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1 Einleitung

1.1 Hereditare Netzhauterkrankungen

Die hereditdaren Netzhautdystrophien umfassen eine grof3e Gruppe unterschiedlicher
erblicher Netzhauterkrankungen. Seit 1990 konnten urséchliche Mutationen in Uber
200 Genen beschrieben werden (Preising et al. 2014a). Die Gesamtpréavalenz aller
hereditéren Netzhautdystrophien liegt bei ca. 1:3.000 (Kellner & Kellner 2009). Eine
gebrauchliche Mdéglichkeit der Einteilung ist die Unterscheidung in lokal begrenzte und
in generalisierte Dystrophieformen, wobei letztere sowohl primar peripher als auch
primdr zentral beginnen koénnen. Die héaufigste primar periphere Form einer
generalisierten Netzhautdystrophie ist mit einer Pravalenz von 1:5.000 die Retinitis
pigmentosa (Traboulsi 2012). Zu den zentralen (lokal begrenzten) Formen z&hlen die
erblichen Makuladystrophien. Die haufigste hereditare Makuladystrophie ist der Morbus
Stargardt. Dieser wird fast ausschlief3lich durch Mutationen im ABCA4-Gen verursacht.
Der Morbus Stargardt kann sich im Verlauf zu einer schweren progressiven Zapfen-
Stabchen-Dystrophie entwickeln. Patienten mit Morbus Stargardt leiden unter einer
progredienten  Visusminderung, primar zentralen Gesichtsfeldausfallen sowie

Farbsinnstérungen (Naheres hierzu siehe 1.5.1).

1.2 Aufbau und Physiologie der Netzhaut

1.2.1 Topographie und Photorezeptoren der Netzhaut

Das Innere des Augapfels wird von der Netzhaut ausgekleidet. Diese dehnt sich von
der Papille bis zur Ora serrata aus und geht in die Pars plana des Ziliarkdrpers Uber.
Die Netzhaut wird topographisch und fir die klinische Praxis in drei Bereiche unterteilt:
Der zentrale Bereich befindet sich innerhalb der GefaRarkaden. Der mittelperiphere
Bereich liegt zwischen den Gef&Rarkaden und dem Aquator, der periphere Bereich ist
vom Aquator bis zur Ora serrata lokalisiert (Kellner 2008),(Trepel 2004).

Am hinteren Pol befindet sich die Makula lutea mit einem Durchmesser von 5 mm (14°)
(Curcio et al. 1990). Im Zentrum der Makula ist eine kleine Grube mit einem

Durchmesser von 1,5 mm (5°) (Polyak 1968),(Curcio et al. 1990), welche als Fovea



centralis bezeichnet wird. Mit einem Durchmesser von 0,35 mm (1°) (Curcio et al.
1990) bildet die Foveola wiederum den zentralen Bereich der Fovea. Als diinnster Teil
der Netzhaut besteht die Foveola nur aus Zapfen, ohne dass dort Bipolarzellen und
Ganglienzellen anzutreffen sind. Die inneren Netzhautschichten sind zur Seite
verlagert, sodass ein ungestorter Lichteinfall auf die photosensitiven Zellen der Foveola
gewahrleistet ist. Im Gegensatz dazu enthélt die perifoveale Makula eine besonders
dicke Ganglienzellschicht (Kellner 2008),(Kanski & Bowling 2008).

In der Summe betragt die Gesamtzahl der Sehzellen in der gesamten Netzhaut ca. 60 -
125 Millionen Stébchen, 3,2 - 6,5 Millionen Rot- und Grinzapfen sowie 0,3 - 0,6
Milionen Blauzapfen. Es besteht eine hohe individuelle Streuung der
Photorezeptorendichte. Die héchste Dichte an Zapfen lasst sich im Zentrum der Fovea
beschreiben; hier befinden sich nur Rot- und Griin-Zapfen. Dort erreichen die Zapfen
eine Dichte von 150.000 - 180.000 pro mm?. Die Zapfendichte nimmt in Richtung der
Netzhautperipherie ab, sodass circa 1,5 mm (5°) von der Fovea entfernt die Zahl der
Zapfen nur noch 6.000 pro mm? und in der Nahe der Ora serrata 2.500 pro mm?
betragt. Peripher ist die Verteilung der Zapfendichte asymmetrisch, mit einer héheren
Zapfendichte nasal als temporal. Insgesamt, trotz der hohen Dichte, sind nur 5 - 10%
aller Zapfen in der Fovea platziert (Abb. 1). Die Stébchendichte ist am h&chsten in
einem ringférmigen Bereich 3 - 4 mm (ca. 20°; temporal 18°, nasal 23°) von der
Foveola entfernt und betragt dort ca. 70.000 Stabchen pro mm?2. Sie nimmt von dort in
Richtung Fovea rasch und zur Peripherie hin langsam ab (Abb. 1). Die Fovea ist
stdbchenfrei. In der Peripherie liegt die Stdbchendichte bei ca. 30.000 - 40.000 pro
mm? (Augustin 2007),(Curcio et al. 1990),(Ubersicht bei: Coupland 2008),(Curcio et al.
1990),(Jonas et al. 1992),(Osterberg 1935).
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Abb. 1 Photorezeptorenverteilung

Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. W. Bow! (modifiziert nach Osterberg 1935 sowie Curcio und
Mitarbeitern 1990)

1.2.2 Schichtung der Retina

Der Querschnitt der Retina beinhaltet mehrere eindeutig definierte Schichten. Diese
lassen sich zum einen histologisch (Kellner 2008),(Garrison 1929), zum anderen nicht-
invasiv mittels bildgebender Verfahren in vivo differenzieren. Seit 1991 ist es méglich,
mittels der optischen Koharenztomographie, einem bildgebenden Verfahren, das
urspriingliche histologische Retinamodell nachzuvollziehen (Huang et al. 1991). Mit der
aktuellen Technik kénnen bis zu 18 verschiedene Schichten der Netzhaut und
Aderhaut in der hochauflésenden optischen Koharenztomographie (spectral domain
optical coherence tomography, SD-OCT) unterschieden werden (Staurenghi et al.
2014). Die hochauflésenden OCT-Gerate (siehe 2.2.1) ermdglichen eine klinisch-
pathologische Korrelation im Sinne einer optischen Biopsie. Das bedeutet, dass es
eine Ubereinstimmung zwischen der Darstellung der optischen Eigenschaften der

Gewebe und der Darstellung des histologischen Praparates gibt.
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Abb. 2 Schematische Darstellung des Netzhautaufbaus

(mit freundlicher Genehmigung von Herrn PD Dr. M. Preising)

Der retinale Schichtaufbau stellt sich im Lichtweg des Auges betrachtet histologisch
wie folgt dar (Abb. 2): Die innere Grenzmembran (ILM) wird aus den langen Fortsatzen
der Miller-Zellen gebildet. Die Nervenfaserschicht (NFL) ist aus Bundeln
nichtmyelinisierter Ganglienzellaxone aufgebaut. In der Ganglienzellschicht (GCL)
finden sich die Kerne der Ganglienzellen. Die innere plexiforme Schicht (IPL) ist aus
den Axonen der Bipolar- und Amakrinzellen, den Dendriten der Ganglienzellen und
deren Synapsen aufgebaut. Nach der IPL folgt die durch retinale Kapillaren
vaskularisierte innere Koérnerschicht (INL), welche sich aus den Zellkérpern der
Bipolar-, Amakrin-, Horizontal- sowie Mdller-Zellen (neuronales Stitzgewebe)
zusammensetzt. Im Bereich der dueren plexiformen Schicht (OPL) befinden sich die
Verbindungen zwischen den Biporlarzellen und den Photorezeptoren. Es folgt die
duRere Kornerschicht (ONL). Hier befinden sich die Zellkerne der Stéabchen und der
Zapfen. Daran anschlieBend findet sich die duRBere Grenzmembran (ELM), welche
durch Auslaufer der Miller-Stutzzellen gebildet wird. Es folgen (in Richtung des
Pigmentepithels) die Innen- (PIS-Schicht) und AuRensegmente (POS-Schicht) der
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Photorezeptoren, welche durch ein Verbindungszilium miteinander verbunden sind. Im
Innensegment befinden sich das endoplasmatische Retikulum und die Mitochondrien.
Histologisch lasst sich im Innensegment eine Ellipsoidzone (Bereich mit hoher
Mitochondriendichte, welcher im OCT als Innensegment-Ellipsoid = 1Se abgrenzbar
ist) von einer Myoidzone unterscheiden. Die Proteinbiosynthese findet somit im
Innensegment statt. Die Genprodukte fir das AuRensegment, den photosensitiven Teil
der Photorezeptoren, missen durch aktiven Transport Uber das Verbindungszilium
dorthin transportiert werden. Histologisch sind die AuRensegmente in Membranfalten
(Mikrovilli) des darunter liegenden retinalen Pigmentepihels (RPE) eingelagert, die

einen engen Kontakt zwischen beiden Schichten ermdglichen (Interdigitationszone).

(Grehn 2008),(Schmidt & Thews 2005),(Kellner 2008),(Trepel 2004),(Spaide & Curcio
2011),(Welsch & Sobotta 2003), (Preising & Lorenz 2009)

1.2.3 Phototransduktionsprozess

Im Innensegment der Photorezeptoren werden die fir die Sehkaskade benétigten
Proteine hergestellt und von dort in die AuRensegmente transportiert, wo der
eigentliche  Phototransduktionsprozess  stattfindet. Man unterscheidet zwei
Membransysteme in den Stébchen: die Diskmembranen der Scheibchen im
Auflensegment und die Plasmamembran, die das Auflensegment umhdillt (Levin et al.
2011). Der lichtempfindliche Sehfarbstoff der Stabchen ist das Rhodopsin. Dieser ist in
die Zellmembranen (Diskmembranen und Plasmamembran) der Auflensegmente
eingelagert, die sich in bis zu 1.000 Membranscheiben / Membranlamellen falten
(Oyster 1999). Bei den Zapfen spricht man von Zapfenopsinen. Die Zapfen besitzen

nur eine Zellmembran, die zahlreiche Lamellen bildet (Abb. 3).
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Abb. 3 Aufbau der Photorezeptoren

Links auf dem Bild ist eine Stdbchenzelle, rechts eine Zapfenzelle dargestellt (mit freundlicher

Genehmigung von Herrn PD Dr. M. Preising)

Die Photopigmente bestehen jeweils aus einem Proteinanteil (Opsin) und dem
photosensitiven Retinoid 11-cis-Retinal. Letzteres wird durch die Energie eines
Photons im Rahmen einer Stereoisomerisation in ein all-trans-Retinal umgewandelt.
Durch die Isomerisierung des Retinoids wird das Opsin-Apoprotein sterisch verandert
und aktiviert das G-Protein Transducin, das die Phosphodiesterase 6 aktiviert, welche
dann zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) abbaut. Das Absinken des
intrazellularen cGMP-Spiegels fuihrt daraufhin zum Verschluss von Kationenkanalen fur
Na* und Ca?* in der Membran der AuRensegmente. In der Folge kommt es zu einer
Hyperpolarisation der Photorezeptorzelle (Schmidt & Thews 2005),(Levin et al.
2011),(Kellner 2008), die intrazelluldre Kalziumkonzentration steigt. Um nach
stattgefundenem Phototransduktionsprozess wieder den Ruhezustand des Stabchens
bzw. Zapfens herzustellen, muss der cGMP-Spiegel im Aullensegment wieder
ansteigen. Uber die Erhdhung des Kalziumspiegels erfolgt eine Aktivierung von
Mediatorproteinen zur Aktivierung der retinalen Guanylatzyklase (GUCY2D), die den
cGMP-Spiegel wieder erhoht.

(Preising et al. 2014a),(Kellner 2008),(Levin et al. 2011),(Schmidt & Thews
2005),(Beharry et al. 2004),(Quazi & Molday 2014),(Molday et al. 2006),(Saari 2012).



1.2.4 Vitamin-A-Zyklus

Das im Rahmen des Phototransduktionsprozesses sténdig anfallende all-trans-Retinal
wird im Rahmen des Vitamin-A-Zyklus, der zum Teil in den Photorezeptoren selbst,
zum Teil in den Zellen des retinalen Pigmentepithels stattfindet, wieder zu 11-cis-
Retinal regeneriert, welches erneut fiir die Sehkaskade zur Verfligung gestellt wird.
Zunéchst verbindet sich das all-trans-Retinal mit Phosphatidylethanolamin (PE) zu N-
Retinylidene-Phosphatidylethanolamin (APE). APE wird anschlieRend durch das in die
Diskmembranen der Aulensegmente eingelagerte Transmembran-Transportprotein
ABCAA4 Uber die Diskmembran in das Zytoplasma transportiert (Abb. 5). Das ABCA4-
Protein bindet dabei das APE mit hoher Affinitat. Im Zytoplasma des AuRensegments
findet nach der Abspaltung von PE eine Dehydrogenase-vermittelte Umwandlung des
Aldehyds all-trans-Retinal in den Alkohol all-trans-Retinol statt. Nach Transport des all-
trans-Retinols in das retinale Pigmentepithel durch das Interphotorezeptor-Retinoid-
bindende Protein (IRBP) wird dieses durch das Enzym Lecithin-Retinol-Acyl-
Transferase (LRAT) in all-trans-Retinyl-Ester Uberfuhrt. AnschlieRend findet die
Umwandlung in 11-cis-Retinol statt. Dieser Schritt wird durch die Isomerohydrolase
RPE65 (Retinal-pigment-epithelium specific protein 65 kDa) katalysiert. Die
Retinoldehydrogenase 5 (RDH5) fiihrt dieses dann in 11-cis-Retinal Uber, welches dem
Photorezeptor wieder zur Verfligung gestellt wird (Abb. 4).

(Preising et al. 2014a),(Kellner 2008),(Levin et al. 2011),(Schmidt & Thews
2005),(Beharry et al. 2004),(Quazi & Molday 2014),(Molday et al. 2006),(Saari 2012).
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Abb. 4 Vitamin-A-Zyklus

ABCA4:  ATP-bindendes  Transportprotein,  at-RDH:

all-trans  Retinoldehydrogenase,  IRBP:

Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Protein, CRAIBP: zelluldres Retinaldehyd-bindendes Protein,
LRAT: Lecithin-Retinol-Acyl-Transferase, RPE 65: Isomerohydrolase, Retinal Pigmentepithelium 65kDa

Protein, RDH5: cis-11-retinol Dehydrogenase 5, OPS: Rhodopsin oder Zapfenopsin (mit freundlicher
Genehmigung von Herrn PD Dr. M. Preising)
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Abb. 5 Modell des Transportes von N-Retinylidene-Phosphatidyl-Ethanolamin durch das ABCA4-
Protein iiber die Diskmembran

NBF

Nukleotid-bindende Doménen 1 und 2, PE: Phosphatidylethanolamin (mit freundlicher

Genehmigung von Herrn PD Dr. M. Preising)
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1.3 Rolle des ABC-Transport-Proteins ABCA4

ABC-Transporter sind evolutionédr hochkonservierte, grole Membranglykoproteine, die
sich von den Prokaryonten bis hin zu komplexen Organismen in allen Spezies
nachweisen lassen (Higgins 1992),(Tsybovsky et al. 2010),(Molday et al. 2009). Sie
vermitteln den energieabhéngigen Transport unterschiedlicher spezifischer Substrate
Uber die Zellmembranen (Dawson et al. 2007),(Kaminski et al. 2006),(Allikmets, Singh,
et al. 1997),(Borst et al. 2000),(Hollenstein et al. 2007). ABC-Transporter besitzen zwei
ATP-Bindekassetten sowie zwei Transmembrandomanen, die eine Membranpore fiir
den eigentlichen Transport bilden. Die ATP-Bindekassetten hydrolysieren ATP,
wodurch die Energie fir den Substrattransport generiert wird (Tsybovsky et al.
2010),(Allikmets, Singh, et al. 1997). Bis heute wurden im menschlichen Genom 49
unterschiedliche ABC-Transporter identifiziert (Tsybovsky et al. 2010). Die ABC-
Proteine werden in sieben verschiedene Unterfamilien (ABCA - ABCG) unterteilt (Dean
& Allikmets 2001),(Molday et al. 2009). Die humane Subfamilie A (ABCA), zu der auch
das ABCA4-Protein gehort, bildet dabei mit 12 verschiedenen Transportern eine der
gréten Untergruppen. Die einzelnen Subtypen weisen dabei untereinander deutliche
Strukturhomologien auf. Diese werden als ABCA1 bis ABCA13 bezeichnet (die
Existenz von ABCA11 wurde im Nachhinein widerlegt). Diese ABCA-Transporter sind
aus ca. 2.300 Aminosauren aufgebaut (Wenzel et al. 2007).

Das ABCA4-Protein wird durch das ABCA4-Gen kodiert. Der ABCA4-Genlocus wurde
auf Chromosom 1p22.1 lokalisiert. Im Jahr 1997 wurde das humane ABCA4-Gen
erstmals geklont (Allikmets, Singh, et al. 1997). Gerber et al. (1998) und Allikmets et al.
(1998) stellten fest, dass das ABCA4-Gen aus mindestens 50 Exons zusammensetzt
ist und sich Uber ca. 150 Kilobasen (kb) erstreckt. Das durch das Gen kodierte Protein
ABCA4 ist 256 kDa grof3 und setzt sich aus 2.273 Aminosauren zusammen (Sullivan
2009),(Allikmets, Singh, et al. 1997). Es besteht aus vier Doménen, zwei mit ATP-
Bindungsstellen und zwei mit jeweils sechs integralen Transmembrandomanen (Abb.
5). Das ABCA4-Protein ist in den Diskmembranen der Photorezeptor-AulRensegmente
lokalisiert (llling et al. 1997),(Papermaster et al. 1978),(Allikmets, Singh, et al.
1997),(Allikmets, Shroyer, et al. 1997). Zundchst konnte seine Existenz in Stabchen
nachgewiesen werden (Allikmets, Singh, et al. 1997). Spater konnte gezeigt werden,
dass es sowohl in den Stabchen als auch in den Zapfen vorkommt (Molday et al.
2000). Das ABCA4-Gen wird fast ausschlieBlich in der Retina exprimiert. Dort kann das



Genprodukt in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden. Sun et al. beschrieben
erstmals die Transportfunktion des ABCA4-Proteins (Sun & Nathans 2001).

1.4 Mutationen im ABCA4-Gen und ihre Auswirkungen

Historisch gesehen war das ABCA4-Protein der erste ABCA-Transporter, der mit
humanen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden konnte (Allikmets, Singh,
et al. 1997),(Allikmets, Shroyer, et al. 1997). Bereits Untersuchungen an ABCA4-
knock-out-Méusen deuteten auf eine Rolle des ABCA4-Proteins bei der Ansammlung
des A2E und eine damit verbundene retinale Degeneration hin (Weng et al. 1999). Es
zeigte sich in diesem Tiermodell, dass ein fehlendes Protein in den Membranscheiben
der PhotorezeptorauRensegmente — damals ,rim protein“ genannt — fir die Erkrankung
verantwortlich war (Papermaster et al. 1978),(Weng et al. 1999). In den RPE-Zellen
dieser Mause kam es aufgrund des ABCA4-Gendefektes zu einer starken Anhaufung
von A2E (Weng et al. 1999). Im Vergleich zu Wildtyp-M&usen zeigte sich bei den
ABCA4-knock-out-Mausen eine lichtabhdngige Erhéhung von all-trans-Retinal, N-
Retinylidene-PE und PE in der Netzhaut (Weng et al. 1999),(Mata et al. 2001). Es
wurde jedoch darlberhinaus auch eine lichtunabhéangige Akkumulation von A2E-
reichem Lipofuszin in ABCA4-knock-out-Mausen beobachtet (Boyer et al. 2012),(Quazi
& Molday 2014).

Die pathophysiologischen Zusammenhénge, welche bei Mutationen im ABCA4-Gen
zur Schadigung des retinalen Pigmentepithels fuhren, stellen sich wie folgt dar: Im
Rahmen des Vitamin-A-Zyklus kommt es zu einer sténdigen Bildung von APE (siehe
1.2.4). Wird dieses aufgrund einer ABCA4-Mutation nicht oder vermindert durch das
ABCA4-Protein aus den Membrandisks der Photorezeptor-AuRensegmente
heraustransportiert und in all-trans-Retinal und Phosphatidylethanolamin gespalten,
hauft es sich kontinuierlich im Disklumen der Membranstapel an (Traboulsi
2012),(Kellner 2008). Durch die Kondensation von APE mit einem weiteren all-trans-
Retinal-Molektl  entsteht im Lumen der Disks N-Retinylidene-N-Retinyl-
Phosphatidylethanolamin (A2PE). Die AulRensegmente der Photorezeptoren werden
durch angrenzende RPE-Zellen phagozytiert und durch lysosomale Enzyme
degradiert. Dabei wird das A2PE im RPE zu A2E hydrolysiert, welches ein toxischer
Hauptbestandteil von Lipofuszin in den RPE-Zellen ist (Molday et al. 2006),(Ubersicht
bei: Fafowora et al 2014).
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Das retinale Pigmentepithel hat nicht nur einen wichtigen Anteil an der sténdigen
Erneuerung der lichtsensitiven Pigmente (siehe 1.2.4), sondern auch an der
kontinuierlichen morphologischen Erneuerung der Photorezeptor-Auliensegmente. So
werden taglich ca. 10% der Disks der AuRensegmente abgestofen und durch
Phagozytose in das RPE aufgenommen, wo sie abgebaut und recycelt werden (Zinn &
Marmor 1979). Die im Rahmen des Verbrauchsprozesses abgetrennten Anteile der
Auflensegmente werden nach der Phagozytose im RPE lysosomal abgebaut. Kommt
es nun in den Photorezeptoren zu einer pathologischen Anhdufung von A2PE, wird
auch dieses im Rahmen des physiologischen Phagozytoseprozesses der
Membranscheiben durch das RPE mit aufgenommen. Hierdurch akkumulieren im
Laufe der Zeit in den Pigmentepithelzellen nicht weiter abbaubare
Stoffwechselendprodukte, die als Lipofuszin-Granula abgelagert werden. Ein wichtiger
Bestandteil dieser Lipofuszin-Granula ist das autofluoreszente N-Retinylidene-N-
Retinylethanolamin (A2E), welches wie oben beschrieben im Rahmen von ABCA4-
Genmutationen vermehrt anféllt. Das hochtoxische A2E lagert sich in den
Lipofuszingranula innerhalb der RPE-Zellen ab und schadigt deren Stoffwechsel
(Traboulsi 2012). Der Abbau von Phospholipiden in Auflensegmenten der
Photorezeptoren durch die RPE-Zellen wird beeintrachtigt. Dies induziert die
Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen aus den Mitochondrien (Parish et al.
1998). Es kommt zu einer A2E-induzierten Hemmung des lysosomalen Stoffwechsels
durch einen intralysosomalen pH-Anstieg (Holz et al. 1999). Folge ist eine Hemmung
der intralysosomalen Enzymaktivitdt mit Akkumulation nicht oder nur unvollstandig
abgebauter Stoffwechselprodukte. Das vermehrt gebildete Lipofuszin ist in der Lage,
reaktive Sauerstoffverbindungen wie Superoxid-Anionen, Singulett-Sauerstoff und
Hydroxylradikale zu bilden (Rézanowska et al. 1998). Hinzu kommt eine durch
Lipofuszin verursachte lichtabhéngige Lipidperoxidation. Letztendlich kommt es durch
all diese Schadigungsmechanismen zu einer Zerstérung der RPE-Zellen (Abb. 6)
(Kellner 2008),(Quazi & Molday 2014),(Weng et al. 1999),(Mata et al.
2000),(Koenekoop 2003),(Klevering et al. 2004). Histopathologische Studien haben
solche massiven (bis 5-fachen) Akkumulationen von Lipofuszin-Material im RPE von
Patienten mit Morbus Stargardt gezeigt (F C Delori et al. 1995),(C D Birnbach et al.
1994),(Mata et al. 2000),(Steinmetz et al. 1991).
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Abb. 6 Mechanismus der retinalen Schddigung durch Mutationen im ABCA4-Gen

(modifiziert nach Chappelow & Traboulsi, 2012)

1.5 Mit Mutationen im ABCA4-Gen assoziierte Erkrankungen

Mutationen im ABCA4-Gen fiihren zu einem breiten Spektrum autosomal-rezessiver
hereditdrer Netzhauterkrankungen. Bis heute konnten bereits Uber 2.342
unterschiedliche Mutationen nachgewiesen werden (Auflistung unter
http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000198691). Bei den ABCA4-vermittelten
Netzhautdystrophien kommt es aufgrund der unter 1.4 beschriebenen Mechanismen zu
einer Zerstérung der RPE-Zellen und zur Degeneration der Photorezeptoren (Weng et
al. 1999). Mutationen im ABCA4-Gen fuhren auch zu Phanotypen, die sich anders als
der klassische Morbus Stargardt und der Fundus flavimaculatus prasentieren, was
Schwierigkeiten bei der Diagnosestellung verursachen kann (Lorenz & Preising
2005),(Traboulsi 2012),(Heimann & Kellner 2010). ABCA4-Mutationen wurden bei
altersbedingter Makuladegeneration (AMD, ARMD2, OMIM: 153800) (Molday et al.
2009),(Koenekoop 2003),(Allikmets 2000), Morbus Stargardt (STGD1, OMIM: 248200)
sowie einer milderen Variante von Morbus Stargardt, dem Fundus flavimaculatus (FF,
OMIM: 248200) (Allikmets, Singh, et al. 1997), auflerdem bei Patienten mit autosomal-
rezessiver Retinitis pigmentosa (arRP19, OMIM: 601718) (Allikmets 2000),(Klevering
et al. 2005),(Klevering et al. 2004),(Cremers et al. 1998),(Fishman et al.
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2003),(Martinez-Mir et al. 1997),(Xi et al. 2009), Zapfen-Stabchen-Dystrophie (ZSD,
CORD3, OMIM: 604116) (Maugeri et al. 2000),(Birch et al. 2001),(Ducroq et al. 2006)
sowie als besonders schwere Ausprdgung bei frihkindlicher schwerer
Netzhautdystrophie (EOSRD) (Lorenz et al. 2010) beschrieben. Ein Phanotyp, der
wahrend den frihen Stadien der Krankheit funduskopisch, angiographisch sowie
hinsichtlich der Netzhautfunktion dem Morbus Stargardt &hnelt, jedoch rasch
voranschreitet, wird als schwere progressive Zapfen-Stabchen-Dystrophie bezeichnet
(Xi et al. 2009),(Lorenz & Preising 2005). Auch die unterschiedlichen o0.g. Phénotypen
bei ABCA4-Gen Mutationen kénnen zu einem gemeinsamen Endstadium mit massiver
Retinaatrophie fihren (Klevering et al. 2005). In einem Modell wurde versucht, das
breite phanotypische Erscheinungsspektrum abhangig von der Schwere der
vorhandenen Mutationen einzuteilen (mit zunehmender Schwere der Erkrankung von
ARMD2 tber STGD1/FF und CORD3 bis hin zu RP19) (Maugeri et al. 2000),(Sullivan
2009),(Bolz 2005),(Kellner 2008),(Allikmets, Shroyer, et al. 1997).

1.5.1 Morbus Stargardt

Die Erkrankung wurde zuerst im Jahr 1909 vom deutschen Ophthalmologen Karl
Stargardt beschrieben. Dieser studierte Medizin in Heidelberg, Erlangen und Berlin,
war anschlieBend als Arzt in Kiel (wo er auch die grundlegende Schrift zur heute als
Morbus Stargardt bezeichneten Netzhautdystrophie verfasste) und Stralburg tatig. Im
weiteren Verlauf tbernahm er die Chefarztposition in Bonn, spater in Marburg, wo er
die Nachfolge von Professor Alfred Bielschowsky antrat, der zu diesem Zeitpunkt nach
Breslau wechselte.

Er nannte die Erkrankung eine ,familidre, progressive Degeneration in der
Maculagegend des Auges” (Stargardt 1909). Die 1962 durch Franceschetti
beschriebene Augenerkrankung namens Fundus flavimaculatus (Franceschetti 1965)
wurde spéter als eine andere Manifestation der gleichen genetischen Ursache
identifiziert (Fishman et al. 1999),(Kaplan et al. 1993).

Im Jahr 1997 wurden Mutationen im ABCA4-Gen mit beiden Erkrankungen verknupft
(Allikmets, Singh, et al. 1997). ABCA4 ist auf Chromosom 1p22.1 (ID: 601691)
lokalisiert und kodiert 50 Exone.

Der Morbus Stargardt (STGD1, OMIM: 248200) ist mit einer Inzidenz von 1:10.000 die
haufigste hereditare Makuladystrophie (Blacharski 1988),(Walia & Fishman 2009).
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STGD1 wird autosomal-rezessiv vererbt. Die autosomal-dominant vererbte Form
(STGD3, OMIM: 600110) ist mit Mutationen im ELOVL4-Gen verbunden (Zhang et al.
2001). Der Beginn des Morbus Stargardt liegt zwischen dem 5. und 87. Lebensjahr
(Traboulsi 2012),(Rotenstreich et al. 2003). Ca. 60% der Betroffenen erkranken in den
ersten vier Lebensdekaden. Bei jungen Patienten tritt oft ein bilateraler, nicht selten
innerhalb weniger Monate rasch progredienter Visusverlust in den ersten zwei
Lebensdekaden ein (Kjellstrom 2014). Bei spaterem Beginn ist der Verlauf oft
langsamer (Rotenstreich et al. 2003). Somit ist die Progression des Sehverlustes
abhéngig vom Alter bei Symptombeginn (Wirtitsch et al. 2005). 25% der Patienten
haben eine Sehschérfe von mehr als 0,5 auf zumindest einem Auge (Lois et al. 2001).
Eine Sehschérfe zwischen 0,1 und 0,05 findet man bei 50% der Patienten (Traboulsi
2012),(Fishman et al. 1999),(Rotenstreich et al. 2003). Bei 4% der Patienten liegt der
Visus unter 0,05 (Rotenstreich et al. 2003),(Fishman et al. 1987).

Als Erstsymptom wird oft ein Verschwommensehen berichtet. Auch bei einer sehr
guten Sehschéarfe von 1,0 kénnen Patienten Uber eine Dyschromatopsie (gestorte
Farbwahrnehmung) und eine Verdnderung in der Qualitdt des Sehens klagen. Im
fruhen Erkrankungsstadium ist aber auch eine zuféllige Diagnose ohne subjektive
Visusminderung im Rahmen einer klinischen Routinekontrolle méglich (Ubersicht bei:
Chappelow et al. 2012). Zu dem typischen Erscheinungsbild gehéren unspezifische
Farbsinnstérungen und Zentralskotome. Im Frihstadium findet sich bei der
Fundusuntersuchung oft nur eine Veranderung des Foveolarreflexes. Spater kommt es
zur Degeneration des retinalen Pigmentepithels bis hin zur SchieRscheiben-
makulopathie oder einer ausgeprégten geographischen Atrophie (Gerth et al. 2002),
(Kellner 2008),(Heimann & Kellner 2010),(Koenekoop 2003). Funduskopisch erkennt
man am hinteren Pol gelbliche, unscharf begrenzte, unregelméBige Flecken in sehr
variabler Auspragung (Traboulsi 2012). Durch einen erhéhten Lipofuszingehalt lassen
sich diese in der Autofluoreszenz deutlich darstellen (Theelen et al. 2008),(Lois et al.
2004),(Chen et al. 2010). Zu Beginn der Erkrankung sind die Antworten im Ganzfeld-
ERG typischerweise normal oder lediglich gering reduziert (Kellner 2008),(Lois et al.
2001),(ltabashi et al. 1993),(Armstrong et al. 1998). In den spateren Stadien des
Morbus Stargardt (siehe 1.5.3) sind reduzierte Amplituden im photopischen und
skotopischen Ganzfeld-ERG méglich (Traboulsi 2012),(Fishman et al. 1999). Bereits im
Frihstadium erkennt man im multifokalen ERG eine Reduktion der zapfenabhéngigen
Reizantworten (Gerth et al. 2002),(Kellner & Kellner 2009),(Bach & Kellner 2000),(Lois
et al. 2001). Im OCT sieht man eine Minderung der zentralen Netzhautdicke (Lim et al.
2008),(Michael Stur et al. 2007),(Wirtitsch et al. 2005),(Kellner 2008). Die oben
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beschriebenen Flecken stellen sich teilweise als Verdickung im RPE dar. Die Flecken
korrespondieren im OCT mit Ablagerungen im RPE oder in der ONL der Retina
(Querques et al. 2006),(Traboulsi 2012).

Der Phéanotyp der Erkrankung kann sich jedoch im Laufe der Zeit in unterschiedlicher
Art und Weise &ndern (siehe 1.5.2, 1.5.3, 1.5.4) (Fishman et al. 1999),(Heimann &
Kellner 2010).

1.5.2 Generalisierte Netzhautdystrophien mit Beginn in der Makula

(autosomal-rezessive Zapfen-Stabchen-Dystrophien)

Patienten mit ABCA4-Dysfunktion weisen eine breite Palette an klinischen Befunden
auf (Mullins et al. 2012). Ein weiterer méglicher Phéanotyp bei ABCA4-Mutationen ist
die Entwicklung einer Zapfen-Stabchen-Dystrophie. Bei Letzterer handelt es sich um
eine heterogene Gruppe von Netzhautdystrophien mit einer zapfenbetonten

Beeintrachtigung der Photorezeptorenfunktion (Kellner 2008).

Mutationen im ABCA4-Gen sind fur 23 bis 65% der Falle von autosomal-rezessiver
Zapfen-Stabchen-Dystrophie verantwortlich (Koenekoop 2003),(Traboulsi 2012),(Birch
et al. 2001),(Klevering et al. 2004),(Kitiratschky et al. 2008). Typischerweise finden sich
hierbei als initiale Symptome Blendungsempfindlichkeit, eine progrediente
Visusminderung, Farbsinnstdérungen und Zentralskotome (Kjellstrom 2014),(Ducroq
et al. 2006). In Fruhstadien prasentiert sich funduskopisch bei etwa einem Drittel dieser
Patienten ein véllig unauffalliger Befund (Heimann & Kellner 2010). Meistens finden
sich jedoch am hinteren Pol variable RPE-Verdnderungen. Beim Fortschreiten der
Erkrankung kénnen sich eine Papillenabblassung und eine GeféRverengung sowie
Pigmentverklumpungen zentral und in der Peripherie entwickeln (Heimann & Kellner
2010),(Klevering et al. 2002). Die Veranderungen der Fundusautofluoreszenz (FAF)
sind variabel (Lois et al. 2004). Oft findet man z. B. eine deutliche Erhéhung der FAF-
Intensitat bei Reduzierung der Nahinfrarot-Intensitét (Kellner & Kellner 2009). Eine
ausfuhrliche Beschreibung der FAF folgt im Kapitel 2.2.4.2. Bei ABCA4-Gen-
assozierten Netzhautdystrophien lasst sich in der Fluoreszeinangiographie oft eine
dunklere Aderhaut (,dark choroid“) aufgrund der vermehrten Lipofuszin-Akkumulation
im RPE darstellen (Kellner & Kellner 2009). Im OCT findet man typischerweise eine
Abnahme der Netzhautdicke, insbesondere durch Reduktion der
Photorezeptorenschichten und des RPE (Lim et al. 2008),(Heimann & Kellner

2010),(M. Stur et al. 2007). In der Perimetrie fallen zunachst zentrale und parazentrale
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Gesichtsfelddefekte auf, welche sich spéter bis in die Peripherie ausdehnen kénnen.
Es findet sich eine Zapfen-betonte Amplitudenreduktion im Ganzfeld-ERG (Maugeri et
al. 2000); in Spatstadien kann jedoch auch die Stabchenfunktion bis unterhalb der
Nachweisgrenze herabgesetzt sein (Ducroq et al. 2006),(Kellner 2008). Das multifokale
ERG zeigt typischerweise bereits friih eine ausgepragte Amplitudenreduktion (Gerth et
al. 2002),(Lois et al. 2001),(Birch et al. 2001)(Klevering et al. 2002).

1.5.3 Spatstadium der generalisierten Netzhautdystrophien

(schwere progressive autosomal-rezessive Zapfen-Stabchen-Dystrophie)

Wie oben erwahnt kénnen sich Mutationen im ABCA4-Gen als Morbus Stargardt aber
auch als Zapfen-Stabchen-Dystrophien und als ein Bild einer atypischen Retinitis
pigmentosa darstellen. Der Ubergang zwischen Morbus Stargardt und generalisierten
Netzhautdystrophien ist flieBend. Ob sich das Krankheitsbild auf die Makula beschrankt
oder sich im Verlauf zu einem ausgedehnteren Befund entwickelt, ist nicht
vorhersehbar (Lorenz & Preising 2005),(Kellner & Kellner 2009).

Man vermutet, dass Mutationen im ABCA4-Gen fir ca. 2 - 5% der Retinitis
pigmentosa-Falle verantwortlich sind (Klevering et al. 2004),(Cremers et al. 1998). Die
Entwicklung einer autosomal-rezessiven Retinitis pigmentosa z&hlt laut einigen
Autoren als die schwerste Form der Netzhautdystrophie, die durch Mutationen im
ABCA4-Gen verursacht wird. lhre Entstehung wird durch einen vollstédndigen Verlust
der ABCA4-Protein-Aktivitat erklart (Maugeri et al. 2000),(Kaminski et al. 2006).

Bei der typischen Retinitis pigmentosa ist die Nachtblindheit das klassische
Frihsymptom, gefolgt von peripheren Gesichtsfeldausfallen (Maugeri et al.
2000),(Kellner 2008). Farbsehstérungen und Visusminderung treten erst in spéateren
Stadien auf. Funduskopisch sieht man eine abgeblasste Papille, enge GefalRe und
mittelperipher gelegene Knochenkdrperchen (Cremers et al. 1998),(Lois et al.
2001),(Maugeri et al. 2000). Ein charakteristisches morphologisches Zeichen der RP
ist ein perimakularer Ring erhéhter Fundus-Autofluoreszenz im Bereich der groRten
Stabchendichte. Dieser verkleinert sich im Verlauf (Robson et al. 2006). Teilweise wird
das Auftreten eines ca. 15 - 20° exzentrisch gelegenen Ringskotoms beobachtet. Das
zentrale Gesichtsfeld bleibt lange erhalten. Die Stdbchenantworten im Ganzfeld-ERG
sind stark reduziert oder nicht mehr nachweisbar bei noch gut erhaltenen
Zapfenantworten. In fortgeschrittenen Stadien nehmen auch die Zapfenantworten ab

bis schliellich ein vollstdndiger Funktionsverlust nachzuweisen ist (Kellner
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2008),(Klevering et al. 2004). Das multifokale ERG zeigt oft nur zentral vorhandene
Potentiale (Maugeri et al. 2000),(Lois et al. 2001).

Bei der durch Mutationen im ABCA4-Gen verursachten schweren progressiven Zapfen-
Stabchen-Dystrophie (die der friher auch als Retinitis pigmentosa inversa
bezeichneten Form entspricht) ist im Vergleich zu der typischen Retinitis pigmentosa
bereits primar der Visus beeintrachtigt. Eine Beteiligung der Zapfen auRert sich durch
eine frihe Verdnderung der zentralen Sehschéarfe (Lorenz & Preising 2005). Die
Patienten weisen zudem auch Veranderungen im multifokalen ERG sowie
Zentralskotome auf. Die beschriebenen Befunde sprechen im Unterschied zu dem
typischen Krankheitsbild einer Retinitis pigmentosa fiir eine Funktionseinschrankung,
die nicht nur die Stébchen, sondern auch die Funktion der Zapfen bereits frih im
Krankheitsverlauf betrifft. Mit zunehmender Erkrankungsdauer entstehen zusatzlich die
fur eine fur Retinitis pigmentosa typischen Fundusverdnderungen wie

Knochenkérperchen, abgeblasste Papille und GefaRverengung (Klevering et al. 2005).

Ein RP-ahnliches Bild in spaten Stadien (periphere Knochenkdrperchen,
Nachtblindheit, skotopische Amplitudenminderung im ERG etc.) reicht somit nicht aus,
um solche Patienten (mit sekundarem Auftreten peripherer Veréanderungen) als RP-
Patienten einzustufen. Das Voranschreiten von einer frihen zentralen Sehminderung
bis zum vollstédndigen Verlust des zentralen und peripheren Sehens (begleitet von
Nachtblindheit und einem RP-ahnlichen Fundusbild) sollte daher als schwere
progressive Zapfen-Stdbchen Dystrophie eingestuft werden (Lorenz & Preising
2005),(Xi et al. 2009),(Beit-Ya'acov et al. 2007).

1.5.4 Bedeutung des ABCA4-Gens bei der AMD

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) teilt einige phanotypische Ahnlichkeiten
mit dem Morbus Stargardt. Dazu gehéren die Ansammlung von zelluldrem Debris
(Drusen) und die progressive geographische Atrophie des RPE in der Makularegion,
die mit einem Verlust der Funktion der Photorezeptoren einhergeht (Allikmets, Singh,
et al. 1997).

Nach heutigem Wissensstand ist davon auszugehen, dass auch bei der AMD
genetische Faktoren eine Rolle spielen (Ubersicht bei: Fafowora et al. 2012). Wahrend
einige Autoren eine wesentliche Rolle des ABCA4-Gens bei der Entwicklung eines
AMD-Phanotyps postulieren (Allikmets, Shroyer, et al. 1997),(Allikmets 2000) gibt es in
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anderen Studien Hinweise darauf, dass Mutationen im ABCA4-Gen nur eine
untergeordnete Rolle bei einem kleinen Prozentsatz von Féllen (ca. 4%) spat
auftretender AMD spielen (De La Paz et al. 1999),(Fritsche et al. 2012),(Guymer et al.
2001). Die AMD kénnte somit eine spéat auftretende Komplikation einer reduzierten
Aktivitat des ABCA4-Proteins, abhangig von dem genetischen Hintergrund, darstellen
(Lorenz & Preising 2005). AMD stellt eine Erkrankung dar, die multifaktoriell verursacht
wird. Uber die Relevanz des ABCA4-Gens bei AMD besteht in der Literatur noch kein

Konsens.

1.6 Therapieansitze

Es existiert bislang noch keine in der klinischen Routine einsetzbare effektive
Behandlung hereditarer Netzhautdystrophien. Als kausalen Ansatz zur Therapie des
Morbus Stargardt ist die somatische Gentherapie zu nennen (Stieger & Lorenz 2014).
Hierbei werden genetische Informationen mittels eines viralen Vektors in das Genom
der Zielzellen (in diesem Fall der retinalen Photorezeptoren) eingeschleust, um dort die
Expression bestimmter Proteine zu bewirken. Es wird zwischen einer unspezfischen
und einer spezifischen Gentherapie unterschieden. Wahrend bei der unspezifischen
Gentherapie z. B. Gene zur Produktion neuroprotektiver Faktoren in die Zielzellen
eingebracht werden, handelt es sich bei der spezifischen Gentherapie um die
Transfektion der Photorezeptorzellen mit einem fir die jeweilige Krankheitsentitat
spezifischen Gen, welches in seiner Funktion ersetzt werden soll — im Falle des
Morbus Stargardt also mit dem intakten ABCA4-Gen. Die Wirksamkeit der spezifischen
somatischen Gentherapie unterschiedlicher hereditdrer Netzhautdystrophien (u. a.
Morbus Stargardt, X-chromosomale Retinitis pigmentosa, juvenile Retinoschisis,
Chorioideremie) wird derzeit in klinischen Studien untersucht; am weitesten
fortgeschritten sind diese hinsichtlich der Therapie der EOSRD (Early-Onset Severe
Retinal Dystrophy), welche durch Mutationen im RPE65-Gen verursacht wird. Beim
Morbus Stargardt hat sich die spezifische Gentherapie bereits im Tiermodell als
erfolgreich erwiesen und wird derzeit in zwei klinischen Studien geprift. Das ABCA4-
Gen wird hierbei mittels eines lentiviralen Vektors (StarGen) Ubertragen. Dieser basiert
auf dem Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) und wird durch eine subretinale
Injektion appliziert, um dann die retinalen Zielzellen zu transfizieren und die
Exprimierung des ABCA4-Proteins in diesen Zellen zu ermdglichen (Carvalho &
Vandenberghe 2015),(Lorenz et al. 2010).
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Ein zweiter Ansatz zur Therapie des Morbus Stargardt ist die orale Gabe von
deuterisiertem Vitamin A. Wéhrend die Einnahme von unverandertem Vitamin A durch
eine Beschleunigung der Akkumulation von Lipofuszin und N-Retinylidene-N-
Retinylethanolamin (A2E) einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf des
Morbus Stargardt haben kann (Radu et al. 2008), weisen aktuell laufende Studien
darauf hin, dass die orale Gabe eines biochemisch modifzierten Vitamin A-Derivats
(C20-D3-Vitamin A / deuterisiertes Vitamin A) eine Verlangsamung der
Krankheitsprogression bewirkt (Saad & Washington 2016),(Ma et al. 2011).

1.7 Aufgabenstellung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist, die Morphologie der zentralen Netzhaut bei
Patienten mit Mutationen im ABCA4-Gen durch eine Gruppeneinteilung zu

systematisieren und mit Hilfe der DiOCTA-Software zu charakterisieren.

Dazu wurden 25 Patienten mit Mutationen in beiden Allelen des ABCA4-Gens aus der
DNA-Datenbank der Klinik und Poliklinik fur Augenheilkunde der Justus-Liebig-
Universitdt GieRen ausgewahlt. Das Patientenkollektiv wurde anhand der Verteilung
der Fundusautofluoreszenz in drei Gruppen eingeteilt. Im Folgenden wurden die drei
Gruppen anhand der morphologischen Daten der optischen Koharenztomographie
(OCT), der Fundusautofluoreszenz (FAF) und der Fundusphotographien sowie anhand
von funktionellen Untersuchungen von Visus, Goldmann-Perimetrie,
funduskontrollierter Perimetrie (MP1), Ganzfeld-ERG (ffERG), multifokalem ERG (mf-

ERG) und Panel-D15-Farbsehtest nach Lanthony miteinander verglichen.

Weitere Aufgabe der Dissertation war es, die Morphologie der einzelnen Schichten der
zentralen Netzhaut bei diesen Patienten zu beschreiben und uber die Bestimmung der
Lasionsgrofie der fehlenden ISe-Schicht eine Korrelation mit der visuellen Funktion der
Patienten zu untersuchen. Bei den 25 Patienten wurden zwischen 2008 und 2014
mittels  Spectral-Domain-OCT (SD-OCT, Spectralis, Heidelberg Engineering,
Heidelberg) Volumenscans der zentralen Netzhaut durchgefiihrt. Die OCT-
Volumenscans wurden mittels der neu entwickelten Software DIOCTA (Ehnes et al.
2014) automatisch segmentiert und anschlieBend manuell korrigiert. Es wurden mit
Hilfe der DiOCTA-Software gewonnene, morphologische Daten zu einzelnen
Retinaschichten sektorbezogen und gruppenbezogen ausgewertet. Diese Daten zur
Beschreibung von Netzhautmorphologie und Funktion sollen einen Beitrag zur
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Bewertung der Anwendbarkeit der Gentherapie bei Patienten mit Mutationen im
ABCA4-Gen liefern.

2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit anhand der vorhandenen Patientenakten und
bildgebenden Befunde retrospektiv analysierten Patienten waren in der Klinik und
Poliklinik fir Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitat GieBen untersucht worden.
Insgesamt 25 Patienten wurden in die Untersuchung einbezogen. Diese wurden zuvor
gezielt aus einem Kollektiv von Fallen hereditérer Netzhautdegenerationen ausgewahit.
Einschlusskriterium war das Vorliegen von Mutationen auf beiden Allelen des ABCA4-
Gens. Alle Patienten erhielten zwischen 2008 und 2014 eine ophthalmologische
Untersuchung mit Erhebung der bestkorrigierten Sehschérfe, biomikroskopischer
Untersuchung der  vorderen  Augenabschnitte und  Untersuchung des
Augenhintergrundes in medikamentdser Mydriasis. Zudem wurden ein SD-OCT-
Volumenscan, Fundusphotographien, Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen bei allen 25
Patienten sowie bei der Mehrzahl der Patienten Ganzfeld-ERG (n = 23), multifokales
ERG (n = 22) und Goldmann-Perimetrie (n = 22) durchgefihrt. Eine funduskontrollierte
Perimetrie war bei 14 Patienten durchgefihrt worden.

Ausschlusskriterium war das Vorliegen einer anderen Augenerkrankung
(visusrelevante Katarakt, Glaukom, diabetische Retinopathie, epiretinale Membran

oder Makuladdem).

Der Zeitpunkt der Erstuntersuchung wurde als Zeitpunkt der ersten SD-OCT-Aufnahme
in der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums GieRen und
Marburg, Standort GielRen definiert. Die Erkrankungsdauer wurde ab dem Datum des
Beginns der subjektiven Beschwerden bis zum Zeitpunkt der SD-OCT-
Untersuchung(en) in der Klinik definiert.

Alle Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den ethischen Grundsatzen der
Deklaration von Helsinki aus dem Jahre 1964 durchgefuhrt. Ein positives Votum der
Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat Gieen lag vor (Antragsnummer 142/12;
149/07).
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2.2 Gerate und Methoden

2.2.1 Optische Koharenztomographie

Die Spectral-Domain-OCT-Technik ermdéglicht es, Daten zu retinalen Strukturen zu
erheben und dadurch auch diskrete Veranderungen einzelner Netzhautschichten bei

verschiedenartigen retinalen Degenerationen mit in die Beurteilung aufzunehmen.

Far die optische Koharenztomographie (OCT) wurde ein Spectral-Domain-OCT (SD-
OCT) verwendet (Spectralis, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland). Die
technischen Eigenschaften des Geréates werden in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Eine Ubersicht iiber das in der Arbeit verwendete SD-OCT-Gerit

Geratetyp |Hersteller Auflésung  |A-Scan/s |Bild- Licht-  [Wellen-
axial  trans- gebung quelle |lange
versal

Spectralis |Heidelberg 4 uym |14 ym |40.000 Scanner |SLD 870 nm
HRA+OCT |Engineering

HRA: Heidelberg Retina Angiograph, OCT: optische Kohdrenztomographie, SLD: Superlumineszenzdiode

Die Bilddaten mit den Gréflen 512 x 496, 1024 x 496 und 1536 x 496 Pixel wurden als
Rohdaten in die DiOCTA-Software exportiert.

Die Netzhautschichtaufnahmen, die dieser Arbeit zu Grunde liegen, erfolgten mittels
Spectral-Domain-OCT. Eine in der Universitatsaugenklinik GieRen entwickelte
Software (DIOCTA) (Ehnes et al. 2014) erméglichte die automatisierte Segmentierung
der einzelnen Netzhautschichten im SD-OCT. Damit konnten die Dicken der einzelnen
retinalen Schichten nicht-invasiv gemessen und im Vergleich zu Normprobanden
bewertet werden, was spezifische Aussagen zur Verdnderung der einzelnen Schichten
bei den unterschiedlichen Formen von Netzhautdegenerationen erlaubte (Preising et
al. 2014b). Diese morphologischen Daten wurden genutzt, um in Kombination mit
weiteren Daten zur Netzhautfunktion verschiedene degenerative Erkrankungen noch

spezifischer zu charakterisieren (Preising et al. 2014b).

Die 1991 erstmals beschriebene (Huang et al. 1991) und 1993 (Swanson et al. 1993)

in die klinische Diagnostik eingefiihrte optische Koharenztomographie (OCT) ist ein
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nicht invasives, hochauflésendes Verfahren zur retinalen Bildgebung, dessen
Auflésung sich der histopathologischen Beurteilung einer Exzisionsbiopsie nahert und
in situ und in Echtzeit eine detaillierte Beurteilung der Netzhautschichten erlaubt (Hee
et al. 1995),(Drexler 1995),(Puliafito et al. 1995),(Coscas 2009). Nach der ersten
Messung eindimensionaler axialer Strukturen Mitte der 80er Jahre (Fercher et al. 1988)
erfolgte 1993 die Darstellung zweidimensionaler Bilder, die vom Prinzip den B-Scans
aus der Ultraschalldiagnostik entsprachen. Ebenfalls 1993 erfolgten die ersten in vivo-
Studien zur Darstellung der menschlichen Netzhaut (Fercher et al. 1993),(Swanson et
al. 1993). In den letzten 20 Jahren wurden immer genauere Verfahren der OCT zur
Darstellung der anatomischen Strukturen der Retina erarbeitet (Hee et al.
1995),(Drexler et al. 2001). Um die Korrelation zwischen tomographischer Darstellung
und Histologie zu verstehen, wurden Schweine- und Affennetzhdute untersucht
(Gloesmann et al. 2003),(Anger et al. 2004). Eine Zusammenfassung der
Untersuchungen bei den Wirbeltieren ist bei Slijkerman und Kollegen wiederzufinden
(Slijkerman et al. 2015). Im Jahr 2003 wurde erstmals die menschliche Retina mit

einem hochauflésendem OCT dargestellt (Drexler et al. 2003).

Mit Hilfe dreidimensionaler ultrahochauflésender optischer Koharenztomographie
(UHR-OCT) konnten Informationen Uber intraretinale morphologische Verédnderungen
gewonnen werden, die mit keiner anderen nicht-invasiven Diagnostik zu erhalten
waren (Drexler & Fujimoto 2008). Wahrend in der Histologie Farbungen zur Herstellung
des Gewebekontrastes verwendet werden, nutzt der bei der optischen
Kohérenztomographie die Netzhaut abtastende Laserstrahl Unterschiede in der
Reflexion der einzelnen Netzhautschichten, um diese optisch zur Darstellung zu
bringen. Die Kombination mit der Weiterentwicklung adaptiver optischer Systeme
(Adaptive Optics) ermdglicht dabei neuerdings in vivo-Darstellungen der Retina bis hin
zu Auflésungen auf zellularer Ebene (Drexler & Fujimoto 2008),(Carroll et al. 2013).
Die optische Kohéarenztomographie ist zu einem unverzichtbaren Bestandteil in der
klinischen Diagnostik geworden. Sie wird eingesetzt zur Differentialdiagnostik, zur
Verlaufsbeobachtung und fur die Gewinnung von Erkenntnissen uber die
Pathophysiologie retinaler Erkrankungen. Die gewonnenen Informationen bilden auch
eine wichtige Grundlage flr die Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze. Durch die
dreidimensionale Darstellung der Informationen (3D-OCT) wurde es mdglich
Querschnittsbilder zu generieren, die in ihrer Lokalisation Fundusauffalligkeiten exakt
zugeordnet werden koénnen. Die 3D-Volumenansichten entsprechen in ihrer
Darstellungsweise vom Prinzip her der Darstellung von MRT-Bildern (Drexler &
Fujimoto 2008).
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2.2.1.1 Normalbefund des OCT-B-Scans und histologisches Korrelat, aktuelle
internationale OCT-Nomenklatur

In OCT-Aufnahmen, wie sie in der klinischen Routine allgemein zur Verfugung stehen,
werden anhand der unterschiedlichen Reflektivitat Gblicherweise 11 Netzhautschichten
unterschieden. Diese sind in Abb. 7 A dargestellt und kénnen entsprechend der
angegebenen Beschriftung den histologischen Netzhautschichten (siehe Abb. 2)
zugeordnet werden. Die automatische Netzhautschichtsegmentierung mit dem
DiOCTA-Programm bezieht sich auf diese 11 Schichten. Mittlerweile stehen auch noch
héher auflésende OCT-Systeme zur Verfigung, die eine noch detailliertere
Differenzierung in 18 verschiedene Schichten (3-14: die sensorische Netzhaut, 15:
retinaes Pigmentepithel, 15-18: die Aderhaut) ermdglichen (Staurenghi et al. 2014).
Um ein einheitliches Schema zur Klassifikation der Netzhaut- und Aderhautschichtung
beim SD-OCT zu entwickeln, wurde 2014 auf dieser Grundlage eine international
anerkannte Nomenklatur der in der SD-OCT dargestellten anatomischen Strukturen
des posterioren Augensegments erarbeitet (Staurenghi et al. 2014). Die Zuordnung
und Benennung der einzelnen anatomischen Strukturen ist jedoch mit der im klinischen
Alltag erreichbaren Auflésung meist nicht zu leisten. Auch in der Originalpublikation
gestaltete sich die eindeutige Zuordnung mancher im OCT dargestellten Strukturen zu
ihrem histologischen Korrelat kontrovers (Staurenghi et al. 2014). Dies zeigt sich u.a. in
Schicht Nr. 8 (siehe Abb. 7 B), der aufleren Koérnerschicht und der Schicht der
Henleschen Fasern. Hier wurde im hochauflésenden OCT eine subtile Abgrenzung
sichtbar. Der Bereich innerhalb der Abgrenzung wurde der Henleschen Faserschicht
zugeschrieben (Lujan et al. 2011). AufRerdem wurde der duflere Teil (der Bereich
auBerhalb der Abgrenzung) der eigentlichen duBeren Koérnerschicht zugeordnet. Die
Henlesche Faserschicht enthélt die Ansammlungen der Axone der Zapfen und die
Mullerzellen, die sich in der perifovealen Region mit den Ganglienzellen verbinden.
Damit stellt die Henlesche Faserschicht ein einzigartiges Merkmal der Makula dar. Das
in sie eingelagerte Xanthophyll dient dem Schutz der fovealen Zapfen vor der
Uberexposition mit toxischem, kurzwelligem Licht. In der peripheren Retina existiert die
Henlesche Schicht nicht.

Die 10. Schicht (Myoid-Zone, Abb. 7 B) entspricht dem Teil der Photorezeptoren, der
im Vergleich zur Ellipsoid-Region der Photorezeptoren weniger Mitochondrien enthélt
und daher im OCT hyporeflektiv erscheint (Spaide 2012). Bei Zone 11, der Ellipsoid-
Zone (Abb. 7 B), wurde eine Korrelation mit der mitochondrienreichen Komponente der

Photorezeptoren beschrieben, die dadurch eine hohe Reflektivitat zeigt (Spaide &
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Curcio 2011). Zone 13 (Interdigitationszone, Abb. 7) stellt sich als &uRere
hyperreflektive Schicht dar, deren anatomisches Korrelat die Spitzen der
PhotorezeptorauRensegmente sind. Sie kann auch die Verzahnung des apikalen Teils
des RPE mit dem &uReren Segment der Zapfen darstellen. Zone 14 (RPE / Bruchsche
Membran-Komplex, Abb. 7 B), beinhaltet zwei hyperreflektive Schichten, das RPE und
die Bruch-Membran. Diese sind unter normalen Bedingungen haufig nicht trennbar.
Daher wurde diese Zone in der vorliegenden Arbeit als "RPE / Bruch-Komplex"
definiert. Die Zonen 15 bis 17, innere und &uBere Choroidea, stellen die
Choriokapillaris und unmittelbar posterior davon kleine ovale GefaRe als Sattler-
Schicht sowie die grofkeren dulleren ovalen Gefale als Haller-Schicht dar. Um die
Zonen 15 - 17 besser darstellen zu kénnen, wird eine spezielle Enhanced-depth-
imaging (EDI)-Software in der SD-OCT-Technik benutzt. Durch Verschiebung des
Instruments ndher an das untersuchte Auge wird eine invertierte Darstellung der
Schichten erreicht. Dies ermdglicht eine Fokussierung der OCT-Strahls auf Héhe der
Aderhaut und der inneren Sklera und liefert somit detaillierte Bilder von der Aderhaut
(Spaide et al. 2008),(Spaide 2011).
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Abb. 7 Vergleich der Visualisierung der mit der SD-OCT darstellbaren Schichten des
Augenhintergrundes

A) Orientierende Darstellung der Lokalisation eines B-Scans in der Infrarotdarstellung und der
korrespondierenden Schichtung der gesunden Retina mit 11 dargestellten Schichten (Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. B. Lorenz). B) Maximale Schichtauflésung nach der internationalen Nomenklatur der
optischen Kohédrenztomographie nach Staurenghi und Mitarbeitern (Staurenghi, 2014) NFL: Nervenfaserschicht,
GCL: Ganglienzellschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, INL: innere Kérnerschicht, OPL: &uB3ere plexiforme
Schicht, ONL: &uBere Kérnerschicht, ELM: Membrana limitans externa, PIS: Photorezeptorinnensegment, ISe:

Innensegment-Ellipsoid, POS: Photorezeptoraulensegment, RPE: retinales Pigmentepithel

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Netzhautschichtenmessung basiert auf der
Verwendung der Device Independent OCT Analysis-Software (DiOCTA), die die
Méglichkeit einer automatisierten Segmentierung der humanen Retina in bis zu 11
Netzhautschichten bietet (basierend auf Studien, die hochauflésende OCT-Bilddaten
mit der histologischen Darstellung der Netzhaut nach bekannten Eigenschaften der
Netzhautschichten verglichen haben) (Ehnes et al. 2014),(Gloesmann et al.
2003),(Huang et al. 2005),(Coscas 2009).

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf die von Staurenghi beschriebene Nomenklatur
der Netzhautschichten, allerdings (durch sinnvolle Zusammenfassung mehrerer
Schichten) unter Beschrankung auf eine Differenzierung von fiinf relevanten Schichten

bzw. Schichtgruppen (N&heres hierzu siehe 2.2.2).
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Die untersuchte Erkrankung Morbus Stargardt bewirkt eine Beeintrdchtigung der
Netzhautstrukturen. Die in dieser Dissertation erarbeiteten OCT-Darstellungen
beziehen sich auf eine 11-schichtige Einteilung der Retina. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher auf die von Staurenghi und Mitarbeitern beschriebenen Schichten
Nummer 1, 2 und 13 verzichtet. Die Schichten 8.1 und 8.2 wurden der auf3eren
nukleéren Schicht und die Schichten 15 bis 18 der Aderhaut zugerechnet (Staurenghi
et al. 2014). Eine genauere Darstellung der Aderhaut ware prinzipiell mit einer
erweiterten Funktion des verwendeten OCT-Gerétes (EDI) méglich gewesen.

2.2.1.2 Entwicklung der optischen Koharenztomographie

Die OCT-Gerate werden derzeit in drei Systemtypen eingeteilt: Time-Domain-OCT
(TD-OCT), Spectral-Domain-OCT (SD-OCT) und Swept-Source-OCT (SS-OCT)
(Holmes 2009). Durch die OCT-Technik werden Querschnittsbilder des
Augenhintergrundes durch Lenkung eines Laserstrahls in das Auge generiert. Auf
diese Weise kann Uber die Verzdgerung der Laufzeit des =zurlickgeworfenen
Lichtstrahls die Reflektivitdt der Netzhautschichten gemessen werden. Méglich ist dies
durch die unterschiedliche axiale Entfernung der verschiedenen Gewebestrukturen
(Kroll et al. 2008).

Seit 1996 kamen in der OCT-Entwicklung zunachst drei Gerategenerationen mit dem
Time-Domain-Prinzip zum Einsatz (OCT 1, OCT 2, Stratus-OCT 3; jeweils von Carl
Zeiss). Ein Laserstrahl, der in das Auge projiziert wird, wird mit einem zweiten
Laserstrahl, welcher Uber einen beweglichen Referenzspiegel umgelenkt wird (und
eine definierte Wegstrecke zuriicklegen muss) verglichen. Das Funktionsprinzip des
Time-domain-OCT beruht somit auf dem Vergleich der Laufzeiten der Strahlen, die von
den Netzhautschichten reflektiert werden, mit denen, welche tber den Referenzspiegel
geleitet wurden (Heimann & Kellner 2010),(Kroll et al. 2008). Das OCT 1 erreichte eine
axiale Auflésung von 15 pm und eine Scangeschwindigkeit von 100 A-Scans pro
Sekunde (Ehnes et al. 2014). Die axiale Auflésung von OCT 3 erreichte 9 - 10 ym und
eine Geschwindigkeit von 400 Scans pro Sekunde (Lim et al. 2008).

Das in dieser Arbeit verwendete OCT-Gerédt gehort der vierten Generation an und
detektiert mit einem (nicht beweglichen) Referenzspiegel mit Hilfe der Fourier-
Transformation die Verschiebung der Laufzeiten der Lichtsignale (Genaueres zur
Technik siehe 2.2.1.3). Geréte der vierten Generation erreichen eine axiale Auflésung
von bis zu 3 ym (Alam et al. 2006),(Lim et al. 2008) und eine Geschwindigkeit von bis
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zu 100.000 Scans pro Sekunde (Grajciar et al. 2005),(Heimann & Kellner 2010). Mit
diesen Gerdten ist es zum ersten Mal moglich, 3D-Aufnahmen der Retina zu
generieren. Auf der Grundlage neuer Anzeigeverfahren gelingt die Darstellung von
virtuellen OCT-Fundusbildern, Querschnitts-OCT-Bildern mit beliebigen
Orientierungen, quantitativen Karten unterschiedlicher retinaler Schichtdicken und
topographischen Parametern der Papille. Ein OCT-Fundusbild als dreidimensionale
Darstellung kann direkt aus den 3D-OCT-Rohdaten generiert werden. AuBBerdem ist
eine Analyse der Netzhautdicke bzw. Netzhautschichtdicken bezogen auf die einzelnen
Quadranten des ETDRS-Grids mdglich. Mit Hilfe von Thickness-Maps werden die
Daten zur Dicke der Netzhaut Uber den gesamten C-Scan farbkodiert dargestellt
(Wojtkowski et al. 2005).

2.2.1.3 Messprinzip der OCT-Systeme der vierten Generation

Man bezeichnet das Messprinzip der Gerate der vierten Generation als Frequency-
Domain-, Fourier-Domain- oder Spectral-Domain-OCT. Beim Spectral-Domain-OCT
(SD-OCT) wird der Laserstrahl von der Lichtquelle (einer Superlumineszenzdiode)
ausgehend auf einen Splitter gefiihrt. Der Splitter trennt den Laserstrahl in zwei
Strahlenbiindel. Der erste Strahl wird vom Referenzspiegel reflektiert, passiert auf dem
Rickweg den Splitter ein zweites Mal und trifft als Referenzstrahl (mit definierter
Laufstrecke und Laufzeit) auf einen Detektor. Der zweite Strahl, welcher vom Splitter in
das Patientenauge geleitet wird, wird dort von den einzelnen Netzhautschichten
reflektiert und sodann ebenfalls Uber den Splitter auf den Detektor gelenkt. Der
Referenzspiegel ist im Gegensatz zur TD-OCT-Technik (Schuman et al. 2004) bei der
SD-OCT-Technik unbeweglich. Die beiden Wellenziige des Laserstrahls werden also
im Gerat wieder zusammengefihrt, sie interferieren (das heillt sie werden Uberlagert)
und treffen anschlieRend auf ein Gitter oder ein Prisma. Dieses Gitter oder Prisma
trennt das Gesamtsignal in seine unterschiedlichen Frequenzen auf und leitet es
(sortiert nach Frequenzen) auf die Messzellen eines Detektors (CCD = charged
coupled device). Es erfolgt somit eine Zerlegung des Interferogramms mittels einer
Fourier-Analyse (FFT = fast Fourier transformation) und damit eine Ruickrechnung der
Laufzeiten der Netzhautstrahlen als Amplitudenscan mit anschlieRend entsprechender
optischer Darstellung der Netzhautschichten (Abb. 8) (Heimann & Kellner 2010),
(Wakabayashi et al. 2009),(Lang 2012).
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Abb. 8 Schematische Darstellung des Aufbaus und des Messprinzips des SD-OCT

(Su et al. 2014)

Vorteile der SD-OCT-Systeme gegeniiber den TD-OCT-Systemen sind vor allem darin
begriindet, dass hier nur ortsstdndige Teile verwendet werden und die einzelnen
Ausschldge des Detektorsignals in einem Arbeitsgang mittels des CCD-Detektors
erfasst werden (Fercher 2010). Daher ist mit dieser Technik eine hohere
Messgeschwindigkeit méglich (TD-OCT: 400 A-Scans/s, SD-OCT: bis 100.000 A-
Scans/s) (Wojtkowski et al. 2005),(Grajciar et al. 2005) - in der hier durchgefiihrten
Anwendung 40.000 A-Scans/s. Ferner wird im SD-OCT eine hohere Auflésung
erreicht (ca. 15 ym beim TD-OCT, ca. 6 ym beim SD-OCT) (Heimann & Kellner 2010).

Eine aktuelle Weiterentwicklung der OCT-Technologie stellt das Swept-Source-OCT
dar (siehe 2.2.1.5). Hierbei wird ein wellenlangenjustierbarer Laser verwendet. Mit
dieser Methode ist es mdglich, eine extrem schnelle und rauscharme

Signalauswertung zu erreichen (Wojtkowski et al. 2012).

2.2.1.4 Visualisierung der Messergebnisse

Die eindimensionale OCT-Darstellung an einer einzelnen Netzhautstelle wird dhnlich
wie bei Ultraschallverfahren als A-Scan bezeichnet (Abb. 9 A). Der Messstrahl bewegt
sich nun entlang einer vorgegebenen Linie. So entsteht durch die Aneinanderreihung
der einzelnen A-Scans der zweidimensionale B-Scan — vom Darstellungsprinzip her
entsprechend dem B-Bild einer Ultraschallaufnahme. (Abb. 9 B). Die Amplituden des
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Zeitsignals der einzelnen A-Scans sind Folge des Ph&nomens, dass der OCT-
Messstrahl  aufgrund  der  unterschiedlichen  Reflektivitdt der  einzelnen
Netzhautschichten jeweils von diesen zurlickgeworfen wird und damit nach
unterschiedlichen Laufzeiten wieder das OCT-Gerét erreicht. Die aus den einzelnen A-
Scans zusammengesetzten B-Scans k&nnen den Schichten eines histologischen
Schnittes zugeordnet werden. Eine hohe Reflektivitat, wie sie zum Beispiel an der
Netzhautoberflache und im RPE anzutreffen ist, wird rot kodiert. Signale mit einer
geringeren Reflektivitdt, wie Aderhaut oder verschiedene Schichten innerhalb der
Netzhaut, werden griin dargestellt. Signale ohne Reflexion werden schwarz kodiert,
wie zum Beispiel der Glaskorper. Erfolgt eine Graukodierung, wird Ublicherweise die
starkste Reflexion in schwarz dargestellt, die geringste in weifl. Die Mdglichkeit einer

inversen Graukodierung ist ebenso gegeben.

Ein entscheidender Vorteil der SD-OCT-Technik ist die schnellere Abfolge der A-Scans
wahrend der Messung. Hierdurch kdénnen Bewegungsartefakte bei den B-Scans
reduziert werden. Werden mehr A-Scans pro B-Scan durchgefihrt, kann eine héhrere
Auflésung erreicht werden (Coscas 2009),(Heimann & Kellner 2010). Kombiniert man
parallel angeordnete B-Scans, kann aus diesen ein Volumenscan (3D-Scan) generiert
werden (Abb. 9 C). Solche Scans lassen eine schnelle orientierende Analyse vitrealer
und retinaler Veranderungen in rdumlichem Bezug zu. Bei langerer Messdauer ist eine
geringere Auflésung zu erwarten. Zum Erreichen einer héheren Auflésung zur
Darstellung von Details an einem oder mehreren relevanten Orten sind Einzelscans mit
héhrerer Auflésung sinnvoll. Auch eine horizontale Darstellung der Netzhautstrukturen
ist moglich; diese Informationen werden aus einem Volumenscan berechnet (Heimann
& Kellner 2010).
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Abb. 9 SD-OCT A-Scan-, B-Scan-, C-Scan, 3D-Scandarstellungen eines gesunden Probanden

A) A-Scan durch die Fovea, erstellt mit DIOCTA-Technik (Ehnes et al. 2014), B) B-Einzelscan,
C) B-Scan als Teil eines Volumenscans, D) Darstellung eines Volumenscans (3D-Scans).
B- D Spectralis HRA+OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)

2.2.1.5 Methoden zur Verbesserung der Bildqualitat

Die SD-OCT-Gerate verfugen Uber eine B-Scan-Mittelung. Das heiflt, es kénnen
mehrere B-Scans einer Netzhautstelle Uberlagert werden. Dies ermdglicht eine héhere
Auflésung. Um Bewegungsartefakte auszugleichen, erfolgt eine aktive Nachflihrung
des Messstrahls durch einen Eyetracker (Fundus-SLO-Tracking anhand eines
Fundusbildes). Durch diese Techniken kann eine Verringerung des Signalrauschens
sowie eine axiale Auflésung bis zu 3 ym und eine laterale Auflésung von 6 uym erreicht
werden. Der Eyetracker ermdglicht es auch, im Rahmen von Verlaufskontrollen eines
Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten jeweils exakt am gleichen Netzhautort zu
messen, wodurch eine bessere Vergleichbarkeit der  Verdnderungen
(Krankheitsprogress, Therapieerfolg) im zeitlichen Verlauf gewahrleistet ist (Heimann &
Kellner 2010),(Pappuru et al. 2011). Der betreffende Scan kann bei der
Erstuntersuchung als Referenz markiert werden, sodass bei der nachsten Visite der
Scan automatisch an die gleiche Stelle platziert wird. Der direkte Vergleich von
Fundusbild und OCT oder Fluoreszeinangiographie und OCT verbessert die
Auswertung.

In dieser Arbeit wurden alle OCT-Darstellungen mit SD-HRA+OCT (Heidelberg
Engineering, Heidelberg) im ART-Modus (ART = Automated real time, automatische
Mittelung mehrerer Bilder) durchgefiihrt. Bei der SD-OCT-Technik sind Flachenreliefs
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(Thickness-Maps) mit unterschiedlichen Parametern erstellbar. Eine Méoglichkeit,
quantifizierbare GroRen zu ermitteln (z. B. die Dicke der unterschiedlichen retinalen
Schichten), besteht in der segmentbezogenen Darstellung des ETDRS-Gitters
(Heimann & Kellner 2010) (siehe Abb. 10).

In jungster Zeit wurden zwei weitere erwdhnenswerte Techniken entwickelt: Swept-
Source-OCT und OCT-Angiographie.

Wahrend beim SD-OCT das Frequenzspektrum des ausgesendeten Lichtes
breitbandig ist — das heilt zu jedem Messzeitpunkt das gesamte Spektrum ausgesandt
wird — erfolgt beim Swept-Source-OCT (SS-OCT) zu einem distinkten Zeitpunkt nur die
Aussendung einer Frequenz, welche jedoch im Zeitverlauf extrem schnell variiert wird.
Somit besteht keine Notwendigkeit zum Einsatz eines Mehrzeilendetektors (wie beim
SD-OCT), sondern es ist ein Einzeldetektor ausreichend. Hierdurch sind sehr hohe A-
Scan-Raten von mehreren Megahertz (200.000 A-Scans/s) moglich. Dieses Verfahren
erlaubt die aktuell héchsten Aufnahmegeschwindigkeiten (Spaide 2014),(Reznicek et
al. 2014).

Eine weitere innovative Methode stellt die OCT-Angiographie dar. Bei der OCT-
Angiographie  werden mittels eines Algorithmus  (Split-Spectrum-Amplitude-
Decorrelation-Angiography (SSADA)-Algorithmus) GefaRe (mit bewegter Blutséule)
von statischem Gewebe unterschieden. Hierzu ist ein SS-OCT-Gerat erforderlich.
Dieses arbeitet mit einer Wellenldange von 1.050 nm und hat eine axiale
Scangeschwindigkeit von 100 kHz. Durch den Vergleich der Signalamplitude zeitlich
aufeineinanderfolgender B-Scans desselben Ortes stellt man einen Kontrast zwischen
statischem und nicht-statischem Gewebe dar. So wird der Blutfluss in Form eines
Angiogramms visualisiert. Es k&nnen mittels En-Face-Projektion im Angiogramm
retinale und chorioidale GefélRe gezeigt werden (Moul et al. 2014). Anwendung kann
diese Technik unter anderem bei Patienten mit chorioretinaler Neovaskularisation
(CNV) bei exsudativer altersbedingter Makuladegeneration als nichtinvasive
Verlaufskontrolle finden (Moul et al. 2014).

Die Verfahren der adaptiven Optiken, welche ebenfalls der Verbesserung der
Bildqualitat dienen und die OCT-Daten erganzen, stellen eine Technologie dar, die der
Astronomie entlehnt wurde. Die natirlichen Wellenfrontfehler des Auges werden
hierbei soweit ausgeglichen, dass die laterale Auflésung lediglich noch durch die
Beugung des Lichtes begrenzt wird. Durch Einbringen einer speziell geformten
Spiegeloberflache in den Strahlengang wird eine derartige Voraberration der in das
Auge einfallenden Strahlen erzeugt, dass die komplexen Wellenfrontfehler der
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optischen Medien hierbei in der Summe ausgeglichen werden. Hierdurch gelingt eine
extrem hohe Aufldsung bis hin zur Darstellung einzelner Zapfen und Stdbchen. Somit
werden bisher unzugéngliche mikroskopische Strukturen wie Kapillaren, Feinheiten der
Ganglienzellschicht und RPE-Zellen sichtbar gemacht (Scoles et al. 2014),(Harmening
2014).

2.2.2 Device Independent OCT Analysis (DiOCTA)

Fir die Segmentierung der Netzhautschichten wurde in der vorliegenden Arbeit ein in
der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitdt GielRen
entwickeltes Auswertungsprogramm zur automatisierten Segmentierung der einzelnen

in OCT-Scans darstellbaren Netzhautschichten angewendet (Ehnes et al. 2014).

Die mit dem SD-OCT gewonnenen Volumenscans der Patienten wurden exportiert und
mittels der DiIOCTA-Software bearbeitet. Die automatischen Segmentierungen der B-
Scans wurden als Konturen der einzelnen Netzhautschichten dargestellt und manuell
korrigiert. Die manuelle Korrektur erfolgte in den Bereichen, in denen die Schichten

nicht deutlich durch den Auswertungsalgorithmus zu differenzieren waren.

Die darstellbaren Schichtsegmentierungen im B-Scan wurden Uber die C-Scans in der
Flache ausgewertet und mit der Thickness-Map-Anwendung von DIiOCTA als lokale
Schichtdicke in der Flache und in Form des Auswertenetzes der Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) als Mittelwert des Auswertefeldes dargestellt.

Die Thickness-Map-Software erlaubt die Darstellung von Schichtdicken, gemessen an
einem Volumenscan. Die Berechnung der Netzhautdicke erfolgt durch Interpolation der
aufgenommenen B-Scans. Die Netzhautdicke wird anschlieend farbkodiert auf ein
Fundusbild projiziert dargestellt. Mit dieser Software ist es mdglich, nicht nur die
Gesamtdicke der Netzhaut, sondern auch die Dicke der einzelnen segmentierten
Schichten darzustellen (Ehnes et al. 2014).

Das ETDRS-Grid zur Analyse der Thickness-Map basiert auf der Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS). Dieses besteht aus drei konzentrischen Kreisen
mit einem Durchmesser von 1 mm, 3 mm und 6 mm. Der zentrale Kreis reprasentiert
die Fovea. Die &uReren beiden Kreise gliedern sich jeweils in vier Sektoren (temporal,

superior, nasal und inferior) (Abb. 10).
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Abb. 10 ETDRS Grid

F: Fovea, MS: makulédr superior, MT: makulér temporal, MI: makulér inferior, MN: makulér nasal, PS:

peripher superior, PT: peripher temporal, PI: peripher inferior, PN: peripher nasal

Mit Hilfe dieser Unterteilung in neun ETDRS-Grid-Sektoren kénnen Netzhautareale
sektorbezogen vermessen sowie die mittleren Schichtdicken in diesen Sektoren auf
Basis der Schichtsegmentierung berechnet werden.

Der in DIOCTA angewandte Algorithmus ist in der Lage, bis zu 11 Netzhautschichten
innerhalb eines Spectralis-OCT-B-Scans zu segmentieren.

Im Gegensatz zur gesunden Netzhaut besteht je nach Erkrankung und deren
Ausprdgung eine veranderte Dicke der gesamten Netzhaut bzw. einzelner
Netzhautschichten. Aufgrund des stark verdnderten Reflexionsverhaltens durch die
teils massiven Umorganisationen der einzelnen Schichten bei verschiedenen
Netzhautdystrophien ist eine eindeutige Schichtenzuordnung oft nicht mehr mdglich.
Wie in der Arbeit von Ehnes und Kollegen (Ehnes et al. 2014) vorgeschlagen, wurden
(aufgrund der Zerstérung der Netzhautarchitektur bei Morbus Stargardt und anderen
retinalen Dystrophien) fir diese Arbeit soweit moglich 5 Schichtgruppen bzw.

Schichten segmentiert.

Die Dicke von zwei einzelnen Schichten (NFL, RPE), von drei Schichtgruppen
(GCL+IPL, INL+OPL+ONL+OLM+IS und 1Se+0S) sowie der gesamten Netzhaut
wurden automatisiert bestimmt und manuell nachkorrigiert.
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Abb. 11 Ein SD-OCT- Volumenscan der Netzhaut

A) Mit Hilfe der DiOCTA-Software automatisch segmentierte 11 Retinaschichten eines gesunden
Probanden. B) Mit der gleichen Software segmentierte 5 Retinaschichten eines Patienten mit einer
Netzhautdegeneration —aufgrund Mutationen im ABCA4-Gen. NFL: Nervenfaserschicht, GCL:
Ganglienzellschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, INL: innere Kérnerschicht, OPL, &ulBere plexiforme
Schicht, ONL: &ul3ere Kérnerschicht, OLM: Membrana limitans externa, IS: Photorezeptorinnensegmente,

ISe: Innensegment Ellipsoid, OS: Photorezeptoraul3ensegment, RPE: retinales Pigmentepithel

Der Arbeitsablauf mit der DIOCTA-Software gliederte sich in drei Arbeitsschritte:
Segmentierung, manuelle Korrektur und Platzierung des ETDRS-Grids um die Fovea.
Die DIiOCTA-Software berechnete daraufhin die Dicke der zuvor segmentierten
Schichten der Retina in jedem Sektor des ETDRS-Grids.

Im Laufe der manuellen Korrektur zeigten sich bei der Uberwiegenden Zahl der
ausgewerteten C-Scans hyperreflektive Punkte, die nah an der RPE-Schicht lagen. Die
hyperreflektiven Stellen (RPE-Migration) wurden entsprechend mit in die Berechnung
der RPE-Schichtdicke aufgenommen (Abb. 12). Eine alternative Deutungsmdglichkeit
der beschriebenen hyperreflektiven Strukturen ist deren Interpretation als
Ansammlungen von Mikrogliazellen. Die Rolle dieser phagozytierenden Zellen im
Rahmen von Netzhautdegenerationen wird in der Literatur diskutiert (Karlstetter &
Langmann 2014).

34



Abb. 12 Hyperreflektive Stellen in der RPE-Schicht der Netzhédute bei ausgewdhlten Patienten

Die Pfeile und die Kreise zeigen die Stellen, wo besonders deutlich die hyperreflektiven Stellen zum
Vorschein kommen, welche als RPE-Migration interpretiert wurden. OCT B-Scans, Spectralis HRA+OCT
(Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)

2.2.3 Visuspriifung

Die Sehschérfeprifung erfolgte mit Hilfe Sehzeichenprojektoren oder Sehprobentafeln.
Die Prifung des Fernvisus wurde in finf Metern Distanz durchgefihrt. Die Geréate
projizieren Landolt-Ringe, Snellen-Haken, Zahlen und Buchstaben. Lag der Visus
unterhalb des Bereichs der Projektionsmdglichkeiten, wurde in mittlerer oder
Nahdistanz mit Sehprobetafel geprift. Als Sehzeichen wurden Landolt-Ringe oder
Zahlen benutzt. Ein Teil der Patienten wurde mit dem C-Test nach Haase und
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Hohmann, der den Landolt-Ring in 4 geraden Ausrichtungen enthélt, untersucht. Der
Optotypenabstand betrug 17,2" oder 2,6°. Die Sehschéarfe wurde unter photopischen
Bedingungen bei Raumbeleuchtung bestimmt. Es wurde die Forced-Choice-Strategie
(erzwungene Wahl) angewendet. Diese Strategie bedeutet, dass jedes Sehzeichen
benannt werden muss. Die richtigen Antworten stellen im Schwellenbereich eine
Kombination aus Erkennen und Raten dar (Graf 2007). Es wurde nach dem Kriterium
3/5 nachgegangen. Das bedeutet, dass das Minimum der korrekt erkannten
Sehzeichen drei von finf angebotenen betragen musste, um die Visusstufe als
,erkannt® zu definieren. Bei einer Sehscharfe von Handbewegung oder Fingerzahlen
wurde die vom Schulze-Bonsel und Kollegen vorgeschlagene Umrechnungsstrategie
eingesetzt (Schulze-Bonsel et al. 2006). Die Dokumentation der Sehschérfe erfolgte
als Dezimalbruch des bestkorrigierten Visus (BCVA = best corrected visual acuity).
Zum besseren Vergleich mit den Daten aus der Literatur wurde dieser in den negativen
dekadischen Logarithmus des ,Minimum Angle of Resolution“ (logMAR) umgerechnet.
Das Vorgehen richtete sich nach den Empfehlungen vom Becker und Gréaf (Becker &
Graf 2004).

Die Fahigkeit, Details der AuRenwelt aufgrund ihrer GréRe und Lagebeziehung visuell
wahrzunehmen, ist die Sehschéarfe. Die Bezeichnung der Sehscharfe erfolgt als
Kehrwert des kleinsten Sehwinkels in Winkelminuten, unter dem der jeweilige Reiz
gerade noch erkannt wird. Man gibt Ublicherweise den Visus als Dezimalbruch an. Der
dekadische Logarithmus des Minimum separabile, der logMAR, steht zwar in einem
festen Zusammenhang zur Sehscharfe, ist aber kein Sehscharfewert. Die Sehscharfe
wird ndmlich aus dem Kehrwert des Minimum separabile errechnet. Reziprok verhalt
sich die Auflésungssehscharfe zum Minimum separabile: Sehschéarfe =
1/10 logMar = 1 “ogMAR (Kroll et al. 2008).

2.2.4 Bildgebende Verfahren

2.2.4.1 Fundusphotographie

Der Augenhintergrund und die Makularegion wurden mit einer Funduskamera FF 450
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) photographiert. Die Funduskamera verfugt
Uber 3 Bildwinkel, die stufenweise umschaltbar sind. Bei kleinerem Bildwinkel wird
eine deutlich hoéhere Auflésung ermdglicht: 50°, 30°, 20°, entsprechend einer

VergréBerung von 11x, 19x, 30x.
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2.2.4.2 Fundusautofluoreszenz

Die Untersuchung wurde in medikamentéser Mydriasis durchgefiihrt. Zunachst wurde
im Infrarot-Modus das Netzhautbild fokussiert und ein Infrarotbild angefertigt.
AnschlieBend wurden Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen durchgefuhrt. Beide
Aufnahmen wurden mit einem Spectralis HRA+OCT Gerét (Heidelberg Engineering,
Heidelberg, Deutschland) ausgefiihrt. Die Anregungswellenldnge betrug 488 nm. Es
wurden in einem Serienmodus mehrere Bilder angefertigt. Mit Hilfe einer Heidelberg
Eye Explorer-Software wurde aus diesen automatisch ein Bild gemittelt. Dies erfolgte
fur Aufnahmen der zentralen 30° sowie 50° des Fundus.

Als Fundusautofluoreszenz (FAF)-Aufzeichnung bezeichnet man ein nicht invasives
Verfahren (ohne Verwendung eines externen Farbstoffs) zur Untersuchung des
Funktionszustandes des RPE (F. C. Delori et al. 1995). Es bildet die Verteilung des
Abbauproduktes Lipofuszin in den RPE-Zellen ab. Das Nahinfrarotbild zeigt dagegen
die Verteilung des Melanins. Von Autofluoreszenz spricht man, wenn eine Substanz
bei Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge Licht einer anderen, langeren
Wellenlange emittiert (Theelen et al. 2008). Fir Lipofuszin gilt das bei einer Anregung
mit Licht der Wellenldnge von 480 - 510 nm (Emissionsmaximum bei 600 - 640 nm)
(Theelen et al. 2008),(Heimann & Kellner 2010),(Bindewald et al. 2005),(Schmitz-
Valckenberg et al. 2008).

In-vivo-FAF-Aufnahmen werden unter anderem mittels konfokalem Scanning-Laser-
Ophthalmoskop (Spectralis-HRA, Heidelberg Engineering, Heidelberg) durchgefihrt.
Das Bild entsteht durch die unterschiedliche Verteilung der jeweiligen Fluorophore
(Delori et al. 2011),(Heimann & Kellner 2010). Eine normale FAF-Darstellung ist durch
eine abwesende Autofluoreszenz aufgrund nicht vorhandenem RPE im Bereich des
Sehnervs sowie eine Uberlagerung mit retinalen GefaRen charakterisiert (F C Delori et
al. 1995). Das zentral erniedrigte Fluoreszenzsignal wird aufgrund der Absorption
durch Lutein und Zeaxanthin in der Makula verursacht (F C Delori et al. 1995)
(Ubersicht bei: Fleckstein et al. 2008).

Bei Patienten mit Morbus Stargardt zeigen sich Flecken erhohter (UberméafRige
Ansammlung von Lipofuszin) und verminderter FAF (Atrophie des RPE und dadurch
Fehlen des Lipofuszins) bereits in retinalen Arealen, die funduskopisch normal
erscheinen (Greenstein et al. 2015),(Lois et al. 2004),(Gerth et al. 2002),(Burke et al.
2014). Auch die Uberladung der Pigmentepithelzellen mit Lipofuszingranula und
sekundére Alterationen im Bereich des RPE sind zu erkennen. Ca. 4 — 5° um die

Fovea herum zeigt sich oft ein Ring erhéhter Autofluoreszenz.
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Augen mit AMD weisen unterschiedliche Veradnderungen der FAF auf. Im Bereich
fokaler Hyperpigmentierungen zeigt sich haufig eine erhéhte FAF; die FAF von Drusen
ist nicht einheitlich. Bereiche mit geographischer Atrophie sind durch eine stark
verminderte bis fehlende FAF charakterisiert, da dort kein RPE — und somit auch kein

Lipofuszin — mehr vorhanden ist. (Kroll et al. 2008).

2.2.5 Elektrophysiologische Untersuchungen

2.2.5.1 Ganzfeld-Elektroretinogramm

Das Ganzfeld-ERG wurde mit dem Espion E (Diagnosys, Lowell, USA, 1998-2012)
bzw. mit dem Spirit (Nicolet, Madison, Wisconsin) abgeleitet. Die Untersuchung wurde
bei 24 Patienten (96%) durchgefiihrt. Die Ableitungen wurden entsprechend des
Standards der International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV)
angefertigt (McCulloch et al. 2015).

Bei der Ableitung wurde zundchst das dunkeladaptierte (skotopische) Blitz-ERG
gemessen. Bei niedrigen Reizleuchtdichten entspricht dies der Funktion der Stabchen
und ihrer nachgeschalteten Bipolarzellen. Nehmen die Leuchtdichten im
dunkeladaptierten Zustand zu, bekommt man gemischte Antworten des Stabchen- und
Zapfensystems. Die Zapfenfunktion wird mit Hilfe der Messung des helladaptierten
(photopischen) ERGs mit Einzelblitzen und Flimmerlicht durchgefiihrt. Die Lichtreize
werden in einem halbkugelférmigen Ganzfeld abgespielt. Die Netzhautantworten
werden als elektrische Aktivitdt Uber eine Hornhaut-Elektrode abgeleitet. Als
Signalantwort auf einen Einzelblitz werden im ERG die a-Welle und die b-Welle erfasst
(Bach & Kellner 2000). Die a-Welle entspricht der Photorezeptorenfunktion. Die b-
Welle zeigt die Aktivitat der Bipolarzellen sowie indirekt die Photorezeptorenfunktion.
Die oszillatorischen Potentiale (innerhalb des aufsteigenden Teils der b-Welle)
entsprechen den Antworten der inneren plexiformen Schicht. Zapfenspezifische
Antworten kénnen auch durch Flimmerlicht (Frequenz 30 Hz) isoliert werden. Das
Stabchensystem kann diesen hohen Frequenzen nicht folgen (Ubersicht bei:
Apfelstedt-Sylla et al. 2003).

2.2.5.2 Multifokales Elektroretinogramm

Das multifokale Elektroretinogramm (mf-ERG) wurde bei 22 Patienten (88%)
durchgefuhrt. Es wurde mit dem VERIS Science, Version 5.1 (EDI-Electro-Diagnostic-
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Imaging Inc., Redwoodcity, USA) abgeleitet. Die Ableitung des mf-ERG entsprach (wie
beim Ganzfeld-ERG) den Standards der International Society for Clinical
Electrophysiology of Vision (ISCEV) (Hood et al. 2012). Es wurden 61 oder 103
Teilfelder eingesetzt. Die Stimulushelligkeit betrug 200 cd/m? mit einem Kontrast von
99,5%.

Die Ableitung erfolgte bei medikamentdser Mydriasis nach einer ca. 15-minltigen
Adaptation des Patienten. Hierbei wurden drei Elektroden verwendet: die aktive
Elektrode mit Kontakt zur Kornea oder bulbaren Konjunktiva, eine Referenzelektrode
und eine Erdungselektrode. Der Patient wurde in bequemer Haltung vor dem Gerat
positioniert und aufgefordert, auf die Mitte des Bildschirms zu schauen. Die Ableitung
wurde unter photopischen Bedingungen durchgefthrt, wobei die Dauer der
Untersuchung je nach Anzahl der abgeleiteten Elemente (61 oder 103) zwischen vier
und acht Minuten variierte.

Das multifokale ERG, welches von Sutter und Tran entwickelt wurde, dient zur
elektrophysiologischen Untersuchung der zentralen 25-30° des Fundus. Hierbei wird
dem Patienten auf einem Monitor ein Muster aus aneinandergrenzenden hexagonalen
Flachen dargeboten, welche in einer pseudorandomisierten Reihenfolge zwischen
Schwarz und Wei} abwechseln. Dabei werden stdndig die erzeugten
Summenpotentiale (der gesamten Flache) abgeleitet und aus diesen per
Kreuzkorrelation die Antworten der einzelnen Hexagone zurlickgerechnet. Zur
Abbildung der Ergebnisse stehen neben der Darstellung der Einzelantworten (,trace
array”) dreidimensionale und farbkodierte Darstellungen der Antwortdichte zur
Verfigung. GemaR der Nomenklatur der Ausschldage der mf-ERG-Kurve benennt man
die beiden negativen Peaks mit N1 und N2 und den dazwischenliegenden positiven
Peak mit P1 (Kroll et al. 2008),(Ubersicht bei: Apfelstedt-Sylla 2003).

Mit dem multifokalen Elektroretinogramm (mf-ERG) ist es mdglich, die zentralen 25 -
30° des Fundus zu untersuchen. Das Ganzfeld-Elektroretinogramm (Gf-ERG) (siehe
2.2.5.1) misst hingegen die Stabchenantworten, Kombinationsantworten (Stébchen-
und Zapfenantworten) sowie Zapfeneinzel- und Zapfenflimmerantworten der gesamten
Netzhaut. Umschriebene, kleinflachige Retinaldsionen fallen daher in einem Ganzfeld-
ERG nicht auf. Das Ganzfeld-ERG ermdglicht die Differenzierung zwischen Zapfen-,
Stébchen- und Zapfen-Stabchen-Dystrophien, indem nicht nur die zapfenabhangigen
Reizantworten bei Helladaptation, sondern auch die stdbchenabhangigen

Reizantworten bei Dunkeladaptation gemessen werden (Kellner & Kellner 2009).
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Dem mulitfokalen ERG kommt im Rahmen der Diagnosik von Makuladystrophien (wie
dem Morbus Stargardt) groRe Bedeutung zu. Insbesondere in Kombination mit dem
Ganzfeld-ERG erlaubt es eine Abgrenzung lokalisierter Prozesse (wie bei
Makuladystrophien) von generalisierten Netzhauterkrankungen (welche die gesamte
Netzhaut betreffen): Wahrend das multifokale ERG bereits im Anfangsstadium einer
Makuladystrophie pathologisch ausféllt, kann das zapfenspezifische Ganzfeld-ERG
(zumindest im Frihstadium) noch unaufféallig sein. In solch frihen Stadien einer
Makuladystrophie kann (bei bereits eingetretener subjektiver Visusminderung) auch
funduskopisch noch ein weitgehend unauffalliger Befund bestehen (Ubersicht bei:
Apfelstedt-Sylla 2003),(Bach & Kellner 2000),(Ubersicht bei: Rither 2008).

2.2.6 Perimetrie

2.2.6.1 Goldmann-Perimetrie

Die Untersuchung des Gesichtsfeldes mit dem Goldmann-Perimeter wurde bei 22
Patienten (88%) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der AuRengrenzen wurde ein 4 mm?
groBer weilder Lichtreiz mit 100% relativer Lichtintensitdt angewendet. Zum zentralen
Gesichtsfeld hin wurden Lichtreiz und ObjektgréRe entsprechend abgeschwacht (lll4e,
lde, 13e, 12e, 11e). Skotome wurden schraffiert dargestellt. Es wurden allerdings (je
nach Auspragungsgrad der Erkrankung) nicht bei jedem der untersuchten Patienten
alle 0.g. Lichtmarken dargestellt.

Als Gesichtsfeld wird die Summe aller visuellen Sinneseindriicke, die unter Fixation
eines Objektes ohne Kopf- und Oberkérperbewegungen wahrgenommen werden,
bezeichnet. Normalerweise wird als MaReinheit der Gesichtsfeldfunktion die
Lichtunterschieds-Empfindlichkeit (LUE) eingesetzt. Orte gleicher LUE werden durch
sog. Isopteren verbunden, die kartographischen Hohenlinien ahnlich sind (Kroll et al.
2008).

2.2.6.2 Mikroperimetrie (= funduskontrollierte Perimetrie)

Fir die Untersuchung des zentralen Gesichtsfeldes wurde die Mikroperimetrie bei 14
Patienten (56%) durchgefiihrt. Es wurde das Mikroperimeter 1 (MP1) (Nidek

Technologies, Padua, Italien) benutzt. Es wurde die 4-2-Strategie mit den Marken
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Goldmann |, Il oder V als Stimulus benutzt. Als Fixierziel wurde ein Kreuz dargeboten
und das Testmuster ,Makula 20°“ (10 dB) angewendet.

Das MP1 erlaubt eine funduskontrollierte statische und kinetische Perimetrie des
zentralen Gesichtsfelds. Die Stimuli werden mit Hilfe eines LCD-Displays auf die
Netzhaut projiziert. Zeitgleich wird eine automatische Fundusabbildung mit einer
Infrarotkamera aufgenommen. Das MP1 erlaubt bei enger Pupille einen
Fundustberblick von 45°. Das perimetrische Ergebnis wird dem zusétzlich
aufgenommenen farbigen Fundusbild Uberlagert. Die Augenbewegungen werden
wahrend der gesamten perimetrischen Untersuchung von einem automatischen Eye-
Tracking-System registriert. Markante Fundusstellen nutzt man als Definition des
Referenzfeldes. Der Stimulus kann in der Gréf3e (Goldmann | bis V), der Farbe (Weifl3
oder Rot) und der Projektionsdauer (100 ms bis 1.000 ms, Standardwert 200 ms)

eingestellt werden.

2.2.7 Farnsworth-Panel-D15-Test/ Lanthony-Panel-D15-desaturiert Test

Das Farbsehvermdgen wurde bei 20 Patienten (80%) mittels Panel-D15-Test (saturiert

oder desaturiert) evaluiert.

Die Farnsworth-Panel-D15-Tafeln enthalten 15 Prifmarken. Es wurden helligkeits- und
sattigungsgleiche Munsell-Farbproben verwendet (Kroll et al. 2008). Der Test wurde in
einem Betrachtungsabstand von 33 cm unter optimaler Beleuchtung von 200-250 lux
empfohlen. Der Lanthony-Panel-D15-Test wurde 1973 von Lanthony entwickelt und
stellt eine entséttigte Version des gesattigten Tests dar. Der Untersuchungsgang und
die Auswertung waren analog dem Farnsworth-Panel-D15-Test (Kroll et al. 2008). Bei
den Patienten, bei denen ein desaturierter Farbsehtest nicht (mehr) méglich war,

wurde der saturierte Test durchgefiihrt.

2.2.8 Stammbaumerhebung

Die Patientenakten wurden systematisch analysiert und die relevanten, Uber Jahre
hinweg erhobenen klinischen Daten tabellarisch erfasst. Die genaue
Familienanamnese wurde wahrend der Vorstellung entweder in der Sprechstunde fir
Kinderaugenheilkunde und genetische Augenerkrankungen oder in der allgemeinen

Poliklinik des Universitatsklinikums GielRen und Marburg, Standort Giel3en erhoben.
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung des Patientenkollektivs

In dieser Studie wurden 25 Patienten mit hereditdren Netzhautdystrophien aufgrund
von biallelischen Mutationen im ABCA4-Gen ausgewertet.

Die 25 Patienten erhielten zwischen 2008 und 2014 SD-OCT-Volumenscan-
Untersuchungen der zentralen Netzhaut sowie eine augenérztliche Untersuchung mit
Bestimmung der Refraktion und des Visus sowie einer Dokumentation des vorderen
Augenabschnitts und des Fundus in medikamentdser Mydriasis. Die Daten wurden
durch Fundusphotographien, Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen, Ganzfeld-
Elektroretinogramm, multifokales Elektroretinogramm sowie Goldmann-Perimetrie,
funduskontrollierte Perimetrie und Farbsehtests erweitert. Subjektive Beschwerden der
Patienten wie Photophobie oder Nachtsehstérungen wurden dokumentiert.

Die 25 Patienten stammten aus 21 Familien: 17 Familien mit jeweils einem
Betroffenen, zwei Mutter-Kind-Paare und zwei Geschwister-Paare.

Das Alter der Patienten bei der Erstuntersuchung (definiert als Zeitpunkt der ersten
SD-OCT-Untersuchung in der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde des
Universitatsklinikums Gieflen und Marburg, Standort Gief3en) lag im Mittel bei 26,2
Jahren (Median 25; SD 15,2; 7 - 62 Jahre). Von den 25 Patienten waren 15 (60%)
Frauen und 10 (40%) Manner. Das Alter des subjektiven Erkrankungsbeginns (definiert
als Zeitpunkt der ersten subjektiven Beschwerden) war bei 22 Patienten eruierbar und
lag im Mittel bei 16,8 Jahren (Median 14; SD 11,32; 7 - 52 Jahre). Die Dauer der
Erkrankung zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung lag bei diesen 22 Patienten im Mittel
bei 7,3 Jahren (Median 6,5; SD 6,85; 0 - 23 Jahre).

Der Visus in der vorliegenden Arbeit (n = 25 Patienten) betrug zum Zeitpunkt der
ersten SD-OCT-Aufnahme in der Klinik bei 24% der Patienten (n = 6) =2 0,5 (jeweils auf
mindestens einem Auge), bei 20% der Patienten (n = 5) 0,2 bis 0,4, bei 52% der
Patienten (n = 13) 0,05 bis 0,1 und bei 4% der Patienten (n = 1) < 0,05. Diese
Haufigkeitsverteilung ist im Wesentlichen vergleichbar mit der bisher in der Literatur
beschriebenen: 2 0,5 bei 23%, 0,2 - 0,4 bei 18%, 0,05 - 0,1 bei 55%, < 0,05 bei 4%, n
= 361 Patienten (Rotenstreich et al. 2003) bzw. = 0,5 bei 25%, 0,05 - 0,1 bei 50%
(Traboulsi 2012) bzw. = 0,5 bei 26%, n = 61 Patienten (Lois et al. 2001). Lediglich der
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Anteil der Patienten mit einem Visus von < 0,1 war in der vorliegenden Arbeit mit 48%
etwas hoher als in anderen Studien. So fanden Lois et al. einen Visus = 0,5 bei 26%,
>0,1 und < 0,4 bei 55%, < 0,1 bei 18% bei n = 61 Patienten) (Lois et al. 2001). Dies
kénnte darin begrindet sein, dass im Gegensatz zu anderen Arbeiten in die
vorliegende alle Patienten mit ABCA4-Gen-Mutationen (und nicht nur solche mit

klassischem Morbus Stargardt) eingeschlossen wurden.

3.2 Patientenkohorte

Anhand der Verteilung der Fundusautofluoreszenz wurden drei Patientengruppen
gebildet. Diese Gruppeneinteilung orientiert sich an der Arbeit von Fishman und
Mitarbeitern (Fishman et al. 1999), die eine Einteilung nach der Auspragung der
Veranderungen, die in der Ophthalmoskopie, in der Fluoreszeinangiographie und im
ERG gesehen wurden, durchfiihrten. Zusétzlich wurde eine Einteilung verwendet, die
sich nach dem ERG richtete (Lois et al. 2001). (Kategorie |: Patienten mit unauffalliger
Ganzfeld-ERG-Untersuchung, Kategorie Il: mit Veranderungen der photopischen
Funktion, Kategorie Ill: mit Einbufen der photopischen und skotopischen Funktion in
der Ganzfeld-ERG-Untersuchung).

Die Verteilung der 25 Patienten hinsichtlich der nach den FAF eingeteilten
Patientengruppen sowie die in diesen Gruppen erhaltenen Patientendaten kénnen den
nachstehenden Tabellen entnommen werden (Tabelle 3 - 5). Die zusammenfassende
Darstellung der Patientengruppen wird den detaillierten Erlduterungen zu den

einzelnen Patienten an dieser Stelle aus Griinden der Ubersichtlichkeit vorangestellt.

In der ersten Gruppe wurden 9 von 25 Patienten (36%) mit einer zentralen, atrophisch
erscheinenden Veradnderung der Makula ohne periphere Beteiligung zusammengefasst
(Abb. 13 A). Die Patienten der zweiten Gruppe (n = 8 Patienten, 32%) zeigten
zusétzlich zu der zentralen Lasion Verdnderungen in Form von Flecken erhdhter FAF,
die uber die GefaRarkaden hinausreichten (Abb. 15). In die dritte Gruppe wurden 7 von
25 Patienten (28%) eingeschlossen, die sehr ausgepragte zentrale und periphere

Fundusveranderungen zeigten (Abb. 16).

Eine Patientin mit nachgewiesenen biallelischen ABCA4-Genmutationen (eine
pathologische Mutation sowie eine als fraglich pathogen einzuschatzende Mutation)

wies einen nahezu unauffdlligen Fundusautofluoreszenz-Befund auf (normale
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Fundusautofluoreszenz links, rechts ein kleiner hyperfluoreszenter Spot parafoveal). Im
multifokalen Elekroretinogramm zeigte sich eine zentrale Absenkung der korrelierten
Potentiale bei minimalen Verdnderungen im SD-OCT (links unaufféllig, rechts eine
parafoveale Zyste sowie eine makuldre Druse). Subjektiv bestanden keine

Beschwerden. Diese Patientin wurde separat bewertet.

Die Klassifizierung von Patienten in die drei genannten Gruppen stellt keine starre
Trennung in verschiedene Phanotypen dar. Vielmehr beschreibt sie das Ausmaf der
phanotypischen Variation im Krankheitsverlauf bei Patienten mit Mutationen in beiden
Allelen des ABCA4-Gens (Lorenz & Preising 2005).

Patientengruppe |

In Gruppe | waren 6 (66,7%) Patienten weiblich und 3 (33,3%) mannlich. Das mittlere
Alter bei der ersten SD-OCT Aufnahme in der Klinik betrug 25,7 Jahre (Median 29; SD
13,96; 7 - 53 Jahre). Das Alter beim Auftreten der ersten subjektiven Symptome lag im
Mittel bei 17,8 Jahren (Median 15; SD 8,94; 7 - 30 Jahre). Die Erkrankungsdauer
betrug im Mittel 7,9 Jahre (Median 7; SD 7,8; 0-23 Jahre). Die Patienten der Gruppe |
zeigten eine zentral verminderte oder fehlende FAF umgeben von einem Saum
gleichmaRig oder fleckformig erhohter Autofluoreszenz. Der mittelperiphere und
periphere Bereich der Retina stellte sich in den Aufnahmen sehr homogen ohne oder
mit nur vereinzelten Flecken erhéhter FAF dar. Die Patientin 2557_01 aus der Gruppe |
(siehe Abb. 14) wurde als einzige im Verlauf Uber 10 Monate beobachtet. Es zeigte
sich eine in der FAF sichtbare VergréRerung der zentralen Lasion im zeitlichen Verlauf.
Zudem waren die Flecken erhéhter FAF zahlreicher.
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Abb. 13 Beispielhafte Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen eines Patienten der Gruppe | und eines
Normprobanden

A) Charakteristische FAF-Aufnahme der Gruppe | (Patientin 2689_01, 29 Jahre). Das zentrale Areal
erniedrigter oder fehlender FAF (schwarzer Pfeil) ist von einem gefleckten Muster mit hyperfluoreszenten
Flecken (weilBe Pfeile) umgeben. Mittelperipher und peripher ist eine homogene Verteilung der FAF zu
erkennen. B) Fundusautofluoreszenz-Aufnahme eines gesunden Erwachsenen.

Spectralis HRA+OCT, (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)

Abb. 14 Verdnderungen der FAF der Patientin 2557_01 aus Patientenruppe | im Verlauf

A) FAF im Alter von 19 Jahren. B) FAF 10 Monate spéter. Es zeigt sich eine Fokussierung der
ringférmigen FAF sowie eine Fokussierung zu fleckférmiger FAF im perimakuldren Bereich (Pfeile). Die
zentrale Lédsion hat (iber den 10-monatigen Beobachtungszeitraum an Gré3e zugenommen (von 5828 auf
6532 Pixel). Die Messungen wurden mit Hilfe des ImageJ Programms erstellt (Schindelin et al. 2015).
Spectralis HRA+OCT, (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)
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Patientengruppe Il

In der Gruppe Il wurden 8 Patienten (3 Frauen; 37,5%, 5 Manner; 62,5%)
zusammengefasst. Die Erstuntersuchung (Definition s.o0.) erfolgte mit durchschnittlich
18,5 Jahren (Median 14; SD 9,8; 9 - 32 Jahre). Das mittlere Alter bei Auftreten der
ersten subjektiven Symptome lag bei 14,4 Jahren (Median 13; SD 8,47; 8 - 33 Jahre).
Die Erkrankungsdauer betrug im Mittel 4,1 Jahre (Median 2,5; SD 5,59; 0 - 17 Jahre).
Die Einteilung in Gruppe Il erfolgte aufgrund einer zentral erniedrigten oder fehlenden
FAF sowie multiplen fokalen Erhéhungen der FAF im Bereich innerhalb der
GefalRbégen und darliber hinaus (Abb. 15). Bei 7 der 8 Patienten konnten im Verlauf
bis zu vier Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt werden (siehe Tabelle 4). Hierbei
zeigte sich, dass die Anzahl der Flecken zunahm und die meisten Flecken im Verlauf,
wie bereits in der Literatur beschrieben wurde (Theelen et al. 2008), ihre zu Anfang

erhohte Autofluoreszenz verloren. Der Bereich der fehlenden zentralen FAF nahm im
Verlauf an Grofde zu (siehe Abb. 15).

Abb. 15 Beispiel fiir die FAF-Verteilung bei einem Patienten der Patientengruppe Il (1827_01) im

zeitlichen Verlauf im Alter von 11 Jahren und 15 Jahren

Zentral imponiert ein dunkles Areal mit fehlender FAF als Zeichen der RPE-Atrophie, umgeben von einem Areal mit
erhéhter FAF, die einer Lipofuszinakkumulation entspricht. Mittelperipher und peripher imponieren zahlreiche
fleckférmige Erhéhungen der FAF-Intensitét. Spectralis HRA+OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland).
A) FAF-Darstellung im Alter von 11 Jahren. Eine zentrale Atrophiezone zeigt sich als verminderte bzw. fehlende FAF.
Es sind hyper- und hypofluoreszente Flecken zu erkennen. B) 4 Jahre spéter. Die Fldche der zentral reduzierten FAF in
der Makula hat tiber die Zeit flichenméaBig zugenommen (von 8980 auf 10100 Pixel. Messungen mit ImageJ), ebenso
die Anzahl der Flecken. Die Flecken erhéhter FAF haben im Verlauf zu erniedrigter FAF gewechselt. Die durchsichtigen
Pfeile in Bild A markieren die Flecken mit erh6htem FAF-Signal, die mit der Zeit ihre FAF-Intensitét verloren haben
(schwarze Pfeile in Bild B). Die weilen Pfeile markieren die neu hinzugekommenen Flecken mit erh6htem FAF-Signal
(Bild B). Spectralis HRA+OCT, (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)
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Patientengruppe Il

In die Gruppe Ill wurden 7 (28%) von 25 Patienten eingeschlossen. Davon waren 5
(71,4%) weiblich und 2 (28,6%) mannlich. Das mittlere Alter bei Erstuntersuchung
betrug 30,4 Jahre (Median: 31; SD 15,29; 13 - 59 Jahre). Mit durchschnittlich 19
Jahren (Median: 11; SD 19,17; 5 - 52 Jahre) wurden bei den Patienten die ersten
Symptome bemerkt. Die mittlere Erkrankungsdauer betrug 11,2 Jahre (Median: 8; SD
5,45; 7 - 20 Jahre). Die Patienten der Gruppe |l boten das typische Erscheinungsbild
der fortgeschrittenen Netzhautdegeneration mit multiplen Flecken vor allem reduzierter
FAF und ausgepragten atrophischen Veranderungen in der zentralen Makula mit
entsprechend fehlender FAF (Abb. 16).

Abb. 16 FAF-Beispiel fiir die Patientengruppe lll (Patient 1882_01)

Die FAF ist im Bereich der diffusen Pigmentepithelatrophie reduziert, zentral fehlt die FAF Intensitét vollig.
Nach peripher imponieren noch wenige Flecken mit erhbhter FAF. Spectralis HRA+OCT (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Deutschland)

Die genetischen Untersuchungen der 25 Patienten dieser Arbeit wurden bei Bioscientia
GmbH Ingelheim, sowie im Labor fur molekulare Ophthalmologie der Kilinik und
Poliklinik fur Augenheilkunde der Justus-Liebig Universitat GieRen durchgefuhrt. Eine
Zusammenstellung der identifizierten compound-heterozygoten Mutationen des

ABCA4-Gens ist in der Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Aufstellung der Mutationen der 25 Patienten

Patient ID  Miitterliche = Vorhergesagter Vaéterliche Vorhergesagter Referenz
Mutation Effekt Mutation Effekt
0138.04 €.2292delT p.Cys764* ¢.3626T>C p.M1209T Micro
Gruppe |
0138.01 €.2292delT p.Cys764* c.5882G>A p.G1961E Micro
€.2295G>T p.S765R Micro
0504.01 ¢.5882G>A p.G1961E ¢.5018+2T>A Splice site [1]
1499.01 ¢.5603A>T p.N1868I2 c.3113C>T p.A1038V [1112]
2160.01 €.2588G>C p.G863A? €.5936C>T p.T1979I [3] Micro
2479.01 c.768G>T Splice site c.1622T>C p.L541P Micro [1]
c.3113C>T p.A1038V
2557.01 c.5882G>A p.G1961E ¢.5603A>T p.N1868lI [1112]
2557.04 c.5882G>A p.G1961E ¢.5603A>T p.N1868I [1112]
2678.01 c.4462T>C p.C1488Rk c.4462T>C p.C1488R [4]
2689.01 c.1622T>C p.L541P ¢.5882G>A p.G1961E 1]
c.3113C>T p.A1038V
Gruppe Il
0483.01 c.1622T>C p.L541P c.1654G>A p.V552| [1] Micro
c.3113C>T p.A1038V
1827.01 c.4234C>T p.Q1412* c.1622T>C p.L541P 1]
c.3113C>T p.A1038V
1827.04 c.4234C>T p.Q1412* c.1622T>C p.L541P [1]
c.3113C>T p.A1038V
2018.01 c.122G>A p.W41* c.1268A>G p.H423R Micro [5]
2192.01 c.3085C>T p.Q1029* c.6529G>A p.D2177N [6,7]
¢.5603A>T p.N1868I ¢.5603A>T p.N1868lI [2]
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2203.01

2400.01

2709.01

Gruppe Il

0033.01

1087.01

1348.01

1882.01

2101.01

2394.01

2678.02

c.4469G>A

c.5603A>T

¢.286A>G

c.1622T>C

c.3113C>T

c.4195G>A

c.6764G>T

€.1622T>C

c.3113C>T

c.1622T>C

c.3113C>T

c.4070C>A

¢.5603A>T

c.5113C>T

c.4462T>C

p.C1490Y
p.N1868I
p.N96D
p.L541P

p.A1038V

p.E1399K
p.52255!
p.L541P
p.A1038V
p.L541P
p.A1038V
p.A1357E
UPD
p.N1868Ia
p.R1705Wa

p.V1488Rk

c.1622T>C
c.3113C>T
c.286A>G

¢.2588G>C

¢.5929G>A

c. 166T>G

c.3210_3211
dupGT

c.4070C>A

c.1957C>T
c.5882G>A

c.4462T>C

p.L541P
p.A1038Y
p.N96D

p.G863A

p.G1977S

p.F56V

p.S1071Cfs*14

p.A1357E

p.R653C

p.G1961E

p.V1488R

[1,2,6]

(3]

[1.3]

)

(1

(2]

)

Micro: ASPER Ophthalmics ABCA4 Mutationmicroarray, UPD: uniparentale Disomie, @: keine Segregation

méglich, k: Konsanguinitét der Eltern
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Tabelle 3: Einteilung der Patienten in drei Gruppen in Anlehnung an die Einteilung von Fishman
und Mitarbeitern (Fishman et al. 1999)

Patient ID Geburtsdatum Geschlecht  Alter bei der Alter bei  Erkrankungs-
Erstuntersuchung der ED dauer
[Jahre] [Jahre] [Jahre]
0138.04 20.12.1948 w 62 (-) (-)
Gruppe |
0138.01 01.01.1980 w 30 15 15
0504.01 02.12.1975 w 35 25 10
1499.01 24.04.1955 w 53 30 23
2160.01 12.05.1989 M 19 8 11
2479.01 30.03.2004 w 7 7 <1
2557.01 25.03.1992 w 19 14 5
2557.04 22.12.1982 M 29 29 <1
2678.01 06.09.2002 M 10 10 <1
2689.01 22.03.1984 W 29 22 7
Gruppe Il
0483.01 05.03.1992 w 16 14 2
1827.01 30.11.1997 M 11 8 3
1827.04 04.01.2001 w 9 8 1
2018.01 27.08.1998 w 11 7 4
2192.01 07.04.1977 M 32 15 17
2203.01 07.02.1997 M 12 12 <1
2400.01 22.05.1986 M 24 18 6
2709.01 23.10.1979 M 33 33 <1
Gruppe llI

0033.01 21.07.1976 w 32 19 13
1087.01 16.07.1995 M 13 5 8
1348.01 03.12.1994 W 16 8 8
1882.01 09.07.1985 M 25 (-) ()
2101.01 25.04.1949 w 59 52 7
2394.01 26.08.1979 w 31 1" 20
2678.02 30.03.1976 W 37 (-) -)

ED: Erstdiagnose
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3.2.1 Gruppenspezifische Diagnosenverteilung

Bis auf eine Patientin mit Zapfen-Stabchen-Dystrophie (ZSD) war bei allen Patienten
der Gruppe | initial die Diagnose Morbus Stargardt (STGD) gestellt worden. Bei den
Patienten der Gruppe Il lautete die Diagnose bei 3 Patienten Morbus Stargardt und bei
5 Patienten ZSD. Alle bis auf einen Patienten der Gruppe Il waren als ZSD
diagnostiziert worden. Bei einer Patientin der Gruppe Il war ein Morbus Stargardt

diagnostiziert worden.

3.2.2 Visuelle Wahrnehmung

Tabelle 4 gibt einen Uberblick lber die visuellen Fahigkeiten der 25 Patienten. Bei 7
Patienten der Gruppe |, bei 5 Patienten der Gruppe Il und bei 6 Patienten der Gruppe
Il wurden Informationen bezuglich der allgemeinen Sehbeschwerden dokumentiert.
Hierzu z&hlten Photophobie, Nacht- und D&mmerungssehstérungen und
Veranderungen der Farbwahrnehmung. Unabhéngig von der Gruppeneinteilung gaben
alle Patienten eine Blendungsempfindlichkeit an. Zwei von 7 Patienten (28,6%) der
Gruppe | hatten schon initial Probleme in der Dunkelheit, wéhrend sich bei 2 von 4
Patienten (50%) der Gruppe Il und 4 von 4 Patienten (100%) der Gruppe Il das Nacht-
und Da@mmerungssehen zunehmend verschlechterte.

Das Farbensehen wurde mit Hilfe der saturierten und / oder desaturierten Panel-D-15-
Tests untersucht. Es zeigte sich, dass in der Gruppe | das Farbensehen nur gering
beeintrachtig war. Von Gruppe | zu Gruppe Ill wurde eine zunehmende
Verschlechterung des Farbensehens beobachtet. In der Gruppe Ill war der desaturierte

Test nur noch bei 2 von 4 Patienten (50%) durchfiihrbar.

Die Angabe der bestkorrigierten Sehscharfe (BCVA) erfolgte als Dezimalbruch und
wurde anschlieend zum Zweck der Auswertung in das logMAR-System umgerechnet.
Bei der Darstellung der Sehscharfe wurde nach den Empfehlungen von Graf und
Becker vorgegangen (Becker & Graf 2004). Der mittlere Visus der Patienten der
Gruppe | lag rechts bei 0,125 (0,9 logMAR; Median 0,9; SD 0,5; 0,1 - 1,6 logMAR),
links bei 0,125 (0,9 logMAR; Median 0,6; SD 0,4; 0,1 - 1,3 logMAR). Dem gegenuber
war die Gruppe Il mit einem Visus rechts im Mittel von 0,16 (0,8 logMAR; Median 1; SD
0,5; 0,2 - 1,3 logMAR), links von 0,25 (0,6 logMAR; Median 0,6; SD 0,5; 0 - 1,3
logMAR). In der Gruppe Il war der Visus im Mittel deutlich reduziert: rechts 0,05 (1,3
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logMAR; Median 1,3; SD 0,6; 0,4 - 2,3 logMAR), links 0,08 (1,1 logMAR; Median 1,3;
SD 0,5; 0,4 - 1,3 logMAR).

Das spharische Aquivalent (= Spharenwert + 1/2 Zylinderwert) lag zwischen -5,75 und
+2,75 Dioptrien. Detaillierte Angaben zum Visus und zur Refraktion gibt Tabelle 4

wieder.
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3.2.3 Organbefund

Der Vorderabschnittsbefund stellte sich (bis auf 5 Falle von altersbedingter
Linsentribung) unauffallig dar. Die Funduskopie zeigte deutliche gruppenspezifische
Unterschiede.

Bei allen Patienten der Gruppe | zeigte sich ein unauffalliger Befund der Papille. Die
GefaRe sowie die periphere Netzhaut stellten sich mit Ausnahme von 2 Patienten
(0138_01, 1499_01), deren Fundus vereinzelte gelbliche Flecken nasal und oberhalb
der Papille zeigte, unauffallig dar. In der Makula waren eine zentrale Atrophiezone

sowie Pigmentverschiebungen und Flecken erkennbar (Abb. 17).

Bei 5 von 8 Patienten der Gruppe Il war die Papille unaufféllig. Bei den anderen drei
Patienten war eine dezente Abblassung der Papille in der Funduskopie erkennbar, die
sich photographisch noch nicht erfassen lieR. Der Bereich der Makula zeigte
atrophische Verdnderungen mit Pigmentverschiebungen. Bei allen Patienten der
Gruppe |l waren gelbliche Flecken in der mittleren und peripheren Retina erkennbar.
Bei einer Patientin (2018_01) waren =zusatzlich knochenkd&rperchenartige
Pigmentverklumpungen tber den Fundus verteilt. Anhand des Patienten 1827_01 aus
Gruppe |l (siehe Abb. 18), bei dem der Verlauf tber funf Jahre dokumentiert werden
konnte, war eine VergréfRerung der makuldren Atrophiezone sowie eine Zunahme der
Anzahl der hellen Flecken im Fundusbild nachvollziehbar. Die Patienten der Gruppe Il
charakterisierte eine abgeblasste Papille bei 6 von 7 Patienten, eine diffuse
Pigmentepithelatrophie und Pigmentumschichtungen. Bei 2 von 7 Patienten der
Gruppe |l zeigten sich knochenkérperchenartige Pigmentverklumpungen am hinteren
Pol (Abb. 19).
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Abb. 17 Beispielhafte Darstellung des Augenhintergrundes von Patienten der Gruppe |

A) Patientin 2557_01 im Alter von 20 Jahren. Im Bereich der Fovea und Parafovea findet man
Pigmentepithelverschiebungen sowie eine zentrale RPE-Atrophie. Die periphere Netzhaut stellt sich
unaufféllig dar. B) Patientin 1499_01 im Alter von 53 Jahren. Man beobachtet zentral eine Atrophie des
RPE, umgeben von multiplen gelblichen Flecken (Pfeile). Vereinzelte Flecken finden sich auch bereits
oberhalb der Papille in der Mittelperipherie (Pfeile). Die periphere Netzhaut ist unauffallig.
Funduskamera FF 450 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)

Abb. 18 Beispielhafte Darstellung des Augenhintergrundes bei einem Patienten der Gruppe Il

Patient 1827_01 im Alter von A) 12 Jahren und B) 15 Jahren. Das Fortschreiten der zentralen Atrophie
sowie die Zunahme der fleckférmigen Einlagerungen am hinteren Pol lassen sich tiber den Verlauf von 3
Jahren beobachten. Funduskamera FF 450 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)
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Abb. 19 Beispielhafte Darstellung des Augenhintergrundes bei Patienten der Gruppe Il

Patient 1882_01 im Alter von 27 Jahren. Es imponieren zentrale grof3fléchige Atrophien des RPE und der
Choriokapillaris. AuBerdem finden sich Pigmentverklumpungen, eine Papillenabblassung sowie enge
Gefél3e. Funduskamera FF 450 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)

Tabelle 5: Morphologische Daten der Patienten

Patient ID Alter VA Papille Makula Peripherer GefaB- FAF
Fundus bdégen

0138.04 62 Kat  opB opB opB opB opB
Gruppe |
0138.01 30 opB opB Pv, Atr opB opB z| rff1
0504.01 35 opB opB Pv, Atr, F opB opB z| rff1
1499.01 53 Kat  opB Atr, F F +/- opB z| rfft
2160.01 19 opB opB Atr opB opB z| rffr
2479.01 7 opB opB Atr, Pv opB opB z\rt
2557.01 19 (ORENC) Q] ) Q] )

20 opB opB Atr opB opB zirt
2557.04 29 opB opB Aufh opB opB z| ff
2678.01 10 opB auff. Exc  Pv opB opB zlr 1t
2689.01 29 opB opB Pv, Aufh opB, opB zlr?
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Gruppe Il

0483.01

1827.01

1827.04

2018.01

2192.01

2203.01

2400.01

16

19

1"

12

13

15

16

10
12

13

1"
12
15
32

33

12,4
12,9
13
15

16

24

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB
opB
opB

opB

opB
opB
opB
opB

opB

opB
opB
opB
opB

opB

opB

hell

hell

opB

opB

opB

opB

opB

opB
opB
opB

opB

opB
opB
opB
opB

opB

opB
opB
opB
opB

opB

hell

Pv, Atr

Atr, Aufh, F

Atr, Aufh, F

Atr, Aufh, F

Atr, Aufh., F

Atr, Aufh, Ft

Atr +/-
Atr +/-
Atr, Pv +/-

Atr, Pv, 11

Atr, F
Atr, F
Atr, F
Atr, F

Atr, F

Atr, Pv, F
Atr, Pv, F
Atr, Pv, F
Atr, Pv, F

Atr, Pv, F

Atr, F

Ft

F.it

Kb
Kb

Kb

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB
opB
opB

opB

opB
opB
opB
opB

opB

opB
opB
opB
opB

opB

opB

zl| r1+pl

zll
rT+pll

zl+
pLifft

S.0.

z| |+
pllffr

S.0.

z| |+
pLLFLL
z|+ plfft
S.0.

S.0.

zl+
plLiffTt

2yt pt
S.0.

2yt p1t
zi+ pifft

zl+
plL+fr

z|+ plUfit
S.0.
S.0.

S.0.

zl+
pLLIffT

Q]
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2709.01

Gruppe Il

0033.01

1087.01

1348.01

1882.01

2101.01

2394.01

2678.02

26

33

32

34

35

13

17

16

17

25

27

59

62

63

31

35

37

opB

Kat

opB

opB
opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB
Kat

opB

opB

Kat

hell

opB

opB

opB
hell

opB

hell

hell

hell

hell

opB

opB

opB

hell

Atr, F

R: Atr, L: F

Atr, F

Atr, F
Atr, Pv

Atr, Pv

Atr, Pv.

Atr, Pv.

Atr, Pv

Atr, Pv

Atr, Pv

Atr, Pv

Atr, Pv.
Atr, Pv.

Atr, Pv, F

Atr, Pv

F

Pv, F

Pv, F
Pv, F1

keine Kb

Kb

Kb

Kb

Pv, F

Pv, F

Pv, F

Pv, F
Pv, F

Pv, F

Pv, F

opB

opB

opB

opB
opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB

opB
opB

eng

eng

opB

zl+pll
zffl,
plfft?

z+
Pl

S.0.

S.0.

z+
pLll

S.0.

zZ+
pLll

S.0.

z+
Pl

S.0.

zZ+
plLifft

s.0.
s.0.
zZl+
pll

z+
Pl

zZ+
pLll

Atr: Atrophie, auff. Exc: aufféllige Exkavation, Aufh: Aufhellungen, F: Flecken, ff: fleckférmig, Kat: Katarakt,

Kb: Knochenbélkchenartige Verdnderungen, L: linkes Auge, opB: ohne pathologischen Befund, p:

peripher, Pv: Pigmentverschiebungen, R: rechtes Auge, r: ringférmig perifoveolér/perimakulér, s.o.: siehe

oben, w: wachsgelb z: zentral, |: erniedrigt, | |: maBig erniedrigt, | ||: stark erniedrigt, 1: erh6ht, 11: maBig

erh6ht, 111: stark erh6ht
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3.2.4 Elektrophysiologie

3.2.4.1 Ganzfeld-ERG

Zusatzlich zu den Beschreibungen und basierend auf den Empfehlungen von Lois und
Mitarbeitern (Lois et al. 2001) wurde eine Eingruppierung der Patienten nach ERG-

Ergebnis in drei Kategorien angewendet.

Insgesamt 24 (96%) Patienten erhielten eine Ganzfeld-ERG-Untersuchung (Gf-ERG).
Bei 8 von 9 (88,8%) Patienten der Gruppe | (mittleres Alter in Gruppe | bei
Erstuntersuchung 25,7 Jahre; 7 - 53 Jahre) stellte sich das Ganzfeld-ERG unter
skotopischen und photopischen Bedingungen unaufféllig dar (bei 2 davon an der
unteren Normgrenze) (Kategorie | nach Lois et al., 2001). Bei der Patientin 0138.01 der
Gruppe | zeigten sich die Amplituden der skotopischen Stimuli bei 50% der Mittelnorm
ohne Latenzverlangerung. Diese Patientin wies auch vereinzelte Flecken am hinteren

Pol und eine ca. 10 mm?groRRe zentrale Lasion mit fehlender ISe-Schicht auf.

Unter den 8 Patienten der Gruppe Il (mittleres Alter in Gruppe Il bei Erstuntersuchung
16,4 Jahre; 9 - 32 Jahre) erhielten 7 (87,5%) Patienten eine Ganzfeld-ERG-
Untersuchung. Bei 6 Patienten war die Untersuchung auffallig (bei einem Patienten
Kategorie 1l, bei 5 Patienten Kategorie Ill), bei einem Patienten unaufféllig. In der
Gruppe Il konnten 4 (57,1%) Patienten im Verlauf Uber bis zu 5 Jahren beobachtet
werden. Diese Patienten zeigten im zeitlichen Verlauf eine Tendenz zur Abnahme der
Amplituden und Verlangerung der Latenzen im skotopischen und photopischen
Bereich; 2 davon wechselten im Verlauf von der Kategorie Il in die Kategorie Il nach
Lois et al. Eine Patientin (2400_01) zeigte keine Veranderungen - weder der

Amplituden noch der Latenzen.

In der Gruppe Il (mittleres Alter in Gruppe Il bei Erstuntersuchung 30,4 Jahre; 13 - 59
Jahre) wurde bei allen Patienten eine Ganzfeld-ERG-Untersuchung durchgefiihrt. Bei 5
Patienten war eine Beobachtung im zeitlichen Verlauf mdglich und zeigte eine
Verschlechterung, sodass alle Patienten im Verlauf auffallig wurden. 5 der 7 Patienten
wurden bereits bei der Erstuntersuchung in die Kategorie Ill nach Lois et al., 2001
eingruppiert. Es war insgesamt eine starke Verminderung der Amplituden im Vergleich
zu den Patienten der Gruppe Il zu beobachten. Bei 3 von 7 (42,9%) Patienten der
Gruppe Il waren die photopischen, bei einem davon auch die skotopischen Amplituden

bereits unterhalb der Nachweisgrenze.
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3.2.4.2 Multifokales ERG

Ein multifokales ERG (mf-ERG) wurde bei 22 (88%) Patienten durchgefiihrt. Die
Ableitungen in dieser Untersuchung waren bei allen Patienten pathologisch verandert.
Diese pathologischen Befunde zeigten sich bereits auch bei den Patienten der Gruppe
I mit wenig ausgepragten morphologischen Verdnderungen und geringer
Sehminderung. Der Grad der Pathologie nahm von der Patientengruppe | bis
Patientengruppe Il zu. Es zeigten sich dementsprechend Befunde von gering
erniedrigten korrelierten Potentialen fir die zentralen Hexagone bis hin zur
Abwesenheit ableitbarer korrelierter Potentiale (Abb. 20).

Fss e sz pesert [—
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Abb. 20 Beispiele einer mf-ERG-Untersuchung in Darstellung der regionalen Reizantwortkurven bei
Patienten der Gruppe A) |, B) Il und C) lll

A) Aus den Ableitungen ist eine Reduzierung der korrelierten Potentiale fiir die zentralen Hexagone bei
dem Patienten 2557_04 der Gruppe | ersichtlich, B), C) die korrelierten Potentiale bei dem Patienten
1827_01 der Gruppe Il und der Patientin 2394_01 der Gruppe Il sind nicht sicher reproduzierbar.
VERIS™ Science, Version 5.1 (EDI-Electro-Diagnostic-Imaging Inc., Redwoodcity, USA), 61 Hexagone

3.2.5 Gesichtsfelduntersuchungen

3.2.5.1 Goldmann-Perimetrie

Eine Goldmann-Perimetrie wurde bei insgesamt 22 (88%) Patienten durchgefiihrt. In
Gruppe | wurden 6 von 9 (66,67%) Patienten untersucht. Bei einem von 6 untersuchten
Patienten war diese Untersuchung unaufféllig. Bei 2 weiteren Patienten war die
Untersuchung nur bis Marke 1/2 méglich. Patientin 1499 _01 zeigte ein Zentralskotom
fur die Marke 1/1 innerhalb der zentralen 10°. Bei der Patientin 2479 01 war eine
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sinnvolle Auswertung der Perimetrie aufgrund stark reduzierter Kooperation wéhrend

der Untersuchung nicht méglich.

In Gruppe Il wurde bei allen 8 Patienten eine Goldmann-Perimetrie durchgefihrt. Alle
Patienten dieser Gruppe zeigten relative oder absolute Zentral- und
Parazentralskotome mit Zunahme der GroRe der Skotome im zeitlichen Verlauf bei 5
(62,5%) von 8 Patienten.

Bei allen 7 Patienten der Gruppe lll wurde eine Goldmann-Perimetrie-Untersuchung
durchgefuhrt. Im Gesichtsfeld fanden sich bei allen Patienten parazentrale und zentrale
Skotome.

3.2.5.2 Funduskontrollierte Perimetrie

Eine funduskontrollierte Perimetrie (MP1) erfolgte insgesamt bei 14 Patienten.

Sie wurde bei 4 der 9 (44,4%) Patienten in Gruppe | durchgefiihrt. Hier zeigten sich bei
3 Patienten Uberwiegend eine extrafoveale Fixation und ein Zentralskotom im Bereich
der zentralen Atrophiezone. Die oben genannte Patientin 1499_01 mit einem Visus von
beidseits 0,4 (0,4 logMAR) zeigte zentral eine kleine Stelle mit stark reduzierter
Restempfindlichkeit, aber zentraler Fixation. Parazentral betrug die Empfindlichkeit
0 dB (siehe Abb. 22). Die Diskrepanz zwischen der Goldmann-Perimetrie und dem
guten Visus ist hier auf Licken im zentralen Gesichtsfeld aufgrund der siebartig

verteilten Veranderungen am hinteren Pol zurlickzufiihren.
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Abb. 21 MP1-Untersuchung der Patientin 1499_01 der Gruppe |

Man erkennt eine zentrale Fixation (blaue Punkte) sowie eine zentrale Empfindlichkeit von 6 dB,
parazentral betragt die Empfindlichkeit 0 dB und steigt in  Richtung der peripheren Makula an.
MP1 (Nidek Technologies, Padua, ltalien), 4-2-Sratgie, Marke Goldmann Ill, Testmuster ,Makula FriC*,
Fixierziel: Kreuz

Eine MP1-Untersuchung wurde bei 5 von 8 (62,5%) Patienten der Gruppe Il
durchgefiihrt. Es zeigten sich bei allen 5 untersuchten Patienten Zentralskotome, eine
extrafoveale Fixation sowie eine Minderung der Lichtunterschiedsempfindlichkeit im
gemessenen Gebiet. Anhand des Patienten 1827_01 (sieh Abb. 22) soll die
Veranderung der MP1-Befunde Uber 4 Jahre beispielhaft dargestellt werden. Im
Vergleich zum 12. Lebensjahr zeigte sich im Alter von 13 Jahren ein geringer
Empfindlichkeitsverlust mit einer extrafovealen und unsicheren Fixation oberhalb der
Fovea. Im Alter von 16 Jahren hatte sich die Fixationsstelle in einen Bereich temporal
unterhalb der Papille verlagert und stellte sich dort ebenfalls als unsichere Fixation in
der MP1-Untersuchung dar.
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Abb. 22 MP1-Untersuchung bei einem Patienten der Gruppe Il (1827_01) im zeitlichen Verlauf

A) Im Alter von 12 und B) 13 Jahren sieht man eine instabile extrafoveale Fixation am oberen temporalen
Gefalbogen. Die Lichtunterschiedsempfindlichkeit in der Fovea betrug 0 dB. C) Die Untersuchung im Alter
von 16 Jahren zeigte eine Verlagerung der extrafovealen Fixation. Die Ausdehnung des Zentralskotoms
hatte zugenommen; die Fixation befand sich unterhalb der Papille mit groer Streuung der
Fixationspunkte. MP1 (Nidek Technologies, Padua, Italien), 4-2-Sratgie, Marke Goldmann Ill, Testmuster
,Makula FriC*, Fixierziel: Kreuz bzw. Kreis

Bei 5 Patienten der Gruppe Il wurde eine funduskontrollierte Perimetrie durchgefiihrt.
Es waren bei allen untersuchten Patienten deutliche Funktionsminderungen bis zum

vollstandigen Verlust der Empfindlichkeit erkennbar.

Die Ergebnisse der Funktionsmessungen gibt die Tabelle 6 wieder.
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Tabelle 6: Funktionelle Daten der Patienten

Patient-
ID

0138.04
Gruppe |

0138.01

0504.01

1499.01

2160.01
2479.01

2557.01

2557.04

2678.01

2689.01

Gruppe Il

0483.01

1827.01

66

Alter

62

30

35

53

20

29

29

Ganzfeld-ERG

p/s A/Lt: opB

s: A 50%, Lt opB,
OPs opB,
p: A +/-, Lt opB

p/s: opB

p/s: opB

p/s: A/Lt: opB
p: A+/-, Lt: opB
)

p/s A:L +/- RopB,
Lt: opB

p: A/Lt: opB;

2011 extern: p/s: opB,

OPs: opB

p/s: opB

p/s: opB

s: A 50%, p:20%

s: 50%, b/aQ opB,
p:10%

R/L s: b/aQ|, A/Lt: opB,
OPs 30%, p: A 50-30%

Multi-
fokales
ERG

V1= (zH)

U (zH)
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2101.01 59 s: opB, OPs|, p: opB l(z H) L:Zs I3 R5° L10°, kE (-)

N4
62 s: A +/-, OPs 50%, (-) R/L: Zs 13 5° (L:Ri), -)
Lt opB, b/a opB, p: L>R KE 114
A 50%, Lt opB
63 -) (-) R Zs I3 (010°,r19°, eF/ Zs,

u10°,115°),L (015°,
r15°,u13°,L19°), Agl

2394.01 | 31 pis: || Z |, Zs V4 R70-50° L70- | (-)
kkP 40
35 () (-) Zs V4 R80-70° L90- | nb (Fix)
60°
2678.02 | 37 s: p 30%, b/aQ opB, kkP Zs (R40°bis50°, L70°) | (-)
p: A 20%

Pzs: Parazentralskotom, Ri: Restinsel, Zs: Zentralskotom, rZs: relatives Zentralskotom, eF: extrafoveale
Fixation, GIlIlI/GV: Marke Goldmann Ill/V zH : zentrale Hexagone, nb (Koop)/(Fix): wegen einer geringen
Kooperation/schlechten Fixation nicht bewertbar, kkP: keine korrelierten Potentiale, kP: korrelierte
Potentiale, uNg: untere Normgrenze (+/-), |||: sehr fortgeschritten bzw. unter der Nachweisgrenze, o:
oben, r: rechts, u: unten, I: links, kE: konzentrische Einengung, Z: Zapfen, S: Stabchen, Ri: Restinsel,
ERG: p: photopisch, s: skotopisch, A: Amplituden (+/- an der unteren Normgrenze, % Prozentwert der
Mittelnorm), Lt: Latenzen (opB: ohne pathologischen Befund, +/- an der unteren Normgrenze, «
verléngert, <« deutlich verlédngert), aW: a-Welle, bW: b-Welle, OPs: oszilatorische Potentiale, b/aQ: b/a-
Quotient, R: rechtes Auge, L: linkes Auge, s.o.: siehe oben, t:erhéht, —: nicht verdndert, (-): nicht

durchgefiihrt, | : erniedrigt, temp: temporal, inf: inferior, Mac: Makula

3.2.6 ,Foveal sparing“-Phanomen

Als ,foveal sparing” wird ein Phanomen bezeichnet, bei dem Patienten trotz
fortgeschrittenen pathologischen Netzhautveranderungen eine unerwartet geringe

Visusminderung aufweisen.

Charakteristisch sind die gut erhaltene Schichtung der duReren Retina in der Fovea
(Fujinami et al. 2011) und ein noch wenig verdndertes Signal der Fundusauto-
fluoreszenz in der zentralen Netzhaut. Das Vorhandensein der tubularen Struktur der
zentralen Netzhaut kommt im ,foveal sparing“-Phdnomen im Vergleich zu dem
typischen Morbus Stargardt 6fter vor (Fujinami, Sergouniotis, et al. 2013).
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In dem Patientengut dieser Arbeit fand sich dieses Phdnomen bei 2 Patienten der
Gruppe | (2557_04, 1499 01) im Alter von 29 und 53 Jahren sowie einer
Erkrankungsdauer von weniger als einem Jahr bzw. 23 Jahren. Weiterhin trat dies bei
4 Patienten der Gruppe Il (1827_04, 2203_01 — nur am linken Auge, 2400_01,
2709_01) im Alter von 9 Jahren, 12 Jahren, 24 Jahren und 33 Jahren und einer
Erkrankungsdauer von unter einem Jahr bis zu 6 Jahren auf. Dieses Phanomen war
auch bei einer Patientin der Gruppe Il (2101_01) im Alter von 59 Jahren sowie einer
Erkrankungsdauer von 11 Jahren zu beobachten. Diese Patientin der Gruppe Il wies
zentral eine tubulare Netzhautstruktur (retinal tubulation) auf. Es wurde bereits als
kreisféormige  Struktur, die hyperreflektives Material (vermutlich malformierte
PhotorezeptorenauRensegmente) enthélt, beschrieben (Goldberg et al. 2013). Curcio
und Kollegen beobachteten in ihren histopathologischen Untersuchungen, dass sich
Uberlebende Photorezeptoren in solche Strukturen reorganisieren (Curcio et al. 1996).
Die Sehscharfe der o.g. Patienten ist aus Tabelle 7 ersichtlich, Abb. 23 zeigt die gut

erhaltene foveale Schichtung.

Von den 7 Patienten wurden 5 im Verlauf beobachtet. Alle 5 Patienten wiesen bei lhren
néchsten Kontrolluntersuchungen kein ,foveal sparing“-Phdnomen mehr auf.

Tabelle 7: ,,foveal sparing“-Phdnomen bei dem Patientenkollektiv

Gruppe | Patienten | logMAR logMAR Alter Erkrankungsdauer
ID RA LA (Jahre) (Jahre)

| 1499.01 0,4 0,4 53 23

| 2557.04 0,1 0,3 29 <1

1] 1827.04 0,3 0,2 9 1

I 2203.01 1,3 (kein “foveal | 0,2 12 <1

sparing”)

1] 2400.01 0,3 0,2 24 6

1] 2709.01 0,2 0 33 <1

1l 2101.01 0,4 0,4 59 11
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3.3 Datenumfang des SD-OCT als Grundlage fiir die
Segmentierung mit der DiOCTA-Software

Bei 13 Patienten (0138_01, 0138_04, 0504_01, 1499 01, 2160_01, 2192_01,
2394 01, 2479_01, 2557_04, 2678 _01, 2678_02, 2689_01, 2709_01) wurde einmalig
ein SD-OCT-Volumenscan durchgefuhrt. Bei 6 Patienten (0483_01, 1087_01,
1348_01, 1882_01, 2400_01, 2557_01) wurden ein SD-OCT-Volumenscan als
Erstuntersuchung sowie eine einmalige Verlaufsuntersuchung durchgefihrt. Bei
weiteren 6 Patienten (0033_01, 1827_01, 1827_04, 2018_01, 2101_01, 2203_01)
wurde ein initialer Volumen-Scan mit zwei oder mehr Verlaufsuntersuchungen

durchgefihrt. Insgesamt wurden 86 C-Scans ausgewertet.

Die Zahl der A-Scans pro B-Scan betrug standardmaRig 1.024 (mit einzelnen
Ausnahmen von 512 und 1.536 A-Scans pro B-Scan). Die Anzahl der B-Scans bei
einem C-Scan betrug standardméaRig 19; in Ausnahmen (n = 21 C-Scans) wurden 14
bis 49 B-Scans pro C-Scan durchgefthrt. Die Distanz zwischen den einzelnen B-Scans
variierte abhangig von der Zahl der B-Scans und der Breite der C-Scans zwischen 0,11
und 0,27 mm.

3.4 LiasionsgrofRe

Mit Hilfe der DiIOCTA-Software war es mdglich, den Flacheninhalt der zentralen L&sion
zu bestimmen. Als Lasion im Sinne dieser Arbeit wurde ein Bereich mit fehlender ISe-
Schicht definiert. Die Bestimmung der ISe-Schicht erfolgte manuell anhand der B-
Scans. Als temporales Ende der Lasion wurde der A-Scan definiert, an dem die ISe-
Schicht von der temporalen Seite nicht mehr erkennbar war (Abb. 24). Analog wurde
das nasale Ende der Lasion durch den A-Scan auf der nasalen Seite definiert, an der
die ISe-Schicht wieder zu erkennen war - diese Angaben gelten jeweils fir das rechte
Auge; die linken Augen wurden dementsprechend spiegelbildlich ausgewertet. Die
genannte Auswertung wurde bei allen B-Scans durchgefiihrt. Die Werte aufeinander
folgender B-Scans wurden gemittelt und damit die Flachenberechnung der Lasion tber
den Abstand der B-Scans zueinander berechnet.

Die Erkennbarkeit der ISe-Schicht wurde anhand ihrer Durchgdngigkeit in drei

qualitative Stufen eingeteilt.
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Abb. 24 Bestimmung der Grenze der ISe-Schicht mit DiOCTA

Das Bild stellt das rechte Auge der Patientin 1499 01 dar (links Ubersicht, rechts B-Scan). Ab dem A-
Scan Nr.108 (links auf dem B-Scan) ist die ISe-Schicht nicht mehr zu erkennen; somit ist diese Stelle als
das temporale Ende der Lésion definiert. Ab dem A-Scan Nr. 640 wird die ISe-Schicht wieder sichtbar und
markiert damit das nasale Ende der L&sion (rechts auf dem B-Scan). Spectralis HRA+OCT (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Deutschland)

Insgesamt war eine LasionsgréRenbestimmung in Gruppe | bei 20 C-Scans von 9
Patienten, in Gruppe Il bei 26 C-Scans von 8 Patienten mdglich. In Gruppe Il war die
Ausdehnung der Lasion bei allen 7 Patienten (13 C-Scans) gréRer als der Bereich des
C-Scans. In diesen Fallen wurde der Lasion eine Flache von 28 mm? zugeordnet, also
die maximale Flache des gesamten C-Scans. Die Berechnung der medianen
LasionsgroRe bezieht sich somit auf die Ausdehnung der Lasion im untersuchten
Netzhautbereich (Volumenscan mit 28 mm? Flache). Anteile der Lasionen auflerhalb
des Volumenscans (in denen folglich keine B-Scans vorlagen) konnten

verstandlicherweise nicht in die statistische Auswertung einflieRen.

Bei einem Patienten der Gruppe | und bei 4 Patienten der Gruppe Il war eine
Beobachtung des zeitlichen Verlaufs méglich. Die Ergebnisse wurden den Gruppen
zugeordnet und mit anderen Parametern (Visus, Alter bei der Untersuchung, Dauer der
Erkrankung) verglichen (Abb. 26 - 29). Soweit es mehrere Untersuchungen zu den
jeweiligen Patienten gab, wurden diese separat in den Diagrammen dargestellt und in
die Berechnungen aufgenommen. Der Median der Lé&sionsgrofRe der Patienten der
Gruppe | betrug 7,7 mm? (SD 8,5; 2,54 - 28 mm?). Der Median der Lasionsgréfie der
Patienten der Gruppe Il lag bei 15,1 mm? (SD 10,6; 9,46 - 28 mm?). Allen Patienten der
Gruppe |l wurde eine Lasionsgréfe von 28 mm? zugeordnet.

Bei 8 von 59 (13,6%) C-Scans betrug die L&sionsgréRe bis zu 5 mm2. 19 von 59
(32,2%) C-Scans hatten eine LasionsgréfRe zwischen 5 mm? und 15 mm?. Bei 32 von

59 (54,2%) C-Scans betrug die LasionsgréRe tber 15 mm?2.

Die Ergebnisse der Lasionsgrée im Vergleich mit dem Visus der Patienten der
Gruppen |, Il und lll sind in Abb. 25 dargestellt. Die Erhebung dieser Daten erfolgte fur
59 C-Scans (von 9 Patienten der Gruppe |, 20 C-Scans; 8 Patienten der Gruppe I, 26
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C-Scans und 7 Patienten der Gruppe lll, 13 C-Scans). Der mittlere Visus betrug 0,1
(1,0 logMAR), (Median 1,0; SD 0,5; 0,1 - 1,3 logMAR). Der Median der Léasionsgréfie
betrug 18,5 mm? (SD 10,7; 2,54 - 28 mm?).

Abb. 25 zeigt, dass sich der Visus bei Patienten mit einer Lasionsgré3e von mehr als
5 mm? bereits im Bereich zwischen 1,0 und 1,3 logMAR befand. Die Patienten mit
kleineren LasionsgroBen wiesen tendenziell noch etwas bessere Sehscharfenwerte
auf, wobei auch hier (soweit kein ,foveal sparing” bestand) der logMAR-Visus > 0,5 lag.
Lediglich Patienten mit einem ,foveal sparing“-Ph&dnomen zeigten eine gute Sehscharfe
unabhé&ngig von der LasionsgréRe und unabhéngig von der Zugehdrigkeit zu einer der
drei Gruppen.

* Kk K K { I o 0 °
25 A o
[ J
® [ ]
20 A
£ *
3
% 15 " ° :
_5 [ ] ®
910
:
[}
* * °
5
*
o O
* | b4
0 T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Visus [logMAR]
® Gruppe |
® Gruppe ll
®  Gruppe lll (>28 mm?)
%  Gruppe | mit FS
%  Gruppe Il mit FS
“  Gruppe lll mit FS

Abb. 25 Visus im Vergleich zur Lasionsgréfie

Gruppe |, schwarz markiert (n = 20 C-Scans), Gruppe I, rot markiert (n = 26 C-Scans), Gruppe I, griin
markiert (n = 13 C-Scans). Patienten mit ,foveal sparing“-Phdnomen sind mit einem Stern verzeichnet.

Patienten ohne ,foveal sparing“-Phdnomen sind mit einem Punktsymbol abgebildet.
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Abb. 26 stellt die Lasionsgréfie im Vergleich zum Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
Untersuchung dar. Es wurden 59 C-Scans ausgewertet. Das mittlere Alter der
Patienten zum Untersuchungszeitpunkt betrug 23 Jahre (Median 20; SD 13; 7 - 53
Jahre). In der beschriebenen Darstellung kann man zuséatzlich die Lé&sionsgréfRe
separat fur das rechte und das linke Auge eines Patienten beurteilen. Daraus ergibt
sich, dass die GréRRe der Netzhautveranderungen eines Patienten im Vergleich beider
Augen keinen wesentlichen Unterschied aufzeigt.

In dieser Darstellung I&sst sich ein Zusammenhang zwischen dem Alter des Patienten
und der LasionsgroRe darlegen. Die Patienten der Gruppe Il waren insgesamt jinger
und hatten groRere Lasionen als Gruppe |. Aufféllig war, dass bereits bei jungen
Patienten (< 15 Jahre) oft relativ groRe Lasionen bestanden. Die Patienten der Gruppe
Il hatten altersunabhé&ngig groRe Lé&sionen. Bei Patienten mit dem ,foveal sparing“-
Phanomen zeigte sich keine Korrelation zwischen der LasionsgroRe und dem Alter

zum Untersuchungszeitpunkt.
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Abb. 26 LasionsgroBe im Vergleich zum Alter der Patienten (Querschnittsdaten)

Die Gruppe | ist schwarz, die Gruppe Il rot, die Gruppe Ill griin dargestellt; Patienten mit dem ,foveal
sparing“-Phdnomen sind mit einem Sternsymbol abgebildet; Patienten ohne .foveal sparing“-Phdnomen
sind mit einem Punktsymbol abgebildet; rechtes Auge: gefiilltes Symbol, linkes Auge: offenes Symbol.

Abb. 27 stellt die LasionsgréRe der Erkrankungsdauer gegenlber. Es wurden 56 C-
Scans ausgewertet (in Gruppe | 20 C-Scans von 9 Patienten, in Gruppe |l 26 C-Scans
von 8 Patienten, in Gruppe lll 10 C-Scans von 5 Patienten). Die Erkrankungsdauer
betrug im Mittel aller Patienten 7 Jahre (Median 5; SD 6; 0 - 23 Jahre): bei Patienten
der Gruppe | im Mittel 8,3 Jahre (Median 6,5; SD 6,6; 0 - 23 Jahre), bei Patienten der
Gruppe Il 3,9 Jahre (Median 3; SD 4,2; 0 - 17 Jahre), bei Patienten der Gruppe Il 11,2
Jahre (Median 8; SD 6,6; 7 - 20 Jahre). Insgesamt ldsst sich aus der Abb. 27
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entnehmen, dass die Patienten der Gruppe |l trotz einer kiirzeren Erkrankungsdauer
eine groflere Lasion entwickelten. Es fanden sich hier haufig bereits bei einer
Erkrankungsdauer < 5 Jahren Lasionen > 5 mm?2. Die L&sionen bei Patienten mit dem

Jfoveal sparing“-Phdnomen waren unabhdngig von der Gruppenangehdrigkeit
unterschiedlich groR.

25 A g *

20 A

* %

LasionsgréRe [mm?]
>
o
[N

S
.
[ YoXo)
o

0 1 . . .
0 5 10 15 20 25

Gruppe | RA Erkrankungsdauer [Jahre]

Gruppe | LA
Gruppe Il RA
Gruppe Il LA
Gruppe Il RA
Gruppe Il LA
Gruppe | FSRA
Gruppe | FS LA
Gruppe Il FS RA
Gruppe Il FS LA
Gruppe Il FS RA
Gruppe Ill FS LA

EOR - 22 SO NON NeN J

Abb. 27 LésionsgroBe im Vergleich zur Erkrankungsdauer

Die Gruppe | ist schwarz, die Gruppe Il rot, die Gruppe Ill griin dargestellt. Patienten mit dem ,foveal
sparing“-Phdnomen sind mit einem Sternsymbol verzeichnet. Patienten ohne ,foveal sparing“-Phdnomen

sind mit einem Punktsymbol abgebildet; rechtes Auge: gefiilltes Symbol, linkes Auge: offenes Symbol.
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Abb. 28 stellt eine direkte Verlaufsbeobachtung der Lasionsgrée bei Patienten dar,
die mehrere SD-Volumenscans im Verlauf von bis zu funf Jahren erhielten. Dies war
bei einem Patienten der Gruppe | (4 C-Scans) sowie 4 Patienten der Gruppe Il (19 C-
Scans) mdglich. Sowohl in der Gruppe | als auch in der Gruppe Il konnte man eine
Zunahme der LasionsgroRe im zeitlichen Verlauf beobachten. Das Patientenalter zum
Zeitpunkt der Untersuchung lag zwischen 9 und 20 Jahren und die Lé&sionsgréfie
zwischen 3,4 mm? und 28 mm?. Anhand der ausgewerteten Daten konnte festgestellt
werden, dass die Patienten der Gruppe Il bei gréfReren Lasionen junger als der Patient
der Gruppe | waren. Alle Lasionen nahmen in dem beobachteten Zeitverlauf zu. Die

Steigung schien nach wenigen Jahren der Progression abzunehmen.
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Q
2
2
o 15 A pe v
2 ?
B * o
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10 4 o o °
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e o
10 12 14 16 18 20
® 2557.01RA Alter [Jahre]
O 2557 01LA
® 0483 01RA
¢ 1827_01RA
O 1827_04 LA
v 2203.01 RA
v 2203_01LA

Abb. 28 LésionsgréBe im Vergleich zum Alter der Patienten im zeitlichem Verlauf (longitudinale
Daten)

Die Gruppe | ist schwarz, die Gruppe Il rot dargestellt. Rechtes Auge: gefiilltes Symbol, linkes Auge:
offenes Symbol.
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3.5 OCT-Auswertung mit Hilfe der DiOCTA-Software

Bei den 86 Volumen-Scans von den 25 Patienten wurden automatisch 5 Schichten
bzw. Schichtgruppen (6 Konturen) segmentiert (1.817 B-Scans). Bei 15 Patienten (9
Patienten der Gruppe |, 5 Patienten der Gruppe Il und Patientin 0138_04; 56
Volumenscans) war nach der manuellen Korrektur die Berechnung aller 5 Schichten
bzw. Schichtgruppen (1.131 B-Scans) mdglich (Abb. 29, Abb. 29 A). Bei 10 Patienten
(3 der Gruppe Il, 7 der Gruppe Ill; 27 Volumenscans) war lediglich eine Berechnung
der Dicke der gesamten Netzhaut mdglich, da die Erkrankung hier bereits sehr weit
fortgeschritten war. Somit war die Einteilung in einzelne Schichten aufgrund des
Kontrastverlustes durch das veranderte Reflexionsverhalten der Netzhaut nicht mehr
mdglich (Abb. 29 B). Von diesen 10 Patienten lieR sich lediglich bei 3 Patienten der
Gruppe Il (5 Volumenscans) und 2 Patienten der Gruppe lll (5 Volumenscans) die

NFL-Schichtdicke zusatzlich manuell auswerten.

Sowohl bei der automatisierten als auch bei der manuellen Segmentierung wurden die
Konturen Uber den gesamten B-Scan hinweg bestimmt (Abb. 29).

/

[NFL GCL+IPL INL+OPL+ONL+OLM+IS [Se+OS RPE |

Abb. 29 Beispiele fiir die Auswertung eines OCT-B-Scans inkl. der Netzhautschichtvermessung mit
Hilfe der DiOCTA-Software

A) Auswertung der 5 Schichten / Schichtgruppen beim Patient 2557_04. Die Schichten werden wie folgt
zusammengefasst: NFL, GCL+IPL, INL+OPL+ONL+OLM+IS, 1Se+0S und RPE.
B) Auswertung der gesamten Netzhautdicke mit Hilfe von zwei Konturen bei Patient 1087_01, wenn
aufgrund des Reflexionsverhaltens eine Auswertung von 5 Schichten / Schichtgruppen nicht méglich war.
NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, INL: innere
Kérnerschicht, OPL: &ulBere plexiforme Schicht, ONL: &uBere Kérnerschicht, OLM: Membrana limitans
externa, IS: Photorezeptorinnensegment, ISe: Innensegment-Ellipsoid, OS: Photorezeptorau3ensegment,
RPE: Retinales Pigmentepithel. Spectralis HRA+OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)
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Die Schichtdicken wurden bildlich mittels der Thickness-Map-Funktion (Abb. 30)
dargestellt und numerisch Uber das ETDRS-Grid-Muster (Abb. 10, Abb. 30)
ausgewertet. Als Mittelpunkt des ETDRS-Grids wurde manuell die Fovea definiert (F),
so dass der C-Scan der Makula den ETDRS-Grid-Sektoren makuléar (MS, MT, MI, MN),
und peripher superior, temporal, inferior, nasal (PS, PT, PI, PN) zugeordnet werden
konnte und damit eine ETDRS-Grid-bezogene Auswertung der Schichtdicke mdglich
war. Die Sektoren, bei denen der C-Scan weniger als 80% der Flache abdeckte,
wurden in der Auswertung nicht berticksichtigt (Abb. 30, Sektor PI).

Abb. 30 Beispiel einer 30°-Infrarotaufnahme des Augenhintergrundes der Patientin 2557_01
(Spectralis, Heidelberg Engineering) mit eingeblendeter Falschfarbendarstellung der
Dickenverteilung der (mit Hilfe der DIOCTA Software) gemessener Netzhautgesamtdicke
(Thickness-Map) sowie zusitzlich dem ETDRS-Grid mit 9 Sektoren.

Sektoren: F: zentral, MS, MT, MI, MN: makulér: superior, temporal, inferior, nasal, PS, PT, PIl, PN:
peripher: superior, temporal, inferior, nasal. Der periphere inferiore Sektor (Pfeil) wurde aufgrund der
unvollsténdigen Abdeckung durch den C-Scan in der Beurteilung nicht bertiicksichtigt. Der periphere

superiore Sektor wurde fiir die Auswertung zugelassen, da mehr als 80% der Fldche abgedeckt waren.

Die Verteilung der Schichtdicke in den 9 ETDRS-Grid-Sektoren geben die
nachstehenden Abbildungen wieder. Die Netzhautschichtdicke der NFL- und RPE-
Schicht sowie die Schichtgruppen GCL+IPL, INL+OPL+ONL+OLM+IS, 1ISe+OS und die
gesamte Retinadicke wurden separat ausgewertet. Die Patienten wurden nach

Gruppen eingeteilt.

In der Gruppe | war die Auswertung bei allen 20 C-Scans der 9 Patienten mit dem
STGD-Algorithmus méglich (rot dargestellt). In der Gruppe Il war die Auswertung bei
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34 C-Scans von 5 Patienten mit diesem Algorithmus méglich (griin dargestellt). In der
Gruppe Il war bei keinem Patienten die Segmentierung der 5 Schichten méglich. Die
Werte der Patientin 0138_04 (2 C-Scans) sind als schwarze Punkte dargestellt. Als
Normwerte wurden Werte von Normprobanden (separat fir Kinder und fir
Erwachsene) aus der Arbeit von Ehnes und Kollegen verwendet (Ehnes et al. 2014).

Es wurden 63 Augen von Erwachsenen und 18 Augen von Kindern ausgewertet.

&0 Retinale Nervenfaserschicht (RNFL)
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Abb. 31 Graphische Darstellung der Verteilung der mit Hilfe der DiOCTA-Software erhaltenen
Schichtdicke der Nervenfaserschicht (NFL) in den 9 Sektoren des ETDRS-Grids

Die Boxplots geben die mittleren Dicken der Nervenfaserschicht fiir Normprobanden wieder (weif3:
Erwachsene, grau: Kinder). Das Rechteck beschreibt den Datenbereich zwischen der 25. und 75.
Perzentile mit dem Median (horizontale Linie innerhalb des Rechtecks). Die Balken markieren die 10. und
90. Perzentile. Die Punkte stellen die 5. und 95. Perzentile dar. Die Unterteilung erfolgt nach
Patientengruppen: Gruppe | ist rot, Gruppe Il griin, Gruppe Il schwarz dargestellt. Die Patientin 0138.04
ist mit schwarzen Punkten dargestellt.

Detaillierte Angaben zur Dicke der Nervenfaserschicht gibt Abb. 31 wieder. Die NFL-
Dicke stellt sich bei den Patientengruppen | und Il sowie bei der Patientin 0138_04 (mit
subklinischer Expression) im Vergleich zur Population der gesunden Probanden im
zentralen Sektor (F) des ETDRS-Grids tendenziell erniedrigt dar. In den makuléren
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superioren, inferioren und nasalen Sektoren (MS, MI, MN) findet sich eine héhere
Schichtdicke bei der Patientengruppe Il gegeniuber der Patientengruppe | und
gegenliber dem Normkollektiv. In den makularen und peripheren temporalen Sektoren
MT und PT ist sowohl bei der Patientengruppe | und der Patientengruppe Il als auch
bei Patientin 0138.04 (mit subklinischer Expression) die NFL-Dicke erhéht. In den
restlichen Sektoren entspricht die Verteilung den Normwerten. In den temporalen
Sektoren MT und PT stellt sich die Dicke der NFL-Schicht bereits physiologisch
geringer im Vergleich zum peripheren nasalen Sektor dar, was sich aus dem Verlauf
der Nervenfasern ergibt (Hood et al. 2009). Bei der hier von 2 Patienten
reprasentierten Gruppe Il ist die NFL-Schichtdicke in allen Sektoren (mit Ausnahme
des fovealen Sektors) erhéht.

Ganglienzellschicht + Innere plexiforme Schicht (GCL+IPL)
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Abb. 32 Graphische Darstellung der Verteilung der Schichtdicke der Ganglienzellschicht mit der
inneren plexiformen Schicht (GCL+IPL) in den 9 Sektoren des ETDRS-Grids

Die Boxplots geben die mittleren Dicken der Schicht fiir Normprobanden (weil3: Erwachsene, grau: Kinder)
wieder. Das Rechteck beschreibt den Datenbereich zwischen der 25. und 75. Perzentile mit dem Median
(horizontale Linie innerhalb des Rechtecks). Die Balken markieren die 10. und 90. Perzentile. Die Punkte
stellen die 5. und 95. Perzentile dar. Die Unterteilung erfolgt nach Patientengruppen: Gruppe | ist rot
Gruppe Il griin dargestellt. Die Patientin 0138_04 mit dem subklinischen Expression der Erkrankung ist mit

schwarzen Punkten dargestellt.
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Abb. 32 zeigt die Verteilung der Starke der Schichtgruppe Ganglienzellschicht und
innere plexiforme Schicht (GCL+IPL). Im zentralen Feld (F) liegt insgesamt im
Vergleich zu den makuldren und den peripheren Feldern eine deutlich niedrigere
Schichtdicke bei den Normprobanden vor. Die Schichtdicke bei den Normprobanden ist
in den perizentralen Sektoren gréRer als in den peripheren Sektoren. Im Vergleich der
erhobenen Messwerte mit den Normwerten zeigen sich im zentralen Kreis sowie in den
peripheren Sektoren PS, Pl und PN keine Schichtdickenunterschiede. Demgegenuber
bestehen deutliche Unterschiede in den Schichtdicken von Patientengruppe Il zu
Patientengruppe | in den makuldren Sektoren (MS, MT, MI, MN) sowie in dem
peripheren temporalen Sektor (PT). Hierbei lasst sich zeigen, dass die Schichtdicken
der Patientengruppe | im Vergleich zu den Normwerten bis an die untere Normgrenze
erniedrigt, die der Patientengruppe Il bis an die obere Normgrenze erhéht sind. Die

Patientin mit subklinischer Expression zeigt in allen Sektoren Werte im Normbereich.

Innere Kérnerschicht, duere plexiforme Schicht und dufRere Kérnerschicht,
Membrana limitans externa und Photorezeptorinnensegment
(INL + OPL + ONL + ELM + IS)
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Abb. 33 Graphische Darstellung der Verteilung der mit Hilfe der DiOCTA-Software erhaltetnen
Schichtdicke der inneren Koérnerschicht iiber die &duBlere plexiforme Schicht und &uBere
Kérnerschicht mit Membrana limitans externa  bis einschlieBlich  Innensegment
(INL+OPL+ONL+ELM+IS) in den 9 Sektoren des ETDRS-Grids
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Die Boxplots geben die mittleren Dicken der Schichtgruppe fiir Normprobanden wieder (weil3:
Erwachsene, grau: Kinder). Das Rechteck beschreibt den Datenbereich zwischen der 25. und 75.
Perzentile mit dem Median (horizontale Linie innerhalb des Rechtecks). Die Balken markieren die 10. und
90. Perzentile. Die Punkte stellen die 5. und 95. Perzentile dar. Die Unterteilung erfolgt nach
Patientengruppen: Gruppe | ist rot, Gruppe Il griin dargestellt. Die Patientin 0138_04 mit subklinischer

Expression ist mit schwarzen Punkten dargestellt.

In Abb. 33 ist die Verteilung der Schichtgruppe von der inneren Kérnerschicht tber die
aullere plexiforme Schicht und &ufere Koérnerschicht mit Membrana limitans externa
bis einschlieflich zum Innensegment (INL+OPL+ONL+ELM+IS) abgebildet. Man kann
eine geringere Dicke dieser Schichtgruppe bei Patienten der Gruppe | und Il in allen
Sektoren im Vergleich zur Normgruppe beobachten. Die Patientin mit subklinischer
Expression zeigt Werte, die innerhalb der Werte der Normprobanden liegen.

Im zentralen Segment (F) wie auch in den makuldren Segmenten (MS, MT, MI, MN)
lassen sich bezlglich der Dicke der Schichtgruppen keine Unterschiede zwischen den
Werten der Patientengruppe | und Il erkennen. In den peripheren Segmenten des
ETDRS-Grids ist zu erkennen, dass bei den Patienten der Gruppe Il im Vergleich zu

Patienten der Gruppe | eine geringere Schichtdicke vorliegt.

In dieser Betrachtung muss die Einschréankung beachtet werden, dass die Aufnahme
von B-Scans nur in einem begrenzten Bereich moglich war. Die Lasionen reichten
jedoch zum Teil deutlich Uber die Messbereiche hinaus.

Wie bereits oben beschrieben, wurden die Schichten dieser Schichtgruppe aufgrund
der krankheitsbedingten Degeneration der Schichten zusammengefasst.
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Innensegment Elipsoid und PhotorezeptorauRensegment (ISe + OS)
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Abb. 34 Graphische Darstellung der Verteilung der mit Hilfe der DiOCTA-Software erhaltetnen
Schichtdicke der Innensegment-Ellipsoide mit den Photorezeptoraussensegmenten (ISe+0S) in
den 9 Sektoren des ETDRS-Grids

Die Boxplots geben die mittleren Dicken der Schicht fiir Normprobanden wieder (weiR:
Erwachsene, grau: Kinder). Das Rechteck beschreibt den Datenbereich zwischen der 25. und 75.
Perzentile mit dem Median (horizontale Linie innerhalb des Rechtecks). Die Balken markieren die
10. und 90. Perzentile. Die Punkte stellen die 5. und 95. Perzentile dar. Die Unterteilung erfolgt nach
Patientengruppen: Gruppe | ist rot, Gruppe Il griin dargestellt. Die Patientin 0138_04 mit der
subklinischer Expression der Erkankung ist mit schwarzen Punkten dargestelit.

Abb. 34 wertet die Schichtdicken fiir die Gruppe der Innensegment-Ellipsoide mit den
PhotorezeptorauRensegmenten (1ISe+OS) aus. Auffallend ist, dass sich die
Schichtdicken der gesunden Probanden in allen Sektoren nicht wesentlich
unterscheiden, die Streuung aber zur Peripherie hin abnimmt. Es fallt eine Verdinnung
der Schichtdicke in allen Sektoren bei Patienten sowohl der Gruppe | als auch der
Gruppe Il im Vergleich zu den Normprobanden vor allem in dem zentralen, wie auch in
den makuldren Sektoren auf. In diesen Bereichen unterscheiden sich die
Patientengruppen | und Il nicht wesentlich voneinander. In den peripheren Sektoren ist
die Dicke der Schichtgruppe denen der Normprobanden vergleichbar. Fir die
peripheren superioren und peripheren inferioren Sektoren waren insgesamt aufgrund

der nicht ausreichenden Abdeckung der Flache (gefordert war eine Abdeckung von
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mehr als 80%) entsprechend weniger Werte fiir die einzelnen Patienten bestimmbar,
so dass die Interpretation nur bedingt méglich war. In den peripheren temporalen und
inferioren Sektoren sind die Schichtdicken der Patientengruppe | geringer als die der
Patientengruppe 1l. Die Patientin mit subklinischer Expression der Erkrankung
(0138_04) zeigt in allen Sektoren Werte im Normbereich.

0 Retinales Pigmentepithel (RPE)
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Abb. 35 Graphische Darstellung der Verteilung der mit Hilfe der DiOCTA-Software erhaltenen
Schichtdicke des retinalen Pigmentepithels (RPE) in den 9 Sektoren des ETDRS-Grids

Die Boxplots geben die mittleren Dicken der Schicht fiir Normprobanden wieder (weil3: Erwachsene, grau:
Kinder). Das Rechteck beschreibt den Datenbereich zwischen der 25. und 75. Perzentile mit dem Median
(horizontale Linie innerhalb des Rechtecks). Die Balken markieren die 10. und 90. Perzentile. Die Punkte
stellen die 5. und 95. Perzentile dar. Die Unterteilung erfolgt nach Patientengruppen: Gruppe | ist rot,
Gruppe Il griin dargestellt. Die Patientin 0138_04 mit subklinischer Expression ist mit schwarzen Punkten

dargestellt.

Die Daten zur RPE-Schichtdicke sind in Abb. 35 dargestellt. Hier zeigt sich, dass im
zentralen Kreis (F) die Werte im unteren Normbereich liegen, in den perizentralen
Sektoren zwischen der 25. und 75. Perzentile und in den peripheren Sektoren im
oberen Normbereich. Die Werte der Patientin mit subklinischer Expression liegen im

Bereich der Normprobanden.
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00 Gesamte Netzhaut (NFL-RPE)
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Abb. 36 Graphische Darstellung der Verteilung der mit Hilfe der DiOCTA-Software erhaltetnen

Schichtdicke der gesamten Netzhaut (NFL bis RPE) in den 9 Sektoren des ETDRS-Grids

Die Boxplots geben die mittleren Dicken der Schicht fiir Normprobanden wieder (weil3: Erwachsene, grau:
Kinder). Das Rechteck beschreibt den Datenbereich zwischen der 25. und 75. Perzentile mit dem Median
(horizontale Linie innerhalb des Rechtecks). Die Balken markieren die 10. und 90. Perzentile. Die Punkte stellen
die 5. und 95. Perzentile dar. Die Unterteilung erfolgt nach Patientengruppen: Gruppe | ist rot, Gruppe Il griin,
Gruppe Il schwarz dargestellt. Die Patientin 0138.04 mit subklinischer Expression der Erkrankung ist mit

schwarzen Punkten dargestellt.

In Abb. 36 ist eine Verteilung der gesamten Netzhautdicke bei allen 25 Patienten
abgebildet. Es wurden 86 C-Scans ausgewertet. Davon stammten 20 C-Scans von
Patienten der Gruppe |, 44 C-Scans von Patienten der Gruppe Il, 20 C-Scans von
Patienten der Gruppe Ill und 2 C-Scans der Patientin 0138_04 mit subklinischer
Expression der Erkrankung. Die Patienten sind nach Patientengruppe eingeteilt
(Gruppe | rot, Gruppe Il griin, Gruppe lll schwarz). Die Patientin 0138_04 ist separat
dargestellt (schwarze Punkte). Es l&sst sich zeigen, dass eine deutliche Verdinnung
der Retina in allen Segmenten und bei allen Patientengruppen im Vergleich zu
Normprobanden gemessen wurde. In der Patientengruppe Il ist die Verdiinnung in den
peripheren temporalen und inferioren Sektoren am starksten ausgepragt. Die Werte

von Patientin 0138_04 liegen im Normbereich. In den zentralen und perizentralen
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Sektoren ist die gesamte Netzhautdicke bei allen drei Patientengruppen deutlich

geringer als bei den Normprobanden.

Qualitativ werden die Dicken der einzelnen Schichten anhand von Thickness-Maps
dargestellt. Auf diese Weise lassen sich gruppenbezogene Unterschiede optisch
verdeutlichen (Abb. 37, Abb. 38). Als Beispiel zeigt Abb. 38 die Thickness-Maps eines
Normprobanden sowie je eines Patienten der Gruppe | und Il. Erkennbar ist hier die
zentrifugale Verdinnung der Netzhaut bei den vorgestellten Patienten im Vergleich zu
dem Normprobanden. Vor allem die Unterschiede der Dicke der [Se+OS-
Schichtgruppe zwischen den beiden Patientengruppen werden hier deutlich: Diese
Schichtgruppe ist bei den Patienten gegenuber dem Normprobanden auffallig verdiinnt

(schwarze Areale in der Heatmap).
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Abb. 37 Thickness-Map-Darstellung der einzelnen Schichten und Schichtgruppen bei einem gesunden
Probanden und bei je einem Patienten der Gruppe | und Il

Rechts auf der Skala werden die mittleren Netzhautdicken farbig kodiert. Von A-E: Schichten und
Schichtgruppen: NFL (140 um), GCL+IPL (230 m), INL+OPL+ONL+ELM+IS (370 um), ISe+0S (100 um), RPE
(90 um). NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, INL: innere
Kdrnerschicht, OPL, &uBere plexiforme Schicht, ONL: duRere Kérnerschicht, ELM: Membrana limitans externa,
IS:  Photorezeptorinnensegmente, 1Se: Innensegment-Ellipsoid, OS: PhotorezeptorauBensegment, RPE:
retinales Pigmentepithel.

Abb. 38 Thickness-Map Darstellung der Dicke der gesamten Retina innerhalb eines C-Scans bei einem
gesunden Probanden (A) und bei je einem Patienten der Gruppe I (B), Il (C) und Il (D).

Die mittleren Netzhautdicken sind farbig kodiert. Der Maximalwert von 680 um entspricht der doppelten mittleren
Dicke der gesamten Netzhaut bei den Normprobanden. Man erkennt eine im Vergleich zu dem Normprobanden
(A) verminderte Dicke der Netzhaut bei Patienten in allen drei Gruppen (B — D), insbesondere die stark

reduzierte Dicke im Zentrum.
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4 Diskussion

Das ABCA4-Gen kodiert fur das Transmembran-Transportprotein ABCA4 (Allikmets,
Singh, et al. 1997), welches das N-Retinylidene-Phosphatidylethanolamin vom
Disklumen Uber die Diskmembran in das Zytoplasma transportiert (Quazi & Molday
2014),(Molday et al. 2000). Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, war das ABCA4-
Protein der erste ABC-Transporter, der mit humanen Erkrankungen in Zusammenhang
gebracht werden konnte (Allikmets, Singh, et al. 1997),(Allikmets, Shroyer, et al. 1997).

Biallelische Mutationen des ABCA4-Gens verursachen ein Spektrum autosomal-
rezessiv vererbter Netzhauterkrankungen. Die am héaufigsten vorkommende
Erkrankung davon ist der Morbus Stargardt. Es gibt einen flieRenden Ubergang von
der als Morbus Stargardt bezeichneten Makuladystrophie bis hin zur schweren
Auspragung einer Zapfen-Stabchen-Dystrophie (Lorenz & Preising 2005),(Heimann &
Kellner 2010). Wahrend die extremen Phéanotypen der Erkrankung klinisch einfach zu
identifizieren sind, gibt es bei der intermedidren Ausprdgung (,late onset* Morbus
Stargardt Uberlappend mit einer AMD, Morbus Stargardt mit Beteiligung der Peripherie,
ZSD mit schwerer peripherer Degeneration und RP mit gleichzeitigem Verlust der
Photorezeptorenfunktion in der zentralen und peripheren Retina) keine allgemein
akzeptierten klinischen Parameter zum Vergleich der Schwere der Erkrankung
(Klevering et al. 2005),(Cideciyan et al. 2009).

Bei den ABCA4-vermittelten Netzhautdystrophien kommt es zur starken Akkumulation
von toxischem A2E (N-Retinylidene-N-Retinylethanolamin), einem Bestandteil des
Lipofuszins, und dadurch zu einer Zerstérung der RPE-Zellen und zur Degeneration
der Photorezeptoren und Veranderungen der nachgeschalteten Zellen (Weng et al.
1999).

Ziel dieser Arbeit war es, aus der Betrachtung morphologischer Daten und funktioneller
Untersuchungen ein besseres Verstdndnis der Erkrankung zu erarbeiten, um somit
potentiell therapierelevante Parameter definieren zu koénnen. Dafir wurden 25
Patienten mit nachgewiesenen Mutationen in beiden Allelen des ABCA4-Gens
ausgewahlt und nach der Verteilung der Fundusautofluoreszenz, also einer fir diese
Fragestellung anerkannt sensitiven Untersuchungsmethode zur Darstellung des
retinalen Pigmentepithels, in drei Gruppen eingeteilt. Diese Gruppen wurden
retrospektiv nach Untersuchungen der Morphologie und der Funktion miteinander

verglichen. Die mit Hilfe der OCT-Technik gewonnenen Daten wurden mit der DIOCTA-
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Software ausgewertet. Die hier verwendete DiOCTA-Software ermdglichte es,
morphologische Verdnderungen der einzelnen Netzhautschichten bei den oben
genannten Patienten hinsichtlich der pathologischen Verdnderungen (bei einigen
Patienten auch im zeitlichen Verlauf) zu verfolgen.

Die Limitierungen der Analysen sowie deren Ergebnisse sollen im Folgenden mit
Bezug auf vorangegangene Studien evaluiert werden.

4.1 Einschrankungen der OCT-Technik

Die optische Koharenztomographie hat sich in der Darstellung der Retina seit tber 20
Jahren gut etabliert (Legarreta et al. 2008),(Leung et al. 2008). Die optische
Koharenztomographie ermdglicht eine in-vivo-Querschnittsanalyse der pathologischen
Veranderungen der Netzhaut bei verschiedenen Krankheiten. Mikrostrukturelle
pathologische Veranderungen der einzelnen Netzhautschichten sowie deren Dynamik
kénnen visualisiert werden (Lim et al. 2008),(Querques et al. 2006),(Fleckenstein &
Wolf-Schnurrbusch 2010).

Die Genauigkeit der Untersuchung ist allerdings bei verschiedenen Pathologien
reduziert (Ray et al. 2005),(Sadda et al. 2006),(Matt et al. 2011). Mehrere Grinde fur
ungenaue Aufzeichnungen des Reflexionsverhaltens im OCT wurden in der Literatur
identifiziert. Dazu gehéren unter anderem schlechte Fixation (z. B. durch zentrale und
parazentrale Skotome), Fehler bei der manuellen Korrektur der Konturen, ungenaue
Software-Algorithmen des OCT und daraus resultierend hohe Standardabweichungen
bei der Bestimmung der Foveadicke (Sadda et al. 2006). Auch die &uRere
Netzhautkonturposition variiert zwischen unterschiedlichen OCT-Geraten und deren

Segmentierungsalgorithmen sehr stark (Ehnes et al. 2014), (Matt et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden OCT-Volumenscans mit Hilfe der DiOCTA-Software
automatisch segmentiert und anschlieBend manuell korrigiert. Die genannten

Fehlerquellen wurden soweit méglich minimiert:

Die angewendete SD-OCT-Technik ermdglicht eine hohe Auflésung. Zusétzlich war
durch die Anwendung der oben beschriebenen Eye-Tracking-Software eine Erstellung
von OCTs mit hoherer Qualitdt aufgrund einer reduzierten Zahl von
Augenbewegungsartefakten mdglich. Die angewendete DIOCTA-Software ermdglichte
die Erstellung von Thickness-Maps sowie der ETDRS-Grid-Analyse fir jede
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segmentierte Schicht. Durch die Anwendung des speziell fir Netzhautpathologien
entwickelten Segmentierungsalgorithmus der DiIOCTA-Software (STGD-Algorithmus)
wurde die Zahl der segmentierten Schichten reduziert und die Probleme der
Segmentierung der Konturen umgegangen (die iterative Vorgehensweise bei der
Segmentierung der Netzhautschichten wurde geéndert) (Ehnes et al. 2014). Dies stellt
eine effektive Moglichkeit zur Differenzierung der Netzhautschichten bei Pathologien
dieser Art dar. Durch die manuelle Korrektur wurden die Fehler der automatischen
Segmentierung (Fehlen von Schichten, geringer Kontrast mancher Schichten) erkannt

und entsprechend korrigiert.

Jedoch war bei Patienten mit sehr fortgeschrittener Erkrankung (Gruppe 1ll) aufgrund
der starken Umorganisation der Retina nicht einmal mit dieser Methode eine
Segmentierung von zumindest finf Schichten moglich. Die DiOCTA-Software
ermdglichte, die segmentierten Schichten zusammenzufassen oder diese frei zu
kombinieren. Da der Segmentierungsalgorithmus der DIOCTA-Software nur ab einer
bestimmten Qualitat der OCT-Scans einsetzbar ist (Ehnes et al. 2014), wurde bei den
OCT-Volumenscans, die keine ausreichend gute Qualitét aufwiesen, nur die gesamte
Netzhautdicke vermessen.

4.2 Besonderheiten der Zusammensetzung des Patienten-

kollektivs

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv entspricht hinsichtlich GréRe,
Geschlechts- und Altersverteilung den in der internationalen Literatur beschriebenen
Daten (Burke et al. 2011),(Greenstein et al. 2015),(Duncker et al. 2014),(Lazow et al.
2011),(Querques et al. 2006),(Chun et al. 2014). In dieser Arbeit fand eine
gemeinsame Darstellung der Patienten mit early- und late-onset-Manifestation statt,
beide wurden in das Patientenkollektiv aufgenommen. Die meisten Patienten in dieser
Arbeit bekamen Follow-up-Untersuchungen, was eine Verlaufsbeobachtung der
Entwicklung der Erkrankung erméglichte.

In dieser Studie wurden Patienten, die nur biallelische Mutationen des ABCA4-Gens
aufwiesen, aufgenommen, wahrend vor allem in der amerikanischen Literatur auch
Féalle mit nur einer Mutation oder ohne vorher durchgefiihrte Genanalyse integriert
wurden (Burke et al. 2014),(Chun et al. 2014),(Park et al. 2015a). Dadurch konnte in
dieser Arbeit eine Aufnahme von Patienten, die vielleicht nur phanotypisch
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Ahnlichkeiten aufwiesen, aber eine andere genetische Ursache der Erkrankung trugen,

ausgeschlossen werden. Dies erhohte die Aussagekraft der Arbeit.

In der Literatur wird der Begriff ,Zeitpunkt der Erstdiagnose” unterschiedlich verwendet.
Bei den meisten Fallen, wie auch in dieser Arbeit, handelt sich hierbei um den
Zeitpunkt der erstmals bemerkten subjektiven Beschwerden (Burke et al. 2012),(Lee et
al. 2014). In einer anderen Studie wurde in asymptomatischen Féllen der Zeitpunkt der
letzten augenérztlichen Visite als Datum der Erstdiagnose verwendet und damit die
Dauer der Erkrankung bestimmt (Fujinami, Sergouniotis, et al. 2013). In dieser Arbeit
fand sich lediglich eine Patientin, die keine subjektiven Beschwerden beklagte
(Patientin 0138_04). Dieser Patientin wurde im Gegensatz zum Vorgehen in anderen
Studien keine Erkrankungsdauer zugeordnet. Dadurch wurde die Vergleichbarkeit des

Parameters Erkrankungsdauer besser gewabhrleistet.

Zwei weitere in dieser Arbeit erwahnte Patienten (1882_01, 2678_02), bei denen die
Bestimmung des Erkrankungsbeginns aus den vorhandenen Daten nicht zu erheben
war, wurden aus der Beurteilung der Korrelation der Erkrankungsdauer mit der
L&sionsgrofie ausgeschlossen.

4.3 Besonderheiten der Einteilung der Patienten in Gruppen

Bei der Einteilung der Gruppen wurde auf eine Klassifikation von Fishman und
Mitarbeitern (Fishman et al. 1999) Bezug genommen. Er legte auf die Funduskopie,
Fluoreszeinangiographie und auch das ERG grofden Wert. Die
Untersuchungsmethoden haben sich jedoch weiterentwickelt. Zum einen kénnen die
funduskopisch darstellbaren Lasionen nun besser in der Fundusautofluoreszenz
dargestellt werden, zum anderen stellt die Fluoreszeinangiographie eine invasive
Untersuchungsmethode mit entsprechenden Risiken dar. Die Fundusautofluoreszenz
dagegen ist eine nicht invasive Methode zur Bestimmung der Integritat des retinalen
Pigmentepithels (Heimann & Kellner 2010). Auch die funduskopisch kaum sichtbaren
Flecken sind mit dieser Methode besser darstellbar (Lois et al. 2004),(Gomes et al.
2009). Unabhangig von den gewahlten Untersuchungen findet die Klassifikation von

Fishman et al. aus dem Jahr 1999 breite Anwendung.

Die Einteilung der Patienten in drei Gruppen erfolgte in dieser Arbeit anhand des

Fundusautofluoreszenzbildes. Die Gruppe | beinhaltet Patienten mit zentraler,
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makularer Lasion, die Gruppe Il Patienten mit zentraler Lasion und Flecken, die tber
die GefalRbégen und bis in die Peripherie reichen. Die Gruppe lll bilden Patienten mit
sehr ausgepragten atrophischen Veranderungen und teilweise bereits resorbierten
Flecken. Eine solche Einteilung findet sich in &hnlicher Form in der Arbeit von Fujinami
und Mitarbeitern (Fujinami et al. 2015), die zusatzlich auch andere Einteilungen (nach

dem Fundusbild, der Elektroretinographie und nach dem Genotyp) durchfihrten.

Die eindeutige Zuordnung der Patienten zu einer der drei Gruppen erfolgte anhand der
oben genannten Kriterien (siehe 3.2). Es fanden sich jedoch Grenzfélle, die basierend
auf der GréRRe der zentralen Lasion zwar in die Gruppe |l passten, jedoch aufgrund des

Fehlens von mittelperipheren und peripheren Flecken in die Gruppe | eingeteilt wurden.

Durch die Eingruppierung der Patienten in die drei Gruppen war es mdglich, die
Lasionsgrofien fur jede Gruppe separat zu analysieren sowie die Beurteilung der
Schichtdicke gruppenbezogen durchzufihren. Die Gruppe | mit einer zentralen Lasion
mit oder ohne zentrale Flecken entsprach im eigentlichen Sinne einem Morbus
Stargardt. Die Gruppe Il entsprach am ehesten einer Zapfen-Stabchen-Dystrophie.
Patienten der Gruppe Il zeigten bereits sehr ausgeprégte Verdnderungen, die einer
schweren, progressiven Zapfen-Stabchen-Dystrophie entsprachen - mit grofen
atrophischen Lé&sionen, mit Veranderungen im photopischen und skotopischen ERG
und groB¥flachigen Skotomen sowie groRtenteils bereits resorbierten Flecken. Es gibt
jedoch einen flieRenden Ubergang von der als Morbus Stargardt bezeichneten
Makuladystrophie bis hin zur schweren Ausprdgung einer Zapfen-Stdbchen-
Dystrophie. Der individuelle Verlauf der Erkrankung ist zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung nicht vorhersehbar (Lorenz & Preising 2005),(Heimann & Kellner
2010). Die Einteilung der Patienten in diese drei Gruppen stellte daher keine starre
Trennung der unterschiedlichen Phanotypen dar, sondern reprasentierte eher die

Entwicklung der gleichen Erkrankung im zeitlichen Verlauf.

Die Dauer der Erkrankung war bei den Patienten der Gruppe Il mit dem Median von
2,5 Jahren am kirzesten. Die Gruppe Il beinhaltet Patienten, deren Mutationen zu
einem aggressiveren Krankheitsverlauf fihren. AuRBerdem war der Median der
Erstdiagnose bei Patienten der Gruppe Ill mit 11 Jahren am kurzesten gefolgt von
Gruppe Il mit 13 Jahren. Anhand der Gruppen Il und Ill kann bestétigt werden, dass
Patienten mit einem friilheren Erkrankungsbeginn eine schnellere Progression der
Erkrankung zeigen als Patienten mit einem spéateren Krankheitsbeginn (Lambertus et
al. 2015),(Westeneng-Van Haaften et al. 2012). Eine groRe Zahl der Patienten der
Gruppe lll zeigte bereits eine lange Erkrankungsdauer. Auf3er relativ jungen Patienten,
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die eine schnellere Progression aufwiesen, beinhaltet diese Gruppe auch Patienten,
die weniger schwere Mutationen trugen, aber durch die lange Dauer der Erkrankung
bereits in einem fortgeschrittenen Stadium untersucht wurden. Wéren diese Patienten
in jungerem Alter untersucht worden, wéren sie wahrscheinlich einer anderen Gruppe

zugeordnet worden.

Als ,early onset“-STGD wird die Erkrankung bezeichnet, wenn sie vor dem 10.
Lebensjahr begonnen hat und bei den Patienten Mutationen in beiden Allelen des
ABCA4-Gens vorliegen oder wenn keine Daten aus einer ABCA4-Gen-Analyse
vorliegen, aber sich eine zentrale Netzhautlasion, Flecken oder ,dark choroid“ zeigen.
Die meisten dieser Patienten zeigten einen frihen Beginn und schweren Verlauf
(Lambertus et al. 2015). Es besteht Ubereinstimmung, dass der ,early onset‘-STGD
mit schlechtem Visus und friilhen fovealen Anomalien verbunden ist und zu einem
Endstadium mit schwerem Visusverlust und ausgepragter Atrophie der Retina fihrt
(Lambertus et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit fanden sich insgesamt 7 Patienten
(2 Patienten der Gruppe |, 3 Patienten der Gruppe Il und 2 Patienten der Gruppe IIl),
die als ,early onset® eingestuft wurden. Ein Patient der Gruppe | hatte eine kurze
Erkrankungsdauer, so dass zum Verlauf noch keine Aussage getroffen werden konnte.
Bei dem anderen Patienten der Gruppe | konnte diese Hypothese nicht bestatigt
werden, weil trotz ldngerer Erkrankungsdauer nur zentrale Verédnderungen ohne
periphere Beteiligung bestanden. Jedoch konnten die obigen typischen Eigenschaften
der ,early onset® Erkrankung fir die alle genannten Patienten der Gruppe Il (3
Patienten) und Il (2 Patienten) beobachtet werden.

Die subjektiven Beschwerden beziiglich des Ddmmerungs- und Nachtsehens nahmen
von Gruppe | bis Gruppe Ill zu. Dies weist auf eine zunehmende Beteiligung der
Stébchen im Krankheitsverlauf von Gruppe | zu Gruppe Ill hin. Auch zeigte die
Untersuchung des Farbensehens eine zunehmende Beeintrachtigung von Gruppe | hin
zur Gruppe lll. Das wird damit erklart, dass auch die Zapfen zunehmend in der

Funktion beeintrachtigt waren.

Um einen Literaturvergleich des hier verwendeten Patientenkollektivs zu erméglichen,
wurde eine nicht gruppenbezogene Visusbestimmung des Kollektivs durchgefiihrt. Es
zeigte sich eine Vergleichbarkeit mit den Vorarbeiten (Traboulsi 2012),(Rotenstreich et
al. 2003). Lediglich in einem Visusbereich unter/gleich 0,1 war die Patientenzahl in
dieser Arbeit mit 48% - im Gegensatz zu Vorarbeiten mit 18% - erhéht (Lois et al.
2001). Dies kann an einem bereits fortgeschrittenen Erkrankungsstadium der Patienten
in dieser Arbeit liegen. Als alternative Erkldrung koénnte folgender Ansatz dienen:
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Waéhrend in andere Studien Patienten mit dem typischen klinischen Bild eines Morbus
Stargardt eingeschlossen wurden (teils mit, teils ohne nachgewiesene ABCA4-
Mutation), war das Einschlusskriterium in der vorliegenden Arbeit das Vorliegen einer
molekulargenetisch nachgewiesenen biallelischen ABCA4-Mutation unabhéngig vom
klinischen Befund. Daraus folgt, dass auch Patienten mit bereits weit fortgeschrittenem
Befund (z. B. im Sinne einer ausgedehnten Zapfen-Stabchen-Dystrophie) mit in das
Kollektiv eingeschlossen wurden, die auch einen entsprechend stark reduzierten Visus

aufwiesen.

Bei insgesamt 14 Patienten wurde ein zeitlicher Verlauf der Erkrankungsdauer bis zu 5
Jahren beobachtet. Das von Heimann und Kollegen beobachtete Phdnomen, dass ein
Visus im Bereich um 0,1 Uber lange Zeit bei den meisten Patienten stabil blieb
(Heimann & Kellner 2010), wurde in dieser Arbeit bestatigt (siehe 3.2).

In dieser Studie zeigte sich im Vergleich der Gruppen (von Gruppe | tber Gruppe Il zu
Gruppe ll) eine Amplitudenminderung sowie Latenzverlangerung im photopischen,
anschliefend auch im skotopischen Bereich im Gf-ERG sowie eine zunehmende

SkotomgréfRe und -anzahl in der Perimetrie.

In der Literatur wird beschrieben, dass sich das Gf-ERG am Anfang der Erkrankung oft
als unaufféllig oder wenig verandert zeigt. Erst im Laufe der Zeit kommen
Veranderungen der skotopischen und photopischen Antworten hinzu (Fishman et al.
1999),(Traboulsi 2012),(Lois et al. 1999).

Da die Gruppeneinteilung in dieser Arbeit keine starre Trennung der unterschiedlichen
Krankheiten, sondern eher ein Stadienverlauf der Erkrankung mit der Zeit darstellt,
decken sich die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen beziliglich Zunahme der
funktionellen Einbuflen mit den in dieser Studie beschriebenen Daten. Jedoch fiihrt
dies nicht immer zu einer eindeutigen Zugehdrigkeit und damit Zuordnung zu den

Gruppen. Im Folgenden sollen die Grenzfélle ndher betrachtet werden.

4.4 Diskussionsbediirftige Grenzfille

Die Patientin 1499 _01 der Gruppe | stellt einen Grenzfall dar. Sie zeigte eine grofie
zentrale makulére Lasion. Der Visus war im Vergleich zur GréRe der zentralen
Verédnderung mit beidseits 0,4 unerwartet gut. Dass in der MP1-Untersuchung dieser

Patientin eine empfindliche Stelle parafoveal von weniger als 1 mm detektierbar war,
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die im Goldmann-Gesichtsfeld nicht erfasst wurde, lag wahrscheinlich an der
Genauigkeit der Untersuchungsmethode. Das Goldmann-Gesichtsfeld umfasst einen
Bereich von 90°. Somit ist die Untersuchung der Fovea bei der Goldmann-Perimetrie
nur ein Bruchteil des ganzen Untersuchungsumfeldes. Es erfordert daher eine sehr
hohe Rasterdichte, um die Verdnderungen genauer erkennen zu kénnen, wogegen die
MP1-Untersuchung fiir das zentrale 20°- bis 30°-Gesichtsfeld ausgerichtet, zusatzlich
funduskontrolliert und deshalb diesbezlglich genauer ist (Kroll et al. 2008). Die gute
Sehschérfe bei der Patientin wird durch die zentral gut erhaltene Schichtung der Retina

erklart (,foveal sparing“-Phanomen).

Auch die Patientin 0138_01 stellte einen Grenzfall dar. Bei zentral groRer Lé&sion der
ISe-Schicht wies sie nasal vereinzelte Flecken erhéhter FAF sowie bereits bis auf 50%
erniedrigte Amplituden in skotopischem Bereich des Gf-ERG auf — im Gegensatz zu
den anderen Patienten der Gruppe | mit einer unauffélligen Gf-ERG-Untersuchung.

Die Gruppeneinteilung erfolgte jedoch aufgrund der L&sion und der Verteilung von
Flecken. Die beiden Patientinnen prasentierten mittelperipher und peripher einen
Fundusbefund ohne Flecken (bis auf vereinzelte Flecken nasal der Papille). Wenn man
aber die GroRe der Lasion betrachtet, wird deutlich, dass die zentralen in der FAF
sichtbaren Lasionen der beiden Patientinnen den ganzen Makulabereich ausfllten.
Die beiden Patientinnen wiesen auBerdem eine lange Erkrankungsdauer auf. Die
Einteilung dieser beiden Patientinnen in die Gruppe | ist gerechtfertigt, da sie
mittelperipher und peripher trotz einer langen Erkrankungsdauer keine oder nur wenig
Fundusveranderungen in Form von Flecken aufzeigten. Darlber hinaus verhalt sich die
Patientin 1499 _01 hinsichtlich der funktionellen Ergebnisse gruppenkonform. Die
andere Patientin verhalt sich hinsichtlich des Gf-ERG wie die meisten Patienten der
Gruppe |l. Es bietet sich die Erklarung an, dass eine betréachtliche Zahl der Stabchen

bereits durch die GréR3e der zentralen Verdnderung beeintrachtigt ist.

Durch die Einteilung des Patientenkollektivs in die drei Gruppen konnten die
gruppenspezifischen Unterschiede der Morphologie und Funktion verdeutlicht werden.
Der Median des Zeitpunktes der Erstdiagnose war bei Patienten der Gruppe | mit 15
Jahren am spétesten. Patienten dieser Gruppe zeigten auch die mildesten
Verdnderungen. Zum Teil lag es an den Mutationen, die sie aufwiesen, welche zu
weniger aggressiven Krankheitsverlaufen fihrten, zum anderen daran, dass ein Teil
der Patienten dieser Gruppe (3 von 9) erst kurz (weniger als ein Jahr) vor der SD-OCT-
Aufnahme die ersten subjektiven Beschwerden bemerkt hatte und sich somit noch im
anfanglichen Stadium der Erkrankung befand. Der friheste Zeitpunkt der Erstdiagnose
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von Patienten der Gruppe Ill lag dagegen bei 11 Jahren. Und wie bereits in der
Literatur dargestellt, geht mit einem friheren Beginn auch eine schnellere Progression
der Erkrankung einher. Die Dauer der Erkrankung war bei Patienten der Gruppe Il mit
2,5 Jahren am kirzesten. In dieser Gruppe sind Patienten mit einem aggressiveren
Verlauf zusammengefasst, die kurz nach der Erstdiagnose bereits fortgeschrittene
Verdnderungen aufwiesen. Die Mutationen bei Patienten dieser Gruppe sind als
schwerwiegender zu bewerten als bei Patienten der Gruppe |. Gruppe Il bildeten
einerseits Patienten, die einen aggressiven Krankheitsverlauf aufwiesen, andererseits
auch Patienten, die bereits eine sehr lange Erkrankungsdauer und damit auch sehr
fortgeschrittene Funktionseinbuen und Veranderungen der Morphologie zeigten.
Anhand der Untersuchungen und durch die Gruppeneinteilung konnte verdeutlicht
werden, dass wenn die Morphologie der Netzhaut bereits stark verandert war, auch die
Funktion (der Visus, das Gesichtsfeld, das ERG, das Farbensehen, das
Dammerungssehen) bereits sehr beeintrachtigt war. Die Zusammenfassung der
Patienten in Gruppen erleichterte den Vergleich der Patienten, was Ubersichtlicher
erschien als die vergleichende Beschreibung jedes einzelnen Patienten. Dass sich ein
Patient in einer bestimmten Gruppe zum Zeitpunkt der Untersuchung befand, schlief3t
nicht aus, dass er zu einem frilheren Zeitpunkt einer anderen Gruppe zugehért hétte.
Uber die Beobachtungszeit von bis zu 5 Jahren fanden sich allerdings keine Patienten,

die in eine andere Gruppe gewechselt hatten.

Insbesondere in der Gruppe | waren Patienten zu finden, die eine langsame
Progression aufwiesen. So waren Patienten, die zum fortgeschrittenen Alter ihre
Erstdiagnosen erhielten, nach Jahren immer noch der Gruppe | zugehérig. Es konnte
verdeutlicht werden, dass bereits bei den meisten Patienten der Visus sehr
beeintrachtigt war und dass Patienten, die noch eine gute Sehscharfe aufwiesen,
unabhangig der Gruppenzugehorigkeit fast ausschlieRlich den ,foveal sparing®-
Phénotyp prasentierten. Mdglicherweise sprechen die Patienten mit dem ,foveal
sparing“ sowie die langsam progredienten Patienten am besten auf eine genetische
Therapie an, da die zentrale Netzhaut noch am wenigsten beeintréchtigt ist und mit
einer besseren Antwort der nachgeschalteten Zellen gerechnet werden kann. Man
kann schlussfolgern, dass sich die Einteilung in die 3 Gruppen bewahrt hat, da
hierdurch die charakteristischen Merkmale der jeweiligen Gruppe herausgestellt

werden konnte.
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4.4.1 ,Foveal sparing“-Phdnomen

Die in der Literatur vertretene Ansicht besagt, dass das spate Auftreten der Erkrankung
sowie eine gut erhaltene Sehscharfe charakteristische Merkmale des ,foveal sparing“-
Phanotyps darstellen, jedoch mit unterschiedlichen Funduserscheinungen und
Ganzfeld-ERG-Ergebnissen verbunden sein kénnen (Fujinami, Sergouniotis, et al.
2013).

Die Patientin 1499_01 zeigte im OCT ein sogenanntes ,foveal sparing“-Phdnomen mit
relativ guter Erhaltung der duBeren Netzhautschichten in der Fovea (siehe Abb. 23 im
Abschnitt 3.2.6). Ein &hnliches Bild zeigten die Patientin 2557_04 der Gruppe | sowie
die 4 Patienten der Gruppe Il (1827_01, 2203_01, 2400_01, 2709_01) und ein Patient
der Gruppe Il (2101_01), die ebenfalls in der OCT-Aufnahme ein ,foveal sparing®-
Phanomen prasentierten.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Patienten mit diesem Phdnomen hatten
eine sehr inhomogene Altersverteilung und zeigten groRe Unterschiede in der Dauer
der Erkrankung. Die Vergleichbarkeit von publizierten Studienergebnissen mit zum Teil
sehr umfangreichen Patientenkollektiven (Fujinami, Sergouniotis, et al. 2013),
(Fujinami et al. 2011),(Rotenstreich et al. 2003) ist jedoch bei 7 Patienten in dieser
Arbeit  bezlglich der beiden genannten Kriterien (Altersverteilung und
Erkrankungsdauer) nur sehr eingeschrankt gegeben. Gemeinsamkeiten mit der
Literatur bestehen jedoch darin, dass die Patienten in der Fundusautofluoreszenz und
funduskopisch eine grofle Varianz der Befunde aufwiesen und eine gut erhaltene
Schichtung der Netzhaut in der Fovea mit daher gutem Visus zeigten. Warum die
Fovea hier weniger stark degenerierte, ist aus den phénotypischen und genotypischen
Daten nicht abzuleiten (Fujinami, Sergouniotis, et al. 2013),(Fujinami et al. 2011),
(Rotenstreich et al. 2003).

Einer der 7 Patienten zeigte die zuvor von Goldberg et al. (Goldberg et al. 2013)
beschriebenen sogenannten tubuldren Strukturen (,outer retinal tubulations®) der
auleren Retina. Es wird vermutet, dass diese als Antwort auf einen Verlust oder eine
Dysfunktion von RPE-Zellen auftritt. Diese Rosetten stellen mdglicherweise
absterbende Photorezeptoren dar, die kreisférmig angeordnet werden, um deren
Uberleben zu férdern (Fujinami, Sergouniotis, et al. 2013).

Mehrere Arbeitsgruppen beschreiben die klinische und genetische Atiologie dieses
Phanomens als unklar (Fujinami, Sergouniotis, et al. 2013),(Westeneng-Van Haaften et

al. 2012). Lee und Kollegen postulieren, dass das Vorhandensein dieses Phanomens
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in der Fovea auf die in dieser Region hohe Zapfendichte zuriickzufiihren sei (Lee et al.
2014). Warum aber nur einige Erkrankte solch ein Phanomen prasentieren, bleibt

unklar.

Andere Arbeiten richten ihre Aufmerksamkeit in Richtung alternativer Mechanismen der
Regeneration der Photopigmente, also darauf, dass aulRer den RPE-Zellen auch die
Mdller-Zellen den Photorezeptoren Chromophore zur Verfligung stellen kénnten (Saari
2012). Es wird postuliert, dass eine beobachtete Verdickung der Membrana limitans
externa in der Region der Fovea bei STGD1-Patienten eine friihe Schutzreaktion der

Millerzellen auf Stressfaktoren darstellen konnte (Lee et al. 2014).

4.4.2 Anmerkungen zu den Befunden der Patientin mit subklinischer Expression

der Erkrankung - ein Vergleich mit Normprobanden

Die Patientin 0138_04 mit subklinischer Expression der Erkrankung war ein Beispiel fir
eine (im Vergleich mit Normprobanden) gut erhaltene Netzhautstruktur bei jedoch
nachgewiesener Mutation des ABCA4-Gens in beiden Allelen. Nach multifokalem ERG
ist dem Bereich der Makula eine etwas unter der Norm liegende elektrische Aktivitat
zuzuordnen, die als subklinisches Zeichen der Genveranderung zu werten ist. AuRer
diesen diskreten Auffélligkeiten zeigte sie keine erkrankungsspezifischen
Veranderungen. Lediglich am rechten Auge fand sich parafoveal nasal eine gelbliche
Druse. Diese kleine, funduskopisch sichtbare Lasion stellte sich rund und nicht
irreguléar oder fischférmig dar, was jedoch als typisch fir die Stargardt-Erkrankung
angesehen wirde (Westeneng-Van Haaften et al. 2012). Somit ist ein direkter
Zusammenhang der solitdren Druse mit der ABCA4-Mutation zwar denkbar, aber nicht

eindeutig herzustellen. Die Patientin beklagte subjektiv keine Visusbeschwerden.

Einen ahnlichen Fall beschrieben Westeneng-Van Haaften et al. 2012. Deren Patient
wies funduskopisch kleine gelbliche Flecken in der Makula, in der FAF eine
ausgepragte Hypofluoreszenz im Makulabereich und veradnderte Zapfenantworten im
multifokalen ERG auf und hatte Beschwerden hinsichtlich des Dammerungssehens.
Der Patient wurde von den Autoren als ,late onset*-STGD eingestuft (Westeneng-Van
Haaften et al. 2012).

Auch andere Autoren beschrieben Falle der Zapfendystrophie mit Veranderungen
lediglich im ERG (OCT noch unaufféllig) in anfanglichen Stadien der Erkrankung (Cho
et al. 2013).
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Die Aufnahme der Patientin mit subklinischer Expression in die Arbeit hat diese
bereichert, da so verglichen werden konnte, ob es hier Unterschiede zu
Normprobanden in der Dicke der Netzhautschichten gibt. Die Patientin lag bei allen
untersuchten Netzhautschichten im Bereich der Werte der Normprobanden und wich
damit stark von den anderen Patienten dieser Arbeit hinsichtlich Verdnderungen der

Netzhautschichtung ab.

4.5 Uberlegungen zu LisionsgréBen

Aktuell wird in der einschlagigen Literatur die Struktur ,Innensegment-Ellipsoid (ISe)* in
verschiedenen Publikationen als wichtiger morphologisch-funktioneller
Korrelationsparameter diskutiert (Hood et al. 2011),(Lazow et al. 2011),(Birch et al.
2013). Bereiche der Netzhaut, in denen die ISe-Schicht noch eindeutig abgrenzbar ist,
enthalten vermutlich noch funktionsfahige Photorezeptoren oder zumindest solche, die
aufgrund ihrer erhaltenen morphologischen Integritdt nach einer spezifischen
Gentherapie wieder ihre Funktion zuriickerlangen kénnten (Stieger & Lorenz 2014).

Das Ausmessen der flaichenbezogenen LasionsgréBe anhand der fehlenden ISe-
Schicht ist bisher in der Literatur nicht beschrieben und stellt somit einen originaren
Ansatz der Beurteilung von OCT-Daten dar. Lediglich die Arbeit von Greenstein und
Mitarbeitern verwendet einen Ansatz, in dem die FlachengroRe des Defektes der ISe-
Schicht erarbeitet wurde. Bei diesen Autoren ist jedoch die 1ISe-Schicht mit der OS- und

RPE-Schicht zusammengefasst und als OS+ bezeichnet (Greenstein et al. 2015).

Die dieser Arbeit zu Grunde liegenden, mit der DiIOCTA-Software gemessenen
Lasionsflachen nahmen im beobachteten zeitlichem Verlauf von bis zu 5 Jahren
(&hnlich den von Greenstein und Kollegen beschriebenen Ergebnissen) bei den
ausgewerteten Patienten der Gruppe | und Il erwartungsgemaR an GréRe zu (siehe
Abb. 28 im Abschnitt 3.4). Damit ist erstmals eine Aussage Uber eine Zunahme der mit
Hilfe der DiOCTA-Software bestimmten Lasionsgrée bei Patienten mit
Veranderungen an beiden Allelen des ABCA4-Gens (und nicht eines Kollektivs von

Patienten mit Morbus Stargardt) erbracht.

In der Literatur wurden bereits Untersuchungen zur Progression des ISe-Schicht-
Defektes Uber einen zeitlichen Verlauf mit Hilfe der SD-OCT-Technik bei XRP-
Patienten durchgefiihrt (Birch et al. 2013),(Birch et al. 2015). Es wurden jedoch
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Einzelscans verwendet, was keine Flachenberechnung erlaubt. Es zeigte sich nicht nur
eine Zunahme des Defektes im zeitlichen Verlauf, sondern auch, dass das
Fortschreiten schneller erfolgte, wenn ein Defekt initial bereits grol® war. Zudem zeigte
sich eine ,schwache, aber signifikante Tendenz®, dass sich der Verlust der Ellipsoid-
Zone mit abnehmendem Abstand zur Fovea abschwéchte. Die letztere der beiden
oben genannten Studien von Birch et. al konnte zusétzlich eine schnellere Progression
in Bereichen der Uberganszonen von gesunder zur pathologischer Netzhaut im
Vergleich zur mittleren Peripherie und zur Makularegion mit statischer Perimetrie
(Empfindlichkeitsabnahme in dB) zeigen (Birch et al. 2015).

Dies konnte bedeuten, dass die Zellen in Foveandhe eine besondere
Widerstandsfahigkeit zeigen. In dieser Dissertation wiesen fast ein Drittel der Patienten
trotz ausgepragten Fundusverdnderungen das Phdnomen des ,fovealen sparing” auf.

Aus den in dieser Dissertation erarbeiteten Verlaufsdaten zur Flache der fehlenden
ISe-Schicht konnte ein individueller Krankheitsverlauf der einzelnen Patienten
visualisiert werden. Diesem Leitgedanken sind auch Birch und Kollegen
nachgegangen. In deren Arbeit wurde eine Bestimmung der Breite der mit dem OCT
beurteilbaren fehlenden [ISe-Schicht Uber die Zeit durchgefihrt und als
Krankheitsverlauf in pm/Jahr ausgedruckt. Die Verlaufsdaten, die in der vorliegenden
Arbeit zur Verfligung standen, erlauben es aufgrund der geringen Patientenzahl nicht,
allgemeine Aussagen Uber die Geschwindigkeit der Zunahme der I1Se-Lé&sion Uber die
Zeit zu treffen. Anhand der Verlaufsbeobachtungen an einer gréReren Zahl von
Patienten und einem langeren Beobachtungszeitraum kann man zukinftig solche
Patienten, die zu einer schnelleren Progression neigen, von denen, die langsamer
progredient werden, unterscheiden. Die Wirksamkeit einer Therapie wére bei solchen
Patienten am gréften, bei denen die Zellen der Netzhaut noch nicht so weitreichend

degeneriert sind.

Die LasionsgroRen wurden aulerdem bei dieser Dissertation mit unterschiedlichen
Parametern wie dem Visus, dem Alter der Patienten und der Erkrankungsdauer

verglichen.

Es zeigte sich eine Tendenz, dass die Patienten der Gruppe Il insgesamt jinger waren
und eine kurzere Erkrankungsdauer im Verhéltnis zur Lasionsflache aufwiesen als die
Patienten der Gruppe |. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Daten der Literatur, in
denen Aussagen Uber bestehende Korrelationen zwischen dem Alter bei
Diagnosestellung und der Progression der Erkrankung sowie einem schlechteren Visus

(je fruher der Beginn der Erkrankung, desto schneller die Progression und der
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Visusverlust) gemacht wurden (Lois et al. 2001),(Rotenstreich et al. 2003),(Fujinami,
Lois, et al. 2013),(Fujinami et al. 2015),(Michael Stur et al. 2007).

Die Mutationen im ABCA4-Gen kénnen mit einem breiten Spektrum unterschiedlicher
Phéanotypen assoziiert werden (Sullivan 2009). Hierzu wurde ein Modell der Korrelation
des Phanotyps mit dem funktionellen Schweregrad der ABCA4-Gen-Mutation
vorgeschlagen (Cremers et al. 1998),(Klevering et al. 2005). Danach verursachen
schwere Genmutationen den  Phéanotyp einer Zapfen-Stabchen-Dystrophie oder
Retinitis pigmentosa, moderate Genmutationen den eines Morbus Stargardt und eine
Kombination von Mutationen mit geringer Beeintréchtigung des Transportproteins die
Jate onset* Variante des Morbus Stargardts (Westeneng-Van Haaften et al. 2012). Ein
mdglicher Erklarungsansatz, warum die Patienten der Gruppe Il friiher erkrankten, eine
kirzere Erkrankungsdauer und dabei gréRRere Lasionen aufwiesen, bezieht sich auf die

schwereren Mutationen in dieser Patientengruppe.

Nach der Korrelation der LasionsgrofRen mit der Sehschérfe in der vorliegenden Arbeit,
zeigte sich, dass bei kleinen bis zu 5 mm? Lasionsgréen noch ein relativ guter Visus
zu erwarten war. Bei den gréReren Lasionen war der Visus bereits sehr beeintréchtigt.
Mit der weiteren Zunahme der Lé&sion senkte er sich aber meistens nicht weiter ab.
Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den von Heimann und Kollegen
berichteten Daten uber eine Stabilisierung des Visus im Bereich von 0,1 (Heimann &
Kellner 2010). Man stellt fest, dass ein guter Visus bei einer gréReren Lasion nur bei

Patienten mit einem ,foveal sparing“-Ph&nomen zu finden ist.

Ein solcher Vergleich mit den durch die OCT-Technik gewonnenen flachenbezogenen
Daten fand sich in der bisherigen Literatur nicht. Die Vergleiche der zentral gelegenen
Einzelscans mit dem Visus zeigten eine Korrelation zwischen der Sehscharfe und dem
Durchmesser des Defektes der Photorezeptorenschicht in der Fovea (Stur et al.
2007),(Querques et al. 2009). Eine Korrelation zwischen besserem BCVA, besserem
Ergebnis in der MP1-Perimetrie, geringer verandertem multifokalen ERG und einer
fundusphotographisch weniger atrophischen makuléren L&asion mit Erhalt der 1S/OS-
Linie im SD-OCT fanden auch Testa und Mitarbeiter, die im SD-OCT sechs horizontale
B-Scans durch die Makula untersuchten (Testa et al. 2012).

Die Frage nach der Reihenfolge der degenererativen Veranderungen der
Netzhautzellen beim Morbus Stargardt (zuerst Photorezeptoren, dann Pigmentepithel
oder umgekehrt) wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend einige

Arbeitsgruppen die Hypothese starkten, dass der Verlust der Photorezeptoren vor dem
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RPE-Verlust stattfindet (Lazow et al. 2011),(Chen et al. 2011),(Gomes et al.
2009),(Burke et al. 2011), berichteten andere das Gegenteil (Glazer & Dryja
2002),(Cideciyan et al. 2004),(Greenstein et al. 2015). Histologische Untersuchungen
zeigten, dass sich an Stellen mit vollstdndigem Verlust der Photorezeptoren teilweise
Stellen mit noch erhalteten RPE-Zellen befinden (Jones et al. 2012), was auf eine

primare Degeneration der Photorezeptoren hinweist.

Durch Verwendung der DiOCTA-Software war es mdglich, die Lasionsflache der
fehlenden ISe-Schicht sehr genau zu vermessen. Dies ermdglichte eine exakte
Beobachtung der Veradnderungen dieser Art sowie einen Vergleich zwischen den
Patientengruppen bzw. einzelnen Patienten, auch im zeitlichen Verlauf. Die Ergebnisse
kénnen genutzt werden, um Patienten mit unterschiedlich schneller Progression der
Erkrankung fir die zukiinftige Therapie zu finden. Eine Limitierung der Technik zeigte
sich jedoch bei Patienten, bei denen die Flache des ISe-Schadens den untersuchten
C-Scan Uberragt, wobei diese Patienten mit bereits sehr weit fortgeschrittenem
Netzhautschaden voraussichtlich am wenigsten fir eine Gentherapie in Frage
kommen. Patienten mit einer Ausdehnung der Lasionsflache der ISe-Schicht, die den
untersuchten C-Scan Uberragte, wurde zahlenmaRig eine Léasionsflache von 28 mm?
zugeordnet, also entsprechend die maximale Flache des gesamten C-Scans (28 mm?).
Eine Uber diesen Bereich hinausgehende Berechnung der gesamten Lasionsflache war
naturgemaf nicht méglich, da diese Bereiche auerhalb der vorhandenen OCT-Scans
lagen. Dennoch war aufgrund der statistischen Vergleichbarkeit die Zuordnung eines
konkreten Zahlenwertes sinnvoll. Die L&sionsgroRRe aller Patienten der Gruppe Il
befand sich bereits in diesem Bereich. Dennoch war es sinnvoll, die Patienten der
Gruppe Il in die Arbeit einzuschlieen; schlieRlich handelte es sich bei diesen um die
Falle mit den am meisten fortgeschrittenen Veréanderungen. Somit konnte die Arbeit mit
den Vergleichen zwischen Lé&sionsgréRe auf der einen Seite und Visus,
Erkrankungsdauer und Alter der Patienten der Gruppe Il auf der anderen Seite

ausgeweitet werden.

4.6 Besonderheit der Studie - flaichenbezogene Schichtdicken-

bestimmung

Die meisten bisherigen Studien verglichen die OCT-Daten mit unterschiedlichen

Parametern anhand von punktuellen Veranderungen eines zentralen OCT-B-Scans
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(Cho et al. 2013),(Huang et al. 2014),(Burke et al. 2011),(Lazow et al. 2011). Die
Besonderheit der vorliegenden Arbeit liegt darin, dass Volumenscans verwendet
wurden. Dadurch war es mit Hilfe der DiOCTA-Software mdglich, eine
flaichenbezogene Analyse durchzufiihren. Dies stellt eine Erweiterung der

diagnostischen Mdéglichkeiten dar.

Die DIOCTA-Software ermdglichte es zudem, die Dicke unterschiedlicher Schichten
der Netzhaut separat zu untersuchen. Anhand der Empfehlungen von Ehnes und
Kollegen erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine Einteilung der segmentierten OCT-
Netzhautschichten in finf Schichten bzw. Schichtgruppen (NFL, GCL+IPL,
INL+OPL+ONL+ILM+IS, 1Se+0OS, RPE). Die Schichtdicken der Netzhaut wurden auf
der Grundlage des ETDRS-Grids in 9 Sektoren separat untersucht. Diese Auswertung
wurde gruppenbezogen durchgefiihrt. Viele vorangegangene Studien haben sich mit
einer geringeren Patientenzahl befasst, ohne eine Gruppeneinteilung vorzunehmen.
Der gruppenbezogene Vergleich gibt zusatzlich die Méglichkeit, den Krankheitsverlauf
noch genauer zu charakterisieren. Diese Differenzierung des Krankheitsverlaufs
zwischen einzelnen Gruppen kann z. B. hilfreich sein, um bestimmte Patienten fir eine

zukuinftige Therapie auswahlen zu kénnen.

Die Aussagekraft der Daten war jedoch bei der Patientengruppe Il aufgrund der

starken Netzhautumorganisation sehr eingeschrankt.

4.7 Uberlegungen beziiglich der Dicke der einzelnen Schichten

bzw. Schichtgruppen

Das retinale Remodeling ist eine Konsequenz der retinalen Degeneration. Es geht um
reaktive Veranderungen der Netzhaut aufgrund der Degeneration der Photorezeptoren.
Auf zelluldrer bzw. molekularer Ebene bedeutet dies, dass die Netzhaut im Rahmen
der retinalen Degeneration dynamisch durch Anderung der Funktion und Morphologie
der verbleibenden Zellen reagiert (Jones et al. 2012). Die drei Phasen des retinalen
Remodelingsprozesses stellen sich wie folgt dar: Zu den ersten Veranderungen durch
Photorezeptorstress gehort eine Umverteilung der Opsine in den Stabchen und
Zapfen. In der nachsten Phase kommt es zum Untergang von Photorezeptoren und zur
Hypertrophie der Mullerzellen. AuRerdem kommt es durch einen Verlust der Dendriten

zu einer Trennung der Verbindung mit den Bipolarzellen, einer neuronalen Migration
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und zur Bildung von sogenannten Mikroneuromen durch eine Neuritogenese. Diese
Sprossung betrifft nicht nur die Bipolar-, sondern auch die Horizontal- und
Amakrinzellen. In der letzten Phase kommt es zum Remodeling der Netzhaut mit einer
Migration von Neuronen in der vertikalen Achse der Retina, einer Migration der
Uberlebenden Bipolar- und Amakrinzellen in die Ganglienzellschicht und einer Invasion
der neuralen Retina durch das RPE (Jones & Marc 2005),(Jones et al. 2012).

4.7.1 Nervenfaserschicht

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die Nervenfaserschichtdicke (NFL) erhéht, mit
Ausnahme des zentralen ETDRS-Grid-Sektors, in dem sie erniedrigt war. Es zeigte
sich in den makuléren superioren, inferioren und nasalen Sektoren (MS, MT, MI) eine
starkere Verdickung der NFL bei den Patienten der Gruppe Il im Vergleich zur Gruppe
I. Die Gruppe Il war wegen des Vorhandenseins nur zwei auswertbarer Patienten nicht
reprasentativ; die Patienten zeigten jedoch eine noch deutlichere Verdickung dieser

Schicht bis in die peripheren Sektoren.

Die erhéhte Dicke der NFL kénnte als reaktive Veranderung auf die starke Verdiinnung
der inneren Netzhautschichten erklart werden. Somit kann dies als Ursache der immer
ausgeprégteren Schaden der Netzhaut im Verlauf von Gruppe | Uber Gruppe Il zu
Gruppe llI diskutiert werden.

Als Ursache der Verdickung ist ein Remodeling-Prozess mit neuronalem Verlust und
Migration und Hypertrophie der Gliazellen als Reaktion auf diesen Verlust von
Photorezeptoren denkbar (Jacobson et al. 2007). Auch eine mechanische Ursache der
Verdickung im Sinne eines ,Stretchings® der NFL zur Auffullung des freiwerdenden
Raumes, der durch die Degeneration der Photorezeptoren entsteht, kénnte als ein
Erklarungsansatz dienen (Hood et al. 2009). Ebenso ist eine axonale Schwellung als
Grund der NFL-Verdickung denkbar. In der bisherigen Literatur wurden lediglich
Arbeiten beschrieben, die sich mit horizontalen Einzelscans befassten. Die Autoren
dieser Arbeiten kamen zu ahnlichen Ergebnissen, wobei sich die Verdickung der NFL
in der nasalen Retina am starksten ausgepragt zeigte (Hood et al. 2009). Aufgrund des
Vergleichs der histologischen Studien ist die Hypothese der Proliferation der Gliazellen
im Rahmen der Remodelingsprozesse am ehesten zutreffend. Der Erklarungsansatz,
dass das Gliagewebe auf der Oberfldche der Retina die Ursache der gemessenen

NFL-Verdickung sein kdnnte, indem es in den Segmentierungsalgorithmus einbezogen
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wurde (Walia & Fishman 2009), ist bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
DiOCTA-Software unwahrscheinlich.

4.7.2 Ganglienzellschicht + Innere plexiforme Schicht (GCL+IPL)

Wie bereits beschrieben, wurden deutliche Unterschiede zwischen den Patienten der
Gruppen | und Il beobachtet. In den makuldren Sektoren war die Schichtdicke der
GCL+IPL der Gruppe | erniedrigt, die der Gruppe Il im Vergleich zu den
Normprobanden erhéht. In den peripheren Sektoren war die Dicke dieser beiden
Gruppen ahnlich der Dicke der Normprobanden. Die Patienten der Gruppe | zeigten
zwar nur zentrale Verdnderungen, die mittlere Erkrankungsdauer war jedoch deutlich
langer als von Patienten der Gruppe Il. Die Verdinnung der Schichtgruppe GCL+IPL
bei der Patientengruppe | kdnnte als Atrophie - sekundar zu reaktiven Veranderungen -
interpretiert werden. Bei der Patientengruppe Il bestand im Mittel eine kirzere
Erkrankungsdauer, weshalb die reaktiven Verdnderungen einschlief3lich Hypertrophie
der Zellen (und dadurch die mittlere Dicke der GCL+IPL-Schichtgruppe) héher sind als
bei den Normprobanden. Mdglicherweise spielen hierbei dhnliche Prozesse eine Rolle
wie sie als Erklarungsansétze im Abschnitt (4.7.1) beschrieben wurden, wonach die
Verdickung der inneren Netzhautschichten als ein sekunddres Remodeling nach
Degeneration der Photorezeptoren zu interpretieren wére (Aleman et al. 2007),(Aleman
et al. 2008). Andere histologische Studien zeigten eine Minderung der Anzahl der
Ganglienzellen, die mit gleichzeitiger Minderung der Anzahl der Photorezeptoren
einherging (Stone et al. 1992). Ebenso wurde ein Uberleben von zahlreichen Neuronen
und Ganglienzellen auch in schweren Formen der Retinitis pigmentosa beschrieben
(Stone et al. 1992),(Santos et al. 1997),(Flannery et al. 1989). Reaktive Gliose des
Gliagewebes (Millerzellen, Astrozyten) mit einer Hypertrophie und retinaler Migration
von Zellen wurde in den histologischen Studien an Augen von Patienten mit RP
beobachtet (Milam et al. 1998).

Es wurde auRRerdem beobachtet, dass trotz signifikanten Verlusts von Photorezeptoren
die Ganglienzellschicht normal blieb, was darauf hindeutet, dass nach dem Tod von
Photorezeptoren die GCL-Schicht zunachst erhalten bleibt. Da Morbus Stargardt eine
zentrifugale Netzhautdystrophie darstellt, die sich vom Zentrum der Netzhaut in die
Peripherie ausbreitet, sind somit die peripheren Sektoren, die bei den hier
untersuchten Patienten den Werten der Normprobanden ahnelten, wahrscheinlich noch
am wenigsten von den reaktiven Verdnderungen beeintrachtigt. Der Begriff
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Remodeling schlieBt eine Transformation des Gliagewebes, eine neuronale
Translokation, Verlust von Neuronen und eine Entstehung von ektopischen Komplexen
von Neuriten ein (Jones & Marc 2005). Histologische Studien zeigten, dass die
degenerierte Netzhaut sehr dynamisch neue Synapsen bildet und somit ihre Plastizitat

im Krankheitsverlauf zeigt.

Nicht zu vergessen bleibt die Tatsache, dass Patienten der Gruppe Il einen
fortgeschrittenen Netzhautschaden zeigten. Unter den peripheren Sektoren zeigte sich
im temporalen Sektor ein deutlicher Unterschied zwischen Patientengruppe | und Il.
Die Arbeiten von Hood und Kollegen verzeichnen, dass in diesen Gebieten der
Netzhaut, in welchen bereits physiologischerweise eine dinnere Nervenfaserschicht
vorkommt, die Zunahme der Ganglienzellschicht auch als Dehnungsprozess

interpretiert werden kénnte (Hood et al. 2009).

Allerdings befasste sich die Studie von Hood mit RP-Patienten. Studien zu dieser
Schichtgruppe bei Patienten mit ABCA4-Gen-Mutationen wurden zum aktuellen
Kenntnisstand noch nicht durchgefiihrt. Durch die in dieser Arbeit angewendete
DiIOCTA-Software war es moglich, die GCL- und IPL-Schicht bei Patienten mit
biallelischen Mutationen des ABCA4-Gens noch genauer zu untersuchen. Die
gewonnenen Daten koénnen dazu dienen, die erkrankungsbedingt veranderte
Morphologie der Netzhaut besser zu verstehen.

4.7.3 Innere Kérnerschicht + AuRere plexiforme Schicht + AuRere Kérnerschicht
+ Membrana limitans interna + PhotorezeptorauBensegment

(INL+OPL+ONL+ELM+0OS)

In dieser Dissertation wurde eine Einteilung der Netzhautschichten in flnf
Schichtgruppen durchgefihrt. Das Vorgehen orientierte sich an den Vorgaben und
Empfehlungen, die aus der Studie von Ehnes und Kollegen hervorgehen (Ehnes et al.
2014). Diese Einteilung war aufgrund der starken Desorganisation der inneren
Netzhautschichten durchaus sinnvoll. Bei der vorliegenden Pathologie war bei den
Patienten der Gruppe Ill sogar die Einteilung in diese funf Schichtgruppen nicht
moglich.

In dieser Arbeit zeigte sich eine starke Verdinnung der Schichtgruppe
INL+OPL+ONL+ELM+0OS in allen untersuchten Segmenten des ETDRS-Grids.

Interessant war zu beobachten, dass die Minderung der Dicke dieser Schichtgruppe
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bei Patienten der Gruppe Il im Vergleich zu Patienten der Gruppe | in den peripheren
Sektoren noch starker ausgepragt war. Wie bereits oben gezeigt wurde, kénnte es an

dem ausgepragteren Schaden bei der Erkrankung dieser Gruppe liegen.

Ein direkter Vergleich mit der Literatur ist nicht gegeben, da unterschiedliche Autoren
unterschiedliche Schichten zusammengefasst haben. Auch die Anzahl der Studien, die

sich mit den inneren Netzhautschichten befasst haben, ist begrenzt.

Die Ersten, die den inneren Netzhautschichten bei Patienten mit Mutationen im
ABCA4-Gen Aufmerksamkeit schenkten, waren Huang und Mitarbeiter. Die Autoren
beobachteten, dass eine regionale Verdickung der INL mit einer entsprechenden
Verdinnung der ONL korrelierte. Die Veranderungen der inneren Schichten
(Laminopathie) wurden auch als ein Remodeling-Prozess gedeutet, welcher der
Degeneration der Photorezeptoren folgt (Huang et al. 2014).

Eine weitere Arbeitsgruppe untersuchte bei Patienten mit Morbus Stargardt die
Schichtdicken (peripapilldr sowie in der Makula) von ONL+ (das bedeutet OPL+ONL)
und OS, die sich vor allem in der temporalen im Vergleich zur nasalen Makula
erniedrigt zeigten. Als mdgliche Ursache wurde postuliert, dass die im Bereich der
nasalen Makula vergleichsweise dickere RNFL einen gewissen Schutz der tiefer
gelegenen Netzhautschichten vor lichtbedingtem oxidativem Stress darstellt. Auch in
Regionen, in denen die RPE-Dicke normal war, zeigte sich die Dicke der ONL+-Schicht
und OS-Schicht bereits verdiinnt (Burke et al. 2011). Dies wurde so interpretiert, dass

der Photorezeptorenschaden der Atrophie des retinalen Pigmentepithels vorausgeht.

4.7.4 Innensegment-Ellipsoid + PhotorezeptorauBensegment (ISe+0S)

Diese Schichtgruppe zeigte sich im zentralen und den makulédren Sektoren verdinnt.
Diese Ergebnisse decken sich mit denen der anderen Autoren (Burke et al.
2011),(Park et al. 2015a). Die Verdunnung war in diesen Bereichen starker ausgepragt
als in den peripheren Sektoren (in denen die Werte teilweise in der Norm lagen), was
wiederum mit der zentrifugalen Ausbreitung der Erkrankung einhergehen kénnte. Die
Autoren der letztgenannten Studie von Park et al. beschrieben einen Verlust der ISe-
Schicht im Bereich der zentralen Lé&sion. Im Gegensatz zu dieser Studie hat der
DiOCTA-Segmentierungsalgorithmus die Dicke der 1Se-Schicht zusammen mit
derjenigen der OS-Schicht berechnet, so dass diese Schichtgruppe zwar verdinnt,

aber noch vorhanden war. Insgesamt war eine Segmentierung der Schichten bei dem
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in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientenkollektiv mit bereits fortgeschrittenen
Veranderungen der zentralen Netzhaut erschwert. Das ist ein Aspekt, der diese Studie
von der Studie von Park et al., die nur Patienten mit milden Veranderungen
untersuchten, unterscheidet (Park et al. 2015a).

4.7.5 Retinales Pigmentepithel (RPE)

Die Dicke der RPE-Schicht zeigte sich bei den Patientengruppen | und Il unerwartet
normal. Warum die Dicke der RPE-Schicht in dieser Arbeit ahnlich wie bei den
gesunden Probanden war, kénnte zum einen an den hyperreflektiven Stellen liegen,
die in die Auswertung mit aufgenommen wurden (mdégliche RPE-Migration, RPE-
Hypertrophie, retinale Flecken). Zum anderen unterscheidet der in dieser Arbeit
angewandte Algorithmus das RPE nicht von der sogenannten Interdigitationszone (1Z),
die bereits im Kapitel 2.2.1.1 ausfiihrlich beschrieben wurde. Optisch war die genaue
Grenze zwischen RPE und IZ bei dem untersuchten Patientenkollektiv nicht mehr
sichtbar, so dass die Segmentierung inklusive der IZ erfolgte. Auch andere
Arbeitsgruppen wurden gleichen Segmentierungsproblemen gegeniibergestellt (Lima
et al. 2013),(Park et al. 2015b). Allerdings wurden in der Studie von Park und Kollegen
nur Patientenkollektive mit sehr milden zentralen Fundusverédnderungen erfasst. Die
Autoren beschrieben drei hyperreflektive Linien: EZ (hier I1Se), 1Z und RPE- Komplex.
Die IZ war bei Park et al. bei den Normprobanden parafoveal und perifoveal besser zu
detektieren als foveal und in der peripheren Region (12° von der Fovea entfernt). Bei
STGD-Patienten war die IZ zentral, para- und perifoveal (also innerhalb der L&sion)
unterbrochen. Peripher war bei Normprobanden die Hélfe der 1Z detektierbar, bei den
Stargardt-Patienten nur zu 26%. Die manuelle Segmentierung wurde dort von vier
Experten vorgenommen. Es zeigten sich Unterschiede in der Bewertung zwischen den
Experten, was darauf hinweist, dass die manuelle Segmentierung schwierig und nur
eingeschrankt objektivierbar ist. Die Dicke der RPE-Schicht auBerhalb der zentralen
Lasion war bei Patienten und Normprobanden ahnlich. Bei einer anderen
Untersuchung bei Patienten mit unterschiedlichen genetischen Ursachen einer Zapfen-
Stabchen-Dystrophie war die 1Z bei allen untersuchten Patienten Gber den ganzen B-
Scan nicht detektierbar. Die ELM und die EZ waren in der Fovea bei 83% bzw. 92%
der Patienten (N = 20) nicht vorhanden (Lima et al. 2013).

113



Die Dicke der RPE-Schicht lag in dieser Dissertation nah an den Normwerten. Bereits
bei den Normprobanden zeigte sich eine deutliche Streuung der Werte, was
wahrscheinlich mit der reduzierten Auswertbarkeit der 1Z-Linie zusammenhéngt. Bei
der manuellen Segmentierung bestand die Wahl, die sogenannte Pigmentmigration
entweder von der Beurteilung auszuschlieen oder mit aufzunehmen. Da die Migration
bei dem groften Teil der Scans zu sehen war, wurde die RPE-Migration mit in die
RPE-Schicht aufgenommen (siehe Abb. 12, Abschnitt 2.2.2). Vergleicht man diese
hyperreflektiven Stellen mit histopathologischen Schnitten, stellt sich heraus, dass
diese den reaktiven Lipofuszin-beladenen hyperplastischen RPE-Zellen entsprechen
(Mullins et al. 2012),(Steinmetz et al. 1991). Diese rupturieren mit der Zeit und
verursachen somit ein Verschwinden der RPE-Zelle (Steinmetz et al. 1991). Es gibt
Studien, in denen Netzhautregionen mit solchen Verdnderungen aus der Beurteilung
ausgeschlossen wurden (Lazow et al. 2011). Zusammenfassend war die
Vorgehensweise in dieser Dissertation sinnvoll, da die hyperreflektiven Stellen im
eigentlichen Sinne und im Vergleich zu der Histologie als Teil der RPE-Schicht

anzusehen sind.

Die in dieser Arbeit beschriebene Pigmentmigration kénnte auch Ausdruck einer
Uberlebensfunktion der Retina sein. In der aktuellen Literatur zur SD-OCT wurden die
hyperreflektiven Foci als Migration der Lipofuszingranula (iberwiegend in die ONL,
aber auch in die weiteren inneren Netzhautschichten und die Chorioidea) oder Drusen
bzw. retinale Flecken zwar gefunden, jedoch nicht ursachlich untersucht (Piri et al.
2015),(Querques et al. 2006),(Querques et al. 2009),(Ho et al. 2011),(Gerth et al.
2007).

Die Dicke der RPE-Schicht wurde in dieser Dissertation aus dem RPE und der
Bruchmembran gebildet. Da die SD-OCT-Technik und die DiOCTA-Software die
Bruchmembran vom RPE nicht unterscheidet, war es nicht mdéglich, diese beiden
Schichten zu trennen. Ritter und Kollegen (Ritter et al. 2013) beschrieben bei 14
STGD1-Patienten die Dicke der RPE-Schicht mit Hilfe von SD-OCT, FAF sowie
Polarisations-sensitivem OCT (funktionelle Erweiterung des SD-OCT). Letzteres zeigt
anhand der Veranderung der Polarisation des zurlickgestreuten Lichtes des
melaninhaltigen RPEs die Integration und Konfiguration der RPE-Schicht. Die
Patienten wurden nach der Einteilung von Fishman (Fishman et al. 1999) eingruppiert.
Eine Schwierigkeit bestand darin, die Grenze der RPE-Schicht genau mit dem SD-OCT
darzustellen, da die exakte Unterscheidung zwischen dem verdiinnten RPE und der
Bruchmembran, die noch in Bereichen des RPE-Verlustes sichtbar ist, nicht méglich
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war. Die Polarisations-sensitive OCT-Technik erlaubt eine Darstellung des Verlustes
der Depolarisation des RPE (Ritter et al. 2013).

Histopathologische Studien zur Retina von Patienten mit Morbus Stargardt sind in der
Literatur selten. In der Studie von Bonilha und Mitarbeitern wird die Retina von einem
Stargardt-Patienten mit der Netzhaut eines gesunden Patienten verglichen (Bonilha et
al. 2014). Zusammenfassend wird in der histologischen Studie eine Langlebigkeit von
Zellen der inneren Netzhaut beobachtet, auch lange nach dem Verlust der
Photorezeptorzellen. Die Histologie zeigte, dass sich in Arealen mit vollstandigem
Verlust der Photorezeptoren noch Areale mit restlichen RPE-Zellen befinden, so dass
die Frage nach der Reihenfolge des Verlustes von RPE-Zellen und Photorezeptoren
angesichts der ABCA4-Dysfunktion beantwortet werden konnte. Transkripte fur Gene
der inneren Netzhaut (Bipolarzellen, Amakrinzellen, Ganglienzellen) wurden noch
lange nach dem Verlust des Sehens gefunden. Dieser Erhalt zumindest auf
molekularer Ebene unterstiitzt die Méoglichkeit einer erfolgreichen Therapie mit
Stammzell-basiertem Photorezeptorersatz, eine optogenetische Sensibilisierung der
inneren Netzhautneuronen oder elektrische Stimulation der inneren Retina auch spéat
im Verlauf der Erkrankung (Mullins et al. 2012).

4.8 Ausblick

Die in dieser Arbeit verwendete DIOCTA-Software erlaubte es, genaue Analysen der
Struktur der einzelnen  Netzhautschichten durchzufihren. Eine standige
Weiterentwicklung der OCT-Technik wird auch in Zukunft unerléasslich sein fur ein
besseres Verstdndnis der Morphologie der Netzhauterkrankungen, fur eine exakte
Diagnosestellung und fur die Beurteilung der Behandlungseffekte (Wirtitsch et al.
2005).

Eine Limitierung der mit Hilfe der OCT-Technik durchgefiihrten Untersuchungen
besteht darin, dass nur die Veranderungen der Reflexion gezeigt werden kénnen, die
nicht immer der Histologie entsprechen. Die Technik der adaptiven Optiken erlaubt
eine transversale Auflésung von 2 pm, welche die genaue Struktur der
Photorezeptoren sichtbar macht. Allerdings erlaubt sie bisher nur die Analyse kleiner
Ausschnitte der Netzhaut. Eine Weiterentwicklung dieser Techniken kénnte in Zukunft

eine noch bessere Darstellung der Architektur der gesunden und pathologisch
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veranderten Retina erlauben und damit zusatzliche Informationen auf der zellularen
Ebene liefern (Zawadzki et al. 2005).

Die somatische Gentherapie ermdglicht das Einbringen von korrekten Genkopien in die
Photorezeptoren, in denen der Defekt lokalisiert ist. Beim Morbus Stargardt wird derzeit
eine humane Genadditionstherapie-Studie mit einem Lentivirus-Vektor der Firma
Oxford Biomedica unter dem Namen StarGen geprift (Han et al. 2014),(Stieger &
Lorenz 2014). Im Tiermodell verliefen vergleichbare Versuche bereits erfolgreich
(Binley et al. 2013). Es ist daher von entscheidender Bedeutung, das Krankheitsbild mit
seinen morphologischen und funktionellen Parametern so exakt wie méglich zu
charakterisieren, um zum einen die geeignetesten Patienten fur eine Therapie
definieren zu kénnen und zum anderen, um den Effekt einer méglichen Therapie fir
den individuellen Patienten abschéatzen zu kénnen. Dazu ist es wichtig, entsprechende

klinische Parameter zu identifizieren, die eine genaue Verlaufsbeurteilung erméglichen.

Die in dieser Dissertation erbrachten Analysen kénnen fir die zukinftige Gentherapie
nltzlich sein. Mit der DIOCTA-Software kénnen die Umbauprozesse der Netzhaut im
Verlauf genauer verfolgt werden. So konnte auch wahrend einer Therapie das
Ansprechen der Behandlung durch die Verdnderung der Schichtdicken verfolgt

werden.
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5 Zusammenfassung

Das ABCA4-Gen kodiert fir das Transmembran-Transportprotein ABCA4, welches die
Retinoid-Komponenten vom Disklumen uber die Diskmembran in das Zytoplasma der
Photorezeptoren transportiert. Bei den ABCA4-vermittelten Netzhautdystrophien
kommt es aufgrund von Behinderungen des Transportes zur starken Akkumulation von
toxischem A2E und dadurch zu einer Zerstérung der RPE-Zellen und zur Degeneration

der Photorezeptoren und der nachgeschalteten Zellen.

Biallelische Mutationen des ABCA4-Gens verursachen ein Spektrum autosomal-
rezessiv vererbter Netzhauterkrankungen. Die am héaufigsten vorkommende

Erkrankung davon ist der Morbus Stargardt.

Ziel dieser Dissertation war es, die Morphologie der zentralen Netzhaut bei Patienten
mit Mutationen im ABCA4-Gen zu charakterisieren und zu systematisieren, um aus der
Betrachtung morphologischer Daten und funktioneller Untersuchungen ein besseres

Versténdnis der Erkrankung zu erarbeiten.

Dafur wurden 25 Patienten mit biallelischen Mutationen des ABCA4-Gens untersucht.
Die Patienten wurden anhand der Verteilung von Verdnderungen der
Fundusautofluoreszenz in Anlehnung an die Einteilung von Fishman et al. in drei
Gruppen eingeteilt. Diese Gruppen wurden nach Untersuchungen der Morphologie und
der Funktion miteinander verglichen. Fur die Beurteilung wurden Informationen aus
Anamnese, SD-OCT-Aufnahmen, Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen, Fundus-
photographien, Visusbestimmung, Goldmann-Perimetrie,  funduskontrollierter
Perimetrie (MP1), Ganzfeld-ERG (Gf-ERG), multifokalem ERG (mf-ERG) und Panel-

D15-Farbsehtest nach Lanthony herangezogen.

Bei den 25 Patienten wurden zwischen 2008 und 2014 mittels Spectral-Domain-OCT
(SD-OCT, Spectralis, Heidelberg Engineering, Heidelberg) Volumenscans der
zentralen Netzhaut durchgefiihrt. Die OCT-Volumenscans wurden mittels der von
Ehnes und Kollegen entwickelten DiOCTA-Software (Ehnes et al. 2014) automatisch
segmentiert, manuell korrigiert und anschlieRend sektorbezogen und gruppenbezogen
ausgewertet. Es wurden LéasionsgréRen anhand der fehlenden 1Se-Schicht
ausgemessen und mit Parametern wie Visus, Patientenalter und Erkrankungsdauer

verglichen.
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In der géngigen Literatur wurden oft morphologische Netzhautveranderungen anhand
von Einzelscans untersucht. Das Besondere an dieser Arbeit war die Verwendung von

Volumenscans, durch die flichenbezogene Analysen der Netzhaut moglich waren.

Die durchgefiihrte Patientenanalyse zeigte gruppenspezifische Unterschiede in den
morphologischen und den funktionellen Daten. Die erste Gruppe bildeten Patienten mit
den am wenigsten ausgepragten Verdnderungen, die zweite Gruppe Patienten mit
ausgepragteren  Schdden, kurzer Erkrankungsdauer und einem frihen
Erkrankungsbeginn, die dritte Gruppe bildeten Patienten mit den am starksten

ausgepragten Netzhautschaden.

Die LasionsgroRen zeigten gruppenbezogene Unterschiede. Die Patienten der Gruppe
Il wiesen die groRten Lasionen auf (>28 mm?). Bei dem Vergleich der Lasionsgréle
mit dem Visus zeigte sich, dass bei Lasionsgréfien von mehr als 5 mm? der Visus
(gruppenunabhéangig) bereits sehr schlecht war. Patienten mit einer noch guten
Sehscharfe  prasentierten entweder ein  ,foveal sparing“-Phdnomen oder
LasionsgroRen von weniger als 5 mm? Es zeigte sich eine Tendenz, dass die
Patienten der Gruppe Il insgesamt jinger waren und eine kirzere Erkrankungsdauer
im Vergleich zur Lasionsflache aufwiesen als die Patienten der Gruppe |. Es zeigte sich

aufllerdem eine Zunahme der Lasionsflache im zeitlichen Verlauf.

Bezlglich der gruppen- und sektorbezogenen Schichtdicken der einzelnen
Netzhautschichten zeigte sich im Vergleich zu Normprobanden eine Verdickung der
NFL- sowie GCL+IPL-Schichten, eine starke Verdinnung der Schichtgruppe
INL+OPL+ONL+ELM+IS, [Se+OS sowie der gesamten Netzhautdicke und eine
normale Dicke des RPE.

Aufgrund der durch die fortgeschrittene Erkrankung starken Umorganisation der
Netzhaut der Patienten der Gruppe |l war es anhand der SD-OCT-Technik hier nicht
mehr méglich, eine Einteilung in 5 Schichten durchzufihren.

Es ist von groRer Bedeutung, Patienten mit einer langsameren Krankheitsprogression
oder noch nicht weit fortgeschrittenem Erkrankungsprozess zu identifizieren, da bei
diesen die Wirksamkeit einer Therapie am vielversprechendsten ist. Das Ziel ist eine
Anwendung der Therapie bevor die Zellen der Retina weitgehend zerstért sind. Die in
dieser Arbeit erbrachten Analysen koénnten fur die zukunftige Gentherapie der
Erkrankung nltzlich sein, um geeignete Patienten fir solche Therapieanséatze zu

identifizieren.
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6 Summary

The ABCA4 gene encodes the ABCA4 protein, a photoreceptor-specific adenosine
triphosphate (ATP)-binding cassette transporter which transports the retinoid
components from the disc lumen across the disc membrane to the cytoplasmic leaflet
of the photoreceptors. This transport activity is reduced in ABCA4-mediated retinal
dystrophies which lead to an excessive accumulation of A2E and thereby to the

disfunction of RPE cells, a degeneration of photoreceptors and post-receptor cells.

Biallelic mutations in the ABCA4 gene cause a wide spectrum of autosomal recessive

retinal diseases. Stargardt disease is the most common macular dystrophy.

The aim of this study was to characterize and systemize the morphology of the central
retina in patients with mutations in the ABCA4 gene to develop a better understanding

of the disease through the analysis of morphological data and functional tests.

25 patients with biallelic mutations of the ABCA4 gene were examined. The patients
were categorized in three groups based on the distribution of fundusautofluorescence
according to the classification of Fishman et al. These groups were compared with
each other according to the morphology and function. The information included the
medical history, SD-OCT images, fundusautofluorescence images, fundus
photographs, visual acuity, Goldmann perimetry, fundus controlled perimetry (MP1),
full-field ERG (ffERG), multifocal ERG (mfERG) and the Panel D15 color vision test.

Volume scans of the central retina were acquired from all 25 patients from 2008 to
2014 by Spectral domain OCT (SD-OCT, Spectralis, Heidelberg Engineering,
Heidelberg). The OCT volume scans were automatically segmented, manually
corrected and then evaluated sector- and group-based using the DIOCTA software
developed by Ehnes and colleagues (Ehnes et al. 2014). Lesion sizes of missing I1Se
layer were measured and compared with parameters such as visual acuity, patient age

and disease duration.

In previous studies morphological retinal changes were often examined based on
single scans while the analyses of the present study were based on volume scans.

This provided the possibility to create an area-based analysis of the retina.

The analysis of the patients showed group-specific differences in the morphological
and functional data. Group | consisted of patients with the least spread changes, group
Il consisted of patients with advanced damage, a short duration of disease and an early
disease onset, group Il consisted of patients with the most severe retinal damage.
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The lesions presented group-related differences. Patients in group Ill showed the
largest lesions (>28mm?). When comparing the size of the lesion with the visual acuity,
it could be shown that with lesion sizes of more than 5 mm? visual acuity was very poor
(group-independent). Patients with a still good visual acuity presented either a "foveal
sparing” phenomenon or lesion of less than 5 mm?2 It could be observed that the
patients of group Il were younger and had a shorter duration of disease compared by
the size of the lesion than the patients of group |. There was rather an increase in size
of the lesion area over time. Regarding the group- and sectoral-dependent layer
thicknesses of the individual layers of the retina (compared to healthy subjects) an
elevated thickness of the NFL and GCL + IPL layers, a strong thinning of the layer
group INL + OPL + ONL + ELM + IS, ISE + OS as well as of the entire retinal thickness

and a normal thickness of the RPE could be demonstrated.

Due to an advanced disease and thereby a strong reorganization of the retina of
patients in Group Il it was no longer possible to identify the five retinal layers via the
SD-OCT technology.

It is of great importance to identify patients with a slower disease progression or with
not far advanced disease processes as they promise the greatest effectiveness of
therapy. The objective is therefore to apply a therapy before most of the cells of the

retina are destroyed.

The analyses conducted in this study could be useful for future gene therapy of the
disease in order to identify appropriate patients for such therapies. This study takes an

early step towards this topic.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

ABCA4
AMD
A2E
A2PE
APE
arRP
ART
at-RDH
CRAIBP
DiOCTA
ELM (OLM)
FAF
ffERG
GCL
Gf-ERG
ILM

INL

I1Se

IPL

IRBP

ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 4
Altersbedingte Makuladegeneration
N-Retinylidene-N-Retinylethanolamin
N-Retinylidene-N-Retinyl-Phosphatidylethanolamin
N-Retinylidene-Phosphatidylethanolamin
autosomal-rezessiv Retinitis pigmentosa

Automatic Real Time

all-trans Retinoldehydrogenase

zellulares Retinaldehyd-bindendes Protein

Device independent OCT Analysis

Membrana limitans externa (outer limiting membrane)
Fundusautofluoreszenz

full-field-electroretinography (Ganzfeld-ERG)
Ganglienzellschicht (ganglion cell layer)
Ganzfeld-Elektroretinogramm

Innere Gliagrenzmembran (inner limiting membrane)
Innere Kérnerschicht (inner nuclear layer)
Innensegment-Ellipsoidschicht

Innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer)
Interphotorezeptor Retinoid-bindendes Protein
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LEA
LF

logMAR

LRAT
mf-ERG
NFL
ocT
ONL
OPL
OPS

PE

PIS (IS)
POS (OS)
RDH5
RPE

RPE 65
RVO
SD-OCT
SLO
STGD
XRP

ZSD
122

Lesetafeln nach Lea-Hyvarinen

Lipofuszin

negativer dekadischer Logarithmus des minimalen Auflésungswinkels
(minimum angle of resolution)
Lecithin-Retinol-Acyl-Transferase
Multifokal-Elektroretinogramm

Nervenfaserschicht (nerve fiber layer)

Optische Koharenztomographie

AuRere Kérnerschicht (outer nuclear layer)

AuRere plexiforme Schicht (outer plexiform layer)
Rhodopsin oder Zapfenopsin
Phosphatidylethanolamin
Photorezeptor-Innensegment (innersegment)
Photorezeptor-Auliensegment (outersegment)
cis-11-retinol Dehydrogenase 5

Retinales Pigmentepithel (retinal pigment epithelium)
Isomerohydrolase, Retinal Pigmentepithelium 65kDa Protein
Retinale VenenverschliRe (retinal vein occlusion)
Spectral Domain Optische Koharenztomographie
Scanning Laser Ophthalmoskop

Morbus Stargardt

X chromosomal Retinitis pigmentosa

Zapfen-Stébchen-Dystrophie
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11 Anhang

Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen der 25 untersuchten Patienten
(links 30°, rechts 50°, wenn nicht in der jeweiligen Bildunterschrift anders bezeichnet)

Patientin mit subklinischem Befund (keiner Gruppe zugeordnet):

0138_04 rechtes Auge

0138_04 linkes Auge
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Patienten der Gruppe I:

0138_01 rechtes Auge

0138_01 linkes Auge

0504_01 rechtes/linkes Auge (30°)
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1499 01 linkes Auge

2160_01 rechtes/linkes Auge (30°)
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2479_01 rechtes/linkes Auge (30°)

2557_01 rechtes Auge

2557_01 linkes Auge
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2557_04 rechtes Auge

2557_04 linkes Auge

2678_01 rechtes/linkes Auge (30°)
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2689_01 rechtes Auge

2689 _01 linkes Auge

Patienten der Gruppe II:

0483_01 linkes Auge
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0483_01 linkes Auge

1827_01 rechtes Auge

1827_01 linkes Auge
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1827_04 rechtes Auge (2001)

1827_04 linkes Auge (2001)

2018_01 rechtesl/linkes Auge (30°)
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2192_01 rechtes Auge

2192_01 linkes Auge

2203_01 rechtes Auge
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2203_01 linkes Auge

2400_01 rechtes Auge

2400_01 linkes Auge
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2709_01 linkes Auge

Patienten der Gruppe lll:
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0033_01 rechtes Auge

0033_01 linkes Auge

1087_01 rechtes Auge

1087_01 linkes Auge
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1348_01 rechtes Auge

1348 _01 linkes Auge

1882_01 rechtes Auge
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2101_01 linkes Auge
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2394 01 linkes Auge

2678 _02 rechtes/linkes Auge (30°)
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