreatinin Ratio ebenfalls auf BS mit

tendenzieller Hypomagnesiamie hin.

4.4.3. Weitere Diagnostik

Von den 28 Patientinnen wurde viermal (Nr. 8, 9, 10, 14) der transtubulare
Kaliumgradient erhoben, um Ruckschlusse uber die renale Ausscheidung von Kalium
ziehen zu konnen. Ist der Wert bei einer bestehenden Hypokaliamie erhoht, so liegt
die Ursache des Kaliumverlustes in der Niere begrundet (Brenner 2011).

In den ersten drei Fallen befundete der TTKG einen starken renalen Verlust von
Kalium. Bei Patientin Nr. 14 war er unauffallig, vermutlich aufgrund der
fortgeschrittenen chronischen Nierenerkrankung (Stadium IlI).

Far Patientin Nr. 8 war zudem ein Thiazid-Test fur die Diagnostik angedacht.
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4.4.4. Komorbiditaten

Erstaunlicherweise sind unter den 27 Patientinnen vier Frauen (Nr. 4, 6, 12, 14) mit

chronischer Nierenkrankheit (CKD) zu finden, davon drei im fortgeschrittenen

Stadium zwischen |l und V (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Auswahl von Patientinnen mit Eintragen in den Arztbriefen beziiglich Komorbiditat,
Symptome und Medikation

Pat. | Alter | Sex Komorbiditaten Symptome Medikation
KCL-ret/Kalioral;
4 46 W |CKD Wadenkrampfe Magnosolv
CKD IV; NTX angedacht;
COPD;
6 48 W | Osteopenie; Struma - -
KCL-ret.; Kalioral; Mg;
7 27 M |- beschwerdefrei Amilorid/Eplerenone
NSAR/Amilorid-HTZ/
friher Salzhunger; Palpitationen; | Eplerenon; Renin-Hem; NaCl,
8 38 W | Hypertonie Herzrhythmusstérungen Kalioral; IV-Port Na/K
Period. L&hmung;
Muskelschwache;
9 23 W |- Polyurie; Nykturie -
Hypertonie;
10 | 53 M | KHK I beschwerdefrei Spiro; KCL
11 50 W | Hepatitis B Mudigkeit; Krampfe -
CKD V; Hypertonie;
Osteopenie; Pseudo-
hyperparathyroidismus; Amilorid-HTZ spater Spiro;
12 | 40 W | Hypothyreose;NTX KCL,; Port (Ca-K-IV)
13 | 35 M | Nierensteine -
Hypotonie;
CKD II-lll; NVS; Muskelkrampfe; Nykturie; | NaCl; Spiro; Magnosolv;
14 44 W | Hashimoto; PAVK; Tachykardie Kalioral; IV-Port
15 | 33 W | Hyperthyreose; Struma beschwerdefrei KCL; Thyreostatika
Herzrhythmusstérungen;
16 | 38 W | Osteopenie Unkonzentriertheit Spiro; KCL; KCK-ret.
Hyperparathyroidismus;
Hypothyreose;Hypertonie;
17 | 41 M | Struma Polyurie; Nykturie Spiro; KCL; Bananen
18 | 25 W beschwerdefrei KCL-ret; Mg Brause
19 17 w Durstgefihl; Midigkeit KCL-ret; Mg Brause
20 | 55 M Tachykardie KCL-Kautabl.; Magnosolv
KCL-ret; Spiro; Magnosolv; B-
21 | 48 W | Osteopenie beschwerdefrei Blocker
Spiro; Kalioral,
Schuppenflechten Magnosolv; Aprednisolon und
23 | 45 W | Arthritis Lasix
24 | 51 M Kalium/Magnesium
25 | 43 M Spiro; KCL-ret
Hypophysenadenom;
26 | 4 W | Epilepsie Spiro; Kalioral
27 | 37 W | Struma KCL-ret.
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Bei Patientin Nr. 6 war eine Transplantation der Niere angedacht, es wurden sogar
einige potentielle Lebendspender evaluiert. Bei Patientin Nr. 12 mit SNPs im
CLCNKB-Gen wurde eine Nierentransplantation durchgefuhrt.

Generell ist die Anzahl der Komorbiditaten bei den drei Frauen mit akutem
Nierenversagen (6, 12, 14) am hochsten. Dazu zahlen akutes Nierenversagen,
COPD, PAVK, Hypertonie, Pseudohyperparathyroidismus und Hypothyreose/
Hashimoto.

Ein Hyperparathyroidismus liegt ebenso bei Patientin Nr. 17 vor und steht im
Einklang mit BS (Brenner 2011).

Osteopenie (6, 12, 16, 21), die Vorstufe zur Osteoporose, wurde in 4/27 Arztbriefen
genannt. Auch sie ist klares Merkmal von cBS (ebd.). Bei Patientin 21 liegen sehr
klare klinische Laborwerte fur GS vor, zudem wurde ein dringender Verdacht auf GS
dokumentiert. Unter Umstanden konnte es sich hier auch um eine phanotypische
Uberlappung handelt.

Hypertonie wurde in vier Fallen diagnostiziert. Zweimal im Zusammenhang mit CKD,
einmal mit koronarer Herzkrankheit (10) und einmal mit Hyperparathyroidismus.
Dreimal wurden Struma diagnostiziert, davon einmal im Zusammenhang mit einer
Hyperthyreose. Eine Patientin wies ein Hypophysenadenom mit Epilepsie auf, eine

andere litt an einer Hepatitis B.

4.4.5. Medikation

Interessanterweise wurde bei Patientin Nr. 23 Lasix und Aprednisolon verabreicht am
Tage, bevor sie ins LKH Graz kam. Leider ist der therapeutische Grund nicht
vermerkt, allerdings durfte dies die Hypokaliamie verschlimmert haben.
Uberraschenderweise wurde in zwei Fallen (Nr. 8, 12) das Kombinationspraparat
Amilorid-Hydrochlorid verordnet und auch wieder abgesetzt. Bei Patientin Nr. 8
wurde zudem das nichtsteroidale Schmerzmittel Indomethacin verordnet und
aufgrund Unvertraglichkeit verworfen. Insgesamt waren somit bei drei Patientinnen
Amilorid-Praparate im Einsatz. Ganze neun Patientlnnen waren jedoch mit dem
kaliumsparenden Aldosteron-Antagonisten Spironolacton eingestellt (siehe Abbildung
9). Eplerenon wurde zweimal verschrieben.

KCL-retard (8x) kam haufig zum Einsatz, ebenso wie KCL (7x), wobei hier unklar ist,
ob es sich in allen Fallen um Kaliumchlorid in Pulverform handelt oder doch um die
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retardierte Wirkstoffzusammensetzung. Sechsmal stand Kalioral (Kaliumcitrat) in der
Medikationsliste, Magnosolv (6x) oder Magnesiumbrause (2x) war achtmal als
therapeutische MalRnahme gelistet.

Patientin Nr. 8, 12 und 14 hatten einen Portkatheter, einen standigen Zugang direkt
zum Blutkreislauf, um Natrium und Kalium, Kalzium und Kalium, oder Natrium als

Teil der medikamentdsen Therapie zu verabreichen.

10 9

Abbildung 11: Verteilung der verordneten Medikation von 19 Patientinnen

4.4.6. Symptome

Fanf Patientinnen blieben beschwerdefrei, bei weiteren sieben Patientinnen wurden
keine Symptome vermerkt, zu funf Patientinnen gibt es keine ausreichenden Daten.
Unter den restlichen zehn Patientinnen wurde jeweils zweimal Polyurie, Nykturie und
Mudigkeit angegeben. Einmal nannten die Betroffenen Wadenkrampfe, Krampfe,
Muskelschwache, Unkonzentriertheit, Herzrhythmusstorungen und Tachykardien.

4.5. Diskussion

Die Symptomatik der GS/BS-Patientlnnen deckt sich mit den in der Literatur
genannten Anzeichen wie Krampfen, oftmaligem Wasserlassen, Schwache und
Herzrhythmusstorungen. Auch der Medikation ist keine Neuigkeit zu entnehmen, bis
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auf die Anwendung von Portkathetern, die immerhin bei 3/27 Patientlnnen
vorgenommen wurde. Spironolacton ist das Diuretikum der Wahl, genauso wie
Kaliumchlorid, egal ob in retardierter Form oder nicht. In der Literatur finden far
Magnesium auch Oxid- und Bicarbonat-Losungen Anwendung, doch es wird
aufgrund des Chloridmangels und der metabolischen Alkalose die Chlorid-
Zusammensetzung favorisiert, sofern sie verfugbar ist (Brenner 2011). Wie in Kapitel
2.3. beschrieben, gibt es neue Erkenntnisse zur Wirksamkeit von Magnesiumlaktat.
Hinsichtlich der Komorbiditaten ist das Auftreten einer Hypothyreose (12) bzw. einer
Hyperthyreose (15) von Interesse. Die Hypothyreose ging mit einem
Hyperparathyroidismus einher. Auch bei Patient Nr. 17 lag ein sekundarer
Hyperparathyroidismus bei niedrigem Vitamin D und Kalziummangel (ionisiert) vor.
Bei Patientin Nr. 14 wurde zusatzlich ein Hashimoto-Thyroiditis diagnostiziert.
Hyperthyreosen stehen moglicherweise im Zusammenhang mit GS. Mittlerweile gibt
es mehrere Falle in der Literatur, bei denen GS-Patientinnen an der "Grave's
disease" litten, einer Autoimmunerkrankung der Schilddrise (Mizokami et al 2016).
Der Patient hatte zudem eine Struma, die zum Krankheitsbild der Grave's disease
passt. Sie kann von einer Vielzahl von Dingen hervorgerufen werden,
interessanterweise hatten Patientin Nr. 6 und Patient 27 ebenfalls eine Struma,
allerdings ohne Veranderungen bzw. in den Arztbriefen verzeichnete Veranderungen
der Schilddrisenhormone.

Suzuki et al. (2006) entdeckten bei einer Frau ein GS mit einer stummen Thyreoiditis,
welche auch eine Hyperthyreose aufwies (wie auch bei Pat.Nr. 15). Uber eine
Verbindung zwischen den hier gefundenen Fallen und der Literatur kann nur
gemutmallt werden, jedoch gilt als sicher, dass sowohl Kalzium als auch
Magnesium, Phosphat und Vitamin D Einfluss auf das Parathormon nehmen (Moe
2008). Das macht den Zusammenhang zu GS/BS zumindest nicht abwegig.

Die wohl erstaunlichste Beobachtung, die durch die Datenanalyse zu Tage getreten
ist, war das geschlechterspezifische Ungleichgewicht unter den Patientlnnen. Es
wurden fast dreimal so viele Patientlnnen diagnostiziert wie Patienten. Bei einer
rezessiv-vererbbaren Erkrankung ist von einer gleichen Verteilung auszugehen.
Auch in der Literatur ist dazu noch nichts erfasst. Warum die Ergebnisse in dieser
Datenanalyse so unterschiedlich bezuglich der Geschlechterverteilung ausfallen,
bleibt unklar.
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Es besteht die Moglichkeit, dass Manner tendenziell eher asymptomatisch sind. Von
funf beschwerdefreien Patientinnen waren zwei mannlich und drei weiblich. Dasselbe
Bild bei den Patientinnen ohne Angaben bezuglich Symptomatik: drei mannliche und
vier weibliche. Die Ratio von 3:1 musste sich eigentlich auch bei der Symptomatik
widerspiegeln. Denkbar ist ebenfalls, dass Frauen feinflhliger fir eine mdgliche
Symptomatik reagieren und die Hurde fur einen Arztbesuch mit unspezifischen
Beschwerden nicht so hoch ist. Das ist allerdings rein spekulativ.

Erstaunlich waren auch die Falle mit hoher Komorbiditat und hohem Schweregrad.
Die vier Falle waren allesamt Frauen. Laut Berry et al (2013) gibt es einen
geschlechterspezifischen Unterschied, was die bendtigte Einnahme von Kalium
betrifft. Zudem gab es in dieser Studie auch Anzeichen dafur, dass Frauen auch eine
tendenziell hdhere Einnahme von Magnesium bendtigen. Die Ursache dafur liegt
moglicherweise in der Wirkung der weiblichen Sexualhormone begrundet, jedoch
auch hier ist die Argumentation widerspruchlich.

Andere Studien widersprechen der These, dass ein schwererer Phanotyp bei Frauen
vorzufinden ist. So besitzen Manner mit homozygoten Mutationen oder Mutationen in
den Introns einen schwerwiegenderen Phanotyp als Frauen, einschliel3lich der
Anfalligkeit far chronische Nierenerkrankung und Diabetes Mellitus (Tseng et al.
2012; Vargas-Poussou et al. 2011).

Im Datensatz des LKHs waren stark komorbide Patientinnen stets Frauen. Bei zwei
Patientinnen konnten homozygote SNPs registriert werden, jedoch bleibt unklar,
inwieweit diese zu einem pathologischen GS/BS fuhren konnen. Dass SNPs zum GS
fuhren konnen, ist jedoch bekannt (Wang 2015).

Interessant ist die Mischform der SLC12A3- und CLCNKB-SNPs bei Patientin Nr. 8.
Wie bereits erwahnt, ist die Wirkung dieser SNPs unklar. Diese Patientin besitzt
interessanterweise beide Phanotypen. Der Magnesiumspiegel ist normal (eher BS),
der gebundene Kalziumspiegel gelegentlich erhdht (eher GS), die
Kalziumausscheidung im 24-Stunden-Urin erniedrigt (eher GS) wund die
Kalzium/Kreatinin Ratio erhoht (eher BS). Andere Beobachtungen zeigten, dass eine
homozygote Mutation bei der SLC12A3/CLCNKB-Mischform den Phanotyp
bestimmt. Ware diese These korrekt, so entstehen eventuell bei zwei homozygoten
Mutationen (SNPs) zwei Phanotypen gleichzeitig (Lee et al. 2016).

Bezlglich der Komorbiditaten wird in der Literatur besonders beim cBS auf

chronische Nierenerkrankungen bis hin zur Nierenersatztherapie und Transplantation
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eingegangen. Zumindest bei Patientin 8 und 12 kann ein bedingter Zusammenhang
aufgrund vorliegender CLCNKB-Mutationen gezogen werden (Khosvari und Walsh
2013). Auch beim GS wurden Patientinnen mit chronischer Nierenerkrankung
beobachtet (Matsunoshita et al. 2016).

Bei Patientin 14 war der Befund bezuglich des SLC12A3-Gens negativ. Die
Mutationen konnten allerdings im CLCNKB-Gen vorliegen oder unentdeckt geblieben
sein. Leider wurden insgesamt nur sehr wenige genetische Abklarungen
vorgenommen. Dies lasst keine gro3en Ruckschlisse Uber die Genetik der restlichen
Kohorte zu.

Generell wird die genetische Diagnostik in Osterreich unter allen privaten und
offentlichen Anbietern nur in der Humangenetikabteilung in Innsbruck und Wien
angeboten (Laccone 2016; Maurer 2016). Vorgenommen wurden bisher nur
Genanalysen in Wien. Unter 18 Analysen des SLC12A3-Gens wurden zehn
ProbandIlnnen positiv getestet. Davon wurde bei drei Personen nur eine Mutation
festgestellt. Zwei dieser drei Personen waren Eltern, die zur genetischen Abklarung
vorstellig wurden. Das CLCNKB-Gen wurde achtmal analysiert, ohne eine Mutation
festzustellen (Laccone 2016).

Bei einer Bevolkerung von 8,6 Millionen Einwohnern ist das schon eine beachtlich
geringe Zahl (Statistik Austria, Stand 2015). Es muss erwahnt werden, dass
genetische Analysen oftmals aulRer Haus bearbeitet werden. Ein Blick auf orpha.net
genugt, um in umliegenden Landern wie Deutschland und lItalien etablierte Zentren
fur genetische Diagnostik des SLC12A3- und CLCNKB-Gens zu finden (Orpha.net).
Laut Aussage der Humangenetik des LKHs in Graz liefen samtliche Genanalysen
uber Deutschland. Auch in Salzburg wurde die Diagnostik des Gitelman- und Bartter-
Syndrom stets in Kooperation mit deutschen Anbietern vorgenommen (Rittinger
2016). So gesehen wird die geringe Zahl der genetischen Diagnostik etwas
relativiert. Aber, das gilt es festzuhalten, sie scheint bei weitem nicht so etabliert zu
sein wie in anderen Landern. Dieser Umstand erschwert es ungemein, die
Pravalenzzahlen auf die Anzahl diagnostizierter Patientinnen zu rechnen. Leider ist
sehr unwahrscheinlich, dass die Leistungstrager der Krankenversicherungen die
Kosten einer gentechnischen Analyse als Standardprozedur bei der weiteren
Evaluierung der Krankheit nach Diagnosestellung in den Leistungskatalog

aufnehmen werden.
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Ausgegangen wurde von 40 Patientinnen mit GS und 8 weiteren Patientlnnen mit
cBS, die nicht auf beobachteten Pravalenzen beruhten.

Anhand der Daten konnten 13 GS-Erkrankte identifiziert werden, sechs cBS-
Patientinnen und acht weitere BS-Patientinnen, zu denen unzureichende
Informationen vorlagen. Jedoch gilt als sicher, dass sich unter den Patientlnnen kein
antenatales BS verbirgt, denn die jungste Patientln (1) mit vier Jahren liegt weit Uber
dem bisher gemessenen Durchschnittsalter, sogar fur die Diagnose der antenatalen
Auspragung (07-11 Monate) des klassischen BS. Vielmehr liegt, laut Diagnosealter,
ein klassisches BS mit klassischer Auspragung vor (0,4 - 11,3 Jahre) (JASN 2014).
In dieses Zeitfenster passen sonst nur noch Patient Nr. 3 und 4.

Das lasst die Vermutung zu, dass die meisten BS-Patientinnen entweder eine GS-
Mutation tragen oder eine cBS-Mutation mit "GS-Phanotyp", sprich einem spateren
Onset, aber moglicherweise klinischen Charakteristika des BS, denn in der Kohorte
von Vargas-Poussou (JASN 2014) war nicht nur das Magnesium im Serum, sondern
auch das Kalzium signifikant niedriger als bei den antenatalen und klassischen
Phanotypen. Diese Hypothese konnte hochstens mit genetischen Analysen falsifiziert
bzw. verifiziert werden.

Alles in allem ergibt sich, unabhangig davon, ob man nur von 13 GS-Erkrankten
heranzieht oder alle 27 Patientlnnen zur GS-Kohorte zahlt, eine weitaus geringere
Zahl als erwartet. DarUber hinaus deutet das Ungleichgewicht der Geschlechter
eindeutig darauf hin, dass hier bei weitem nicht alle von einer pathologischen
SLC12A3-Mutation Betroffenen als Patientinnen erfasst und behandelt werden.

Eine Limitation ist gewiss das Einzugsgebiet des LKHs. Laut eigener Angaben liegt
es bei 1,6 Millionen. Die Steiermark umfasst aktuell 1,2 Millionen Einwohner (Statistik
Steiermark). In der Datenanalyse wurden jedoch auch Patientinnen aus
Krankenhausern aus Oberosterreich betreut. Auch Wien und zahlreiche steirische
Bezirks- und Landeskrankenhauser wurden genannt.

Stutzte man sich auf die 1,2 Millionen Einwohner, dann wurden daraus immerhin 30
Patientinnen mit GS resultieren. Selbst das waren zu wenig, zumal es den
geschlechterspezifischen Uberhang an Frauen weiterhin nicht erklaren kann.

Ebenso vermag dies nicht die Annahme, dass die Pravalenzen in der
Osterreichischen Bevolkerung niedriger sind als bisher berichtet. Dagegen sprechen
jedoch auch die Beobachtungen in ltalien, Schweiz, Skandinavien und den USA
(Gamba 2005; Ji et al. 2008).
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Eine mogliche Ursache der Nichterkennung von GS-Erkrankten, nicht jedoch der
Manner, sondern im Allgemeinen, ist die weitreichende Asymptomatik der Krankheit
(Brenner 2011). Das GS kann selbst bis zum Alter von 79 Jahren unerkannt bleiben
und erst uber Langzeitwirkungen wie Pseudogicht diagnostiziert werden (Brambilla et
al. 2013). Weil die Symptome von Tag zu Tag stark variieren kbnnen und zudem
unspezifisch sind, ist es denkbar, dass Trager pathologischer Mutationen gar nicht
erst zum Arzt gehen.

Moglicherweise konnte auch eine falsche Bestimmung des Kaliumspiegels eine
Diagnose des GS oder BS verwerfen, die in kleineren Kliniken bzw. in der
ambulanten oder hausarztlichen Versorgung nicht immer gewahrleistet ist.
Pseudonormokaliamien kénnen nicht nur durch Hamolysen sondern auch durch
falsche Handhabung, z.B. UbermaRiges Zentrifugieren oder unnotiges Zentrifugieren
in Heparin-Plasma-Gels, falsche Lagerung, zu lange Lagerung oder eine falsche
Blutentnahme entstehen (Stankovic und Smith 2004; Guder 2009).

Wahrend bei Hamolysen der Anstieg des Serumkaliums bei schatzungsweise
0,3mmol/L liegt, kann allein das Ballen der Faust vor und wahrend der Blutentnahme
kann zu einer Steigerung von 1 mmol/L fihren (Meng und Wagar 2015).

Ein weiteres Hindernis koénnte eine mogliche Nichterkennung einer
Hypomagnesiamie sein. Der Magnesiumwert kann ebenfalls von einer Hamolyse
beeinflusst werden, daruber hinaus ist der Anteil des Magnesiums im Serum nur ein
kleiner Teil des Gesamtbestandes an Magnesium im Korper (Jahen-Dechent und
Kettlerer 2012). Diese Problematiken gelten als unterschatzt, Uber tatsachliche
Zahlen kann auch hier nur spekuliert werden.

In Anbetracht der beobachteten Daten ist jedenfalls die Hypothese eines
unterdiagnostizierten Syndroms zu bejahen. Nicht nur die Gesamtzahl der
Patientlnnen unterschreitet die Prognosen, sondern vor allem die Anzahl der
mannlichen Patienten. Zusatzlich deutet das hohe Durchschnittsalter darauf hin,
dass die Krankheit lange Zeit Ubersehen wurde.

Offen bleibt, inwiefern in Zukunft verhindert werden kann, dass potentielle
Patientlnnen nicht diagnostiziert werden. Die Diagnostik und Behandlung in der
Universitatsklinik ist vorbildlich, vielmehr sollte eine frihzeitige Erkennung in der
Grundversorgung im Vordergrund stehen. Dahingehend ist eine Sensibilisierung fur
SLTs zielfuUhrend.

56



5. Salzverlusttubulopathien - eine Frage der Genetik?

Die durchgefuhrte Arbeit hat die Komplexitat der Salzverlusttubulopathien des cBS
und GS im Bereich der Diagnostik und Genetik erfasst und anhand der
retrospektiven Datenanalyse belegen konnen, dass mit grof3er Wahrscheinlichkeit
ein unterdiagnostiziertes Syndrom vorliegt. Nicht nur die Anzahl der gefundenen
Falle sondern auch die Geschlechterverteilung lasst diesen Schluss zu.

Grund fur die wenigen Diagnosen am LKH Graz ist sicher auch die Asymptomatik als
Teil des Krankheitsbildes, dennoch konnen andere Ursachen nicht ausgeschlossen,
die mogliche betroffene Patienten erst gar nicht im LKH Graz vorstellig werden
haben lassen.

Seitens der Evaluierung der Arztbriefe haben sich interessante Beobachtungen
ergeben. Nicht nur wurde bei einigen Patientinnen ein mdoglicher Einfluss auf die
Schilddriusenhormone beobachtet, auch zeichnete sich der Zusammenhang
zwischen cBS und chronischer Nierenerkrankung mit hoher Komorbiditat ab.

Die Einteilung der Patientinnen laut ihrer Klinik nach GS oder BS war den gestellten
Diagnosen sehr ahnlich. Leider ist keine diagnostische Abklarung zwischen Klinik
und Genetik moglich, was ein paar Fragen offen bzw. Vermutungen zulasst. Da fast
alle Patientlnnen mit einem BS (cBS) im hohen Alter diagnostiziert wurden, dies aber
eigentlich fur den GS-Phanotyp des cBS =zutrifft, liegen entweder Mutationen im
SLC12A3-Gen, Mischmutationen oder aber Mutationen im CLCNKB-Gen vor und die
Variabilitat des GS-Phanotyps des cBS ist wesentlich grof3er als gedacht.
Genanalysen sind nicht nur als Teil der Diagnostik als sinnvoll zu betrachten,
sondern auch als Perspektive fur die Erforschung der Salzverlusttubulopathien.
Zusammen mit den Erkenntnissen Uber die molekulare Beschaffenheit der Proteine
konnen maoglicherweise zukunftige therapeutische Moglichkeiten geschaffen werden.
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6.2. sonstige Anhange
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Von: Rittinger Olaf O.Rittinger@salk.at Betreff: AW:Genanalyse SLC12A3; CLCNKB
Datum: 11. Juni 2016 18:51

An: Max Schoeppe m_schoeppe@posteo.de

Lieber Herr Schéppe,

an der Salzburger Kinderklinik sind MEHRERE auf Gitelman-Syndrom positiv getestete Kinder bekannt,eine verlassliche Auskunft dartiber kann Ihnen Frau
Dr. Kristina Tovilo geben (k.tovilo@salk.at ), auch am Kinderspital Schwarzach (maximilian.rittinger@kh- schwarzach.at ) wurde meines Wissens heuer ein
positiver GS- erhoben. Frau Tovilo kann lhnen auch Zahlen lber Patienten mit BS (Typ Il und 1V) geben, Typ | und Il war glaube ich in Salzburg noch nicht
nachgewiesen. Mein Neffe Max kann lhnen die Daten des Schwarzacher Patienten und allfélliger weiterer BS oder GS Patienten herausbringen. An der
Klinischen Genetik in Salzburg, die ich bis Ende Mai geleitet habe, flihren wir diese Mutationsdiagnostik nicht durch, gute Erfahrungen wurden diesbezlglict
mit Untersuchungen bei Dr.Mato Nagel, In Weisswasser/Sachsen gemacht, diesen Rat hat uns Frau Dr. Anita Mang gegeben, die Uber viele Jahre unsere
Kindernephrologie hervorragend betreut hat, jetzt aber nicht mehr in Salzburg ist..

Ich wiinsche lhnen viel Erfolg bei Ihrer Arbeit! Olaf Rittinger

PS: es ist ja immer auch Literatur wichtig: ich empfehle Ihnen daflr speziell einen Review Artikel, den Prof. Hansjérg Seyberth in Pediatric Nephrology (ich
meine es war 2010) verfasst hat; der Immer auch wichtige Teil der Differentialdiagnose wird damit sicher leichter! Im Titel war Barrter und Barrter-like
erwahnt, das finden Sie heraus! Seyberth war viele Jahre in Heidelberg und spéater Marburg tatig, und diese Jonenkanalkranklheiten eien besonderes
Spezialgebiet von ihm.



Von: Elisabeth Maurer elisabeth.maurer@i-med.ac.at Betreff: AW:Gitelman und Bartter-Syndrom
Datum: 9. Juni 2016 09:25
An: maximilian.schoeppe @stud.medunigraz.atKopie: Witsch-Baumgartner Martina Witsch-Baumgartner@i-med.ac.at

Sehr geehrter Herr Schoeppe,wir haben bis jetzt eine genetische Analyse des CLCNKB und SLC12A3 nicht durchgeflihrt. Wir werden es jedoch in Zukunft
anbieten. Mit freundlichen GriiBen,Elisabeth Maurer



&
Von: Franco Laccone franco.laccone@meduniwien.ac.atBetreff: AW:retrospektive Datenanalyse hereditarer Salzverlusttubulopathien

Datum: 3. Juli 2016 23:24

An: Max Schoeppe maximilian.schoeppe @stud.medunigraz.at
Sehr geehrter Herr Schoeppe

Beigefligt ist ein File mit unseren Analysen. Ich denke, dass die Angaben selbsterklarend sind. Ich hoffe, dass kann
Ihnen weiter helfen.

Mit freundlichen GrifRen

Franco Laccone

Assoc. Prof. Priv.-Doz. Dr.med. Franco A. Laccone Institute of Medical Genetics Head of the Section
"Clinical Genetics" Medical School of Vienna Waehringer Strasse 10 1090 Vienna Austria

Tel. 0043 1 40160 56513
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