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1. Einleitung

1.1.  Hereditare Netzhautdystrophien

Die Gruppe der hereditdren Netzhautdystrophien umfasst eine Vielzahl retinaler Erb-
krankheiten, welche nach unterschiedlichen Gesichtspunkten (wie z. B. Augenhinter-
grundbefund, Genetik oder Histologie) eingeteilt werden kdnnen. Eine allgemeingl-
tige, uniforme Nomenklatur besteht hierbei nicht. [45]

Eine Obersichtliche Mdglichkeit der Einteilung ist die Unterscheidung zwischen regio-
nal begrenzten und generalisierten Dystrophien. Von diesen beiden grofRen Gruppen
lassen sich ferner die mit Syndromen assoziierten Dystrophien und die stationdren
Netzhautfunktionsstérungen abgrenzen. [7] Wahrend die regional begrenzten Stérungen
dabei v. a. die erblichen Makuladystrophien (wie Morbus Stargardt und Morbus Best)
umfassen, betreffen die generalisierten Formen die gesamte Retina. [7,45] Letztere las-
sen sich wiederum nach der vorwiegenden Degeneration der einzelnen Photorezeptor-
typen in zwei Kategorien unterteilen, je nachdem, ob bevorzugt die Stdbchen oder die
Zapfen betroffen sind bzw. welche Population bei Degeneration beider Zelltypen zuerst
oder schwerer beeintréchtigt ist. Bei Giberwiegender Degeneration der Stdbchen spricht
man von Stébchen-Zapfen-Dystrophien, im umgekehrten Fall von Zapfen-Stabchen-
Dystrophien. [36] In die Gruppe der Stabchen-Zapfen-Dystrophien kann dabei auch der
Formenkreis der Retinopathia pigmentosa, der mit einer Pravalenz von weltweit ca.
1:5.000 haufigsten hereditaren Netzhautdystrophie, eingeordnet werden. [97] Sie zeich-
net sich entsprechend dem Uberwiegenden Ausfall der Stdbchenfunktion durch die Leit-
symptome Nachtblindheit und konzentrische Einengung des Gesichtsfeldes aus. [32]
Dagegen dominieren bei Erkrankungen mit Betonung auf dem Verlust der Zapfenfunk-
tion neben verminderter Sehscharfe vornehmlich Farbsehstérungen und erhéhte Licht-
empfindlichkeit. [32]

Eine besondere Gruppe innerhalb der erblichen Netzhautdystrophien stellt die EOSRD
(= Early onset severe retinal dystrophy) als Uberbegriff friinkindlicher und juveniler
Dystrophieformen dar. Der Schweregrad des klinischen Bildes reicht dabei von weniger
massiven Verldufen bis hin zur Leberschen kongenitalen Amaurose (LCA, Leber’s

congenital amaurosis), die sich durch eine hochgradige Sehstérung der kleinen Patien-



ten bereits in den ersten Lebensmonaten auszeichnet. [92] Die bisher bekannten Unter-
formen der LCA unterscheiden sich dabei nicht nur in ihrer genetischen Ursache, son-

dern sind auch phénotypisch heterogen (s. Abschnitt 1.2.2.). [81]

1.2.  Lebersche kongenitale Amaurose (LCA) /
Frihkindliche schwere Netzhautdystrophie (EOSRD)

1.2.1. LCA/EOSRD - Klinik und Diagnostik

Erstbeschreiber der LCA war im Jahre 1869 der deutsche Augenarzt Theodor Leber,
dem zu Ehren die Erkrankung ihren Namen (Lebersche kongenitale Amaurose) erhielt.
[53] Die LCA kann als eine spezielle Form der Netzhautdystrophie angesehen werden,
deren Besonderheit der sehr friihe Krankheitsbeginn ist. [32] Die betroffenen Kinder
zeigen eine hochgradige Visusminderung bis hin zur Blindheit, die sich innerhalb des
ersten Lebensjahres entwickelt oder sogar schon bei Geburt besteht. [7] Klinische
Symptome infolge der betrachtlichen Sehschwéche kdnnen sich in Form von Augen-
zittern (Nystagmus), Schielen (Strabismus), fehlender Reaktion auf optische Reize bis
hin zu fehlender Pupillenreaktion, okulodigitalem Ph&nomen (Franceschetti-Zeichen,
Erlauterung s. Abschnitt 3.1.1.1) und Lichtscheu (Photophobie) manifestieren. [7,32,97]
Die Diagnostik zeigt neben der Visusminderung und ausgepragten Gesichtsfelddefekten
ein oft friihzeitig reduziertes bzw. unterhalb der Nachweisgrenze liegendes Elektro-
retinogramm (ERG). [7,97] Am Augenhintergrund kénnen sich Knochenkdrperchen,
Geféallverengungen, Pigmentepitheldefekte sowie eine Atrophie von Choriokapillaris
und Papille entwickeln. [7] Allerdings hangt der Fundusbefund (ebenso wie die tbrigen
klinischen und diagnostischen Befunde) stark vom jeweiligen genetischen Hintergrund
ab, also davon, in welchem Gen bei einem bestimmten Patienten die urséchliche Muta-
tion zu finden ist. [81]



1.2.2. LCA/EOSRD - Genetischer Hintergrund

Als erstes der LCA zu Grunde liegendes Gen konnte im Jahr 1996 GUCY2D identifi-
ziert werden. [77] Derzeit (Stand November 2012) sind beim Menschen 23 Gene be-

kannt, die im Falle einer Mutation zu den klinischen Befunden der LCA fiihren (s.

Tabelle

1-1

und Abbildung

1).  (http://www.retina-international.org/sci-news/

databases/disease-database/leber-congenital-amaurosis/) Am héufigsten betroffen sind
dabei CEP290 (ca. 15 %), GUCY2D (ca. 12 %) und CRB1 (ca. 10 %). [97]

mutiertes Gen

mutiertes Gen

Gen-

Erb-

Typ  |OMIM (Abktrzung) (voller Name) |OMIM Genlocus gang Referenz
LCA1 |204000| GUCY2D Guanylate cyclase 2D |600179| 17pl13 |ar, ad [77]
Retinal pigment
LCA 2 |204000 RPEGS epithelium-specific | 180069| 1p31 ar [34,64]
protein 65 kDa
Spermatogenesis
LCA 3 |604232 SPATA7Y associated 7 609868 | 14¢31.3 ar [74,98]
Aryl hydrocarbon
LCA 4 |604393 AIPL1 receptor interacting 604392 | 17pl13.1 ar [88]
protein-like 1
LCA5 |604537| CGORF152 |CBOpenreadingirame g1 0g|  ga14 | ar [22]
152 (Lebercillin) q
Retinitis pigmentosa
LCAG6 |613826| RPGRIP1 GTPase regulator | 605446 | 14911 ar [25,31]
interacting protein
LCA 7 |613829 CRX Cone-rod homeobox [120970| 19913.3 | ad [29]
LCA8 |613835 CRB1 Crumbs homolog 1 {604210|1931-32.1| ar [21,59]
Nicotinamide [15,27
LCA9 |608553 NMNAT1 mononucleotide 608700 | 1p36.22 ar | 4 4’6 7é
adenylyltransferase 1 46,76]
LCA 10 [204000| CEP290 | CeM"osomalProtein 16101471 12q21.3 | ar [23]
IMP (lonosine 5 -
LCA 11 | 204000 IMPDH1 monophosphate) 146690| 7931.3 ad [12]
dehydrogenase 1
LCA12 |610612| . RD3 Retinal degeneration 3 610412 1q32 | ar | [30]
(C10RF36)




Retinol dehydrogenase

LCA 13 |612712 RDH12 12 608830 | 14923.3 ar [75]
Lecithin retinol
LCA 14 604863 LRAT acyltransferase 604863 | 4q31.3 ar [96]
. ) [33,37,
LCA 15 |204000 TULP1 Tubby like protein 1 |602280| 6p21.3 ar 66]
Potassium inwardly-
LCA 16 614186 KCNJ13 rectifying channel, |603208 2q37 ar [86]
subfamily J, member 13
LCA |204000 ALMS1 Alstrom syndrome 1 | 606844 | 2p13.1 ar [99]
Calcium-binding
LCA [204000 CABP4 protein 4 608965| 11q13.1 ar [6]
Cyclic nucleotide-gated
LCA |204000| CNGA3 channel alpha 3 |600053| 29112 | ar | [99]
LCA - IQCB1 1Q motif containing B1 |609237| 3021.1 ar [26,99]
LCA [204000| MyoVlla Myosin Vila 600060| 11q13.5 | ar [99]
Phosphodiesterase 6C,
COD4 613093 PDE6C cGMP-specific, cone, |600827 | 10q24 ar [95]
alpha prime
Orthodenticle
MCOPS5|610125|  OTX2 omeobox 2600037 14223 | ar | [39]

Tabelle 1-1: Betroffene Gene bei LCA-Patienten (http://www.retina-

international.org/sci-news/databases/disease-database/leber-congenital-amaurosis/)

COD4 = Cone-rod dystrophy 4, MCOPS5 = Microphthalmia syndromic type 5,

OMIM = Online Inheritance Mendelian in Man

Mutationen in diesen 23 Genen sind fir etwa 70 % der untersuchten LCA-Félle verant-

wortlich; bei den verbleibenden ca. 30 % der Patienten konnten die der Erkrankung zu

Grunde liegenden Gene noch nicht identifiziert werden. [58,97]

Fur eine ganze Reihe von ursdachlichen Mutationen ist es heute mdglich, diese mit

einem Hybridisierungsassay beim jeweiligen LCA-Patienten nachzuweisen — voraus-

gesetzt nattrlich, dass das betroffene Gen bereits bekannt ist. [81] Jedoch kann der

molekulargenetische Arbeitsaufwand dadurch reduziert werden, dass der Phénotyp des

einzelnen Patienten bereits gewisse Rickschlisse auf den mdglicherweise zu Grunde

liegenden Genotyp liefert. [81,97] So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass sich




Mutationen in den Genen CRX, GUCY2D, RPE65, RPGRIP1, CRB1 und LRAT gerade
bezuglich ihrer klinisch-diagnostischen Befunde soweit unterscheiden lassen, dass eine
der molekulargenetischen Analyse vorgeschaltete Eingrenzung der Auswahl moglicher
Genmutationen in vielen Fallen durchaus mdéglich und sinnvoll ist. [81] Dies soll die
exemplarische Befundauswahl in Tabelle 1-2 anhand einiger charakteristischer Merk-
male Ubersichtsartig verdeutlichen.

Gen Besonderheiten
GUCY2D e Verlauf: friihe und schwere Form mit trdger Pupillenreaktion
(autosomal- e Visus: unter 0,1
rezessiv)
¢ Augenhintergrund: unauffallig, auch tber lange Jahre keine
Veranderungen
GUCY2D e ERG: negativ (mit ausgepragter Zapfenstorung)
(autosomal- e Visus: progredienter Verlust bis 0,1 - 0,3
dominant)
e Augenhintergrund: Makulaveranderung
RPEG65 e Fundusautofluoreszenz: fehlend
e Visus: relativ gut (um 0,3) in der ersten Lebensdekade, stark
beleuchtungsabhéngig
¢ absolute Nachtblindheit vom Sauglingsalter an
e Augenhintergrund: weitgehend unauffallig
CRB1 o Verlauf: friher, schwerer Beginn
e OCT: charakteristisch verdickte Netzhaut
CRX ¢ Augenhintergrund: netzhautweiter Schaden mit lokalen Foci

Tabelle 1-2: Genotyp-Phénotyp-Korrelation bei LCA-Patienten [81]

Schon diese Auswahl einiger typischer Befunde macht die ,klinische Heterogenitat®
[81] der einzelnen LCA-Subtypen deutlich. Die klinische Variabilitat des Phanotyps der
Tréger unterschiedlicher Mutationen war auch ausschlaggebend fir die Auswahl eines
Teils des Patientenkollektivs dieser Arbeit, welches hinsichtlich Mutationen im RD3-

Gen untersucht wurde (s. 1.4. Zielsetzung).




1.2.3. LCA/EOSRD - Therapieansatze

Netzhautdystrophien wie die LCA / EOSRD galten bisher als nicht kausal therapierbar.
[91] Als symptomatische Behandlungsansatze kénnen Brillen mit Kantenfiltergléasern,
vergroRernde Sehhilfen und der Hinweis auf eine Selbsthilfegruppe nitzlich fir die
Betroffenen sein. [32] Auch eine psychologische Betreuung der Patienten sowie eine
genetische Beratung hinsichtlich der Vererbung der Krankheit an potentielle Nach-
kommen sind dabei hilfreiche Strategien. [91] Eine kausale Therapie stand jedoch fur
Patienten mit LCA (ebenso wie fiir alle anderen von hereditaren Netzhautdystrophien
Betroffenen) bislang im klinischen Alltag leider noch nicht zur Verfiigung. [91] Fur die
Zukunft  verspricht  hier die somatische  Gentherapie  Heilungserfolge.
[20,28,58,63,81,89-91] Das Grundprinzip dieser Technik besteht in der intrazelluldren
»Substitution” des defekten Gens durch eine intakte Kopie desselben. [90] Auf die
Methode der somatischen Gentherapie wird im Diskussionsteil (Abschnitt 4.2.) noch-
mals eingegangen, da Forschungsergebnisse, wie sie sich z. B. aus der vorliegenden
Dissertation ergeben, als notwendige Vorarbeiten fur die Anwendbarkeit dieses Verfah-
rens angesehen werden konnen.

Daneben ist als weiterer Forschungsansatz zur Therapie von Netzhautdystrophien die
Entwicklung von Retinaimplantaten zu nennen, die bereits in der Lage sind, ein gewis-
ses Sehvermdgen bei  Netzhautpatienten  wiederherzustellen.  [104](http://2-

sight.eu/en/home-en)

1.3. Das RD3-Gen

1.3.1. Die Rolle des RD3-Proteins im Phototransduktionszyklus

Aufbau der Netzhaut

Die menschliche Netzhaut (Retina, Tunica interna bulbi) setzt sich aus zwei Anteilen

zusammen: der Neuroretina (Stratum nervosum) und dem retinalen Pigmentepithel

(RPE, Stratum pigmenti). [101] Das Stratum nervosum wiederum ist von innen nach

auflen aus neun Schichten aufgebaut (vgl. Abbildung 1).



Die eigentliche sensorische Funktion der Lichtwahrnehmung tbernehmen die Photo-
rezeptoren (Sinneszellen der Netzhaut), also die Stabchen und Zapfen. lhre Zellkerne
liegen im Stratum nucleare externum, ihre Innen- und AuBRensegmente im Stratum seg-
mentorum externum et internum. [24] Der Phototransduktionsprozess selbst findet dabei
in den AuBensegmenten statt. Die ibrige Neuroretina dient der Weiterleitung und Ver-

arbeitung der Sinnesinformationen.

Das retinale Pigmentepithel ist Gber die Interphotorezeptoren-Matrix mit der Neuro-
retina verbunden. Es tbernimmt die Versorgung der Photorezeptoren mit Energietra-

gern, Sauerstoff und den fur den Sehvorgang benétigten Chromophoren. [80]

‘ Inner Limiting Membrane (ILM)
Mdller Cells

= = O  Nerve Fibre Layer (NFL)

Ganglion Cell Layer (GCL)

MO~ e ECr

Inner Plexiform Layer (IPL)
KCNJ18 O
NNMINAT1 @

CABP4 @
SPATA7 O

Inner Nuclear Layer (IML)

CRB1 ®
oTX2 @
AIPL1 @ .
IMPDH1 ® Outer Plexiform Layer (OPL)
CRX @
CEP290 @
ALMST1 ©
Lebercilin ® Outer Nuclear Layer (ONL)
RPGRIP ®
lQcB1 ©
RD3 @
@GUECY2b O
PDEBC O Photoreceptor-
CNGA3 O & Inner Segments (PIS)
MyoVila @ Outer Limiting Membrane (OLM)
TULP1 ® Photoreceptor-
ME?ZK ; Outer Segments (POS)
oINS (9 Interphotoreceptor-
LRAT ® matrix (IPM)
RPEﬁfj ® Retinal Pigment-
Nuclei © epithelim (RPE)

Choriocapillaris
Blood Vessels

Abbildung 1: Schematisch vereinfachte Darstellung der menschlichen Netzhaut mit
Lokalisation der LCA-Gen-Produkte in den verschiedenen retinalen
Zelltypen (http://www.retina-international.org/sci-news/databases/disease-

database/leber-congenital-amaurosis)



Phototransduktionsprozess [8,24,43,57,71,78,80,85]

Die Membran der Photorezeptor-Aullensegmente bildet zahlreiche Membran-
einfaltungen (bei Zapfen) bzw. Membranstapel (bei Stdbchen), in denen die Sehfarb-
stoffe eingelagert sind, welche die Lichtwahrnehmung ermdglichen. Stabchen
verwenden als Chromophor das Rhodopsin, bei Zapfen nennt man die Sehpigmente
Zapfenopsine. Der Sehfarbstoff besteht aus zwei Komponenten: dem Molekul 11-cis-

Retinal und dem Proteinanteil Opsin.

Erreicht ein Lichtquant das AuBensegment eines Photorezeptors (vgl. Abbildung 2),
findet eine Stereoisomerisation des 11-cis-Retinals zu all-trans-Retinal statt, die dazu
fuhrt, dass aus Rhodopsin Uber verschiedene Zwischenstufen dessen aktive Form Meta-
rhodopsin Il entsteht. Dieses ist instabil und zerféallt daher in seine beiden Komponen-
ten. Der Opsinanteil bindet daraufhin an das G-Protein Transducin, welches aus drei
Untereinheiten (a, B, y) aufgebaut ist. Durch diese Wechselwirkung wird an der a-
Untereinheit des Transducins ein GDP-Molekiil gegen GTP ausgetauscht, worauf sich
diese von der By-Untereinheit ablost und damit selbst aktiviert ist. Diese aktivierte Form
des a-Transducins ist nun in der Lage, inhibitorische y-Untereinheiten der Phospho-
diesterase 6 (PDE6) an sich zu binden. Die auf diese Weise aktivierte Phosphodiesterase
6 baut daraufhin cGMP (zyklisches Guanosin-Monophosphat) im AuRensegment ab und
senkt dadurch den dortigen cGMP-Spiegel. Da cGMP aber benétigt wird, um die
membranstandigen Kationenkanale (v. a. fiir Ca?* und Na*) des Photorezeptors offen zu
halten (,,Dunkelstrom®), kommt es in der Folge des cGMP-Abbaus zu einer Drosselung
des Kationeneinstroms und damit zu einer Hyperpolarisation der Sinneszelle. Diese
Hyperpolarisation stellt den Erregungszustand des Photorezeptors auf einen adaquaten
Reiz dar. Das entsprechende Signal wird sodann auf die nachgeschalteten Bipolarzellen

weitergeleitet. Als Transmitter dient dabei Glutamat.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Phototransduktion in einer Stdbchenzelle
(http://www.retina-international.org/files/sci-news/viscas.htm)

CNCG1 / CNCG2 = Cyclic nucleotide-gated cation channel subunit 1/2 (cGMP-gesteuerter Kationen-
kanal Untereinheit 1/2), cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat, GDP = Guanosindiphosphat, GTP
= Guanosintriphosphat, GNAT / GNB / GNG = G-Protein Transducin (a-/ B-/ y-Untereinheit), NCKX =
Na'/Ca®*/K*-Austauscher, PDEA / PDEB / PDEG = Phosphodiesterase 6 (a-/ p-/ y-Untereinheit), P; =

anorganisches Phosphat, RGS9 = Regulator of G-protein signaling 9 (Guanylatzyklase aktivierendes
Protein), RHO = Rhodopsin (mit 11-cis-Retinal), RHO* = aktiviertes Rhodopsin (mit all-trans-Retinal)

Um nach stattgehabtem Lichteinfall und erfolgter Signaltransduktion den Ruhezustand
der Sinneszelle wiederherzustellen, muss der cGMP-Spiegel im AuRensegment wieder
ansteigen und dadurch eine Wiedererdffnung der Kationenkanéle bewirken. Dies ge-
schieht durch folgenden Mechanismus: Die sinkende intrazellulare Ca**-lonen-Kon-
zentration fuhrt Gber die Aktivierung der Mediatorproteine GCAP1 und GCAP2 (Gya-
nylyl cyclase activating protein 1 und 2) zu einer Aktivierung der Guanylatzyklase,
welche fur die Regeneration von cGMP aus GTP sorgt. Sowohl in Stabchen als auch in
Zapfen findet sich die Isoform 1 der Guanylatzyklase (RetGC1), in Stdbchen zusétzlich
(zu einem geringen Anteil) die Isoform 2 (RetGC2). Die RetGC1 ist das Produkt des
GUCY2D-Gens, dessen Mutation die Ursache der LCA Typ 1 darstellt (s. 1.2.2.). Die



RetGC2 wird durch das Gen GUCY2F kodiert, dessen Bedeutung allerdings eher unter-
geordnet zu sein scheint und mit dessen Mutation noch keine Erkrankungen korreliert

werden konnten. [8,61]

Nach erfolgter Signaltransduktion missen auch die verbrauchten Speicher an 11-cis-
Retinal wieder aufgefullt werden. Dies ist v. a. Aufgabe des retinalen Pigmentepithels.
Als Ausgangssubstrat dient dabei das all-trans-Retinol, welches aus dem all-trans-
Retinal hervorgegangen ist. Zunéchst wird das all-trans-Retinol im RPE durch das
Enzym Lecithin-Retinol-Acyl-Transferase (LRAT) in all-trans-Retinylester uberfhrt.
(Mutationen im LRAT-Gen fuhren zur LCA Typ 14. [96]) Die entstandenen all-trans-
Retinylester werden zundchst in ,,Retinosomen® gespeichert und dann von der
Isomerohydrolase (RPE65 = Retinal pigment epithelium-specific protein 65kDa) in 11-
cis-Retinol umgewandelt. (Mutationen im RPE65-Gen sind die Ursache der LCA Typ 2.
[34,64]) AnschlieBend dient das gewonnene 11-cis-Retinol wiederum als Substrat fur
die enzymatische Umwandlung in 11-cis-Retinal durch die Retinol-Dehydrogenase 5
(RDH5). Das 11-cis Retinal kann nachfolgend den Photorezeptoren wieder zur Verfi-

gung gestellt werden. [80]

Funktion des RD3-Proteins

Wie oben beispielhaft fir GUCY2D-, LRAT- und RPE65-Mutationen dargestellt wurde,
konnte bereits fur die meisten der bislang bekannten Gene, welche der LCA zu Grunde
liegen, die physiologische Funktion ihrer intakten Genprodukte aufgeklart werden. Fir
das RD3-Protein (also das Produkt des RD3-Gens) wird angenommen, dass es eine
wichtige Rolle beim intrazelluldren Transport der Guanylatzyklase sowie bei der Regu-
lation ihrer Aktivitat spielt. [8,78] Die grundlegenden Erkenntnisse daruber gehen auf
Arbeiten von Azadi et. al und Peshenko et al. zuriick. [8,78] Die Kernaussagen dieser
Arbeiten zu Lokalisation und Funktion des RD3-Proteins sind im Folgenden zusam-

mengefasst [8,78]:

1. Physiologische Lokalisation des RD3-Proteins:

Durch immunhistochemische Farbung von Netzhautschnitten gesunder Mause mit
RD3-spezifischen Antikorpern liel sich zeigen, dass das RD3-Protein im
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Aulensegment der Photorezeptoren, dagegen jedoch kaum im Innensegment oder im
Synapsenbereich zu finden ist. [8] Diese Beobachtung wird auch durch Ergebnisse
friherer Versuche gestiitzt, die das Vorkommen des RD3-Proteins im AulRensegment

mittels Massenspektrometrie-basierter Proteomanalyse nachweisen konnten. [49]

. Interaktion des RD3-Proteins mit der retinalen Guanylatzyklase (RetGC):

Mittels Koimmunprazipitation konnte gezeigt werden, dass die retinalen
Guanylatzyklasen 1 und 2 (RetGC1 und RetGC2) mit dem RD3-Protein interagieren.
Ein Experiment, bei dem eine Ldsung verschiedener retinaler Proteine durch eine mit
RD3-Antikérpern markierte Sepharose-S&ule geschleust und anschlielend eine
Analyse des Prazipitats mittels Massenspektrometrie bzw. Westernblot durchgefiihrt
wurde, konnte die gemeinsame Ausfallung von RetGC1 bzw. RetGC2 und RD3 zei-
gen. [8] Weitere Experimente, bei denen eine Koexpression von RD3 und RetGCl1 in
HEK?293T-Zellen durchgefihrt wurde, bestatigten, dass beide Proteine
koimmunprazipitieren und daher vermutlich direkt miteinander interagieren. [8]
Die Expression verschiedener RetGC1-Mutanten zusammen mit RD3 in HEK293T-
Zellen ergab daraufhin, dass eine kurze C-terminale Domane von RetGC1 fiir die

Bindung an das RD3-Protein zustandig ist. [8]

. Auswirkungen eines RD3-Mangels bei M&usen:

Waihrend RetGC1 und RetGC2 immunhistochemisch in den AuBensegmenten ge-
sunder Méuse nachgewiesen werden konnten, fehlten diese bei Mausmutanten ohne
funktionsféahiges RD3-Protein (sogenannte rd3-Mduse, s 1.3.2.). Auch durch
Westernblots von Retinaextrakten konnte dargelegt werden, dass die Abwesenheit
von RD3 (bei rd3-Méusen) zu einem Mangel an RetGC fihrt. [8]
Mittels RT-PCR konnte ferner nachgewiesen werden, dass das Expressionsniveau
des RetGC1-Proteins bei Wildtyp- und rd3-Mé&usen ahnlich ist. Das rd3-bedingte
Fehlen von RetGC1 im AufRensegment ist somit auf eine Stérung der Interaktion der

beiden Proteine zuriickzufihren. [8]

. Mutmaliliche Funktion des RD3-Proteins beim Transport der RetGC:

Expressionsanalysen von RD3 und RetGC1 in COS7-Zellen ergaben:

e RD3 — separat exprimiert — findet sich in intrazellularen Vesikeln (Kolokalisation
mit Rab11, einem Vesikel-Marker). [8]
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e GCl — separat exprimiert — findet sich im endoplasmatischen Retikulum
(Kolokalisation mit Kalnexin, einem ER-Marker). [8]

e Werden die beiden Proteine aber zusammen exprimiert, zeigt sich, dass RetGC1
vom ER in die RD3-enthaltenden Vesikel Gberfiihrt wird. Das legt nahe, dass das
RD3-Protein flr diesen Export von GC1 mitverantwortlich ist (s. Abbildung 3).

[8]

5. Regulatorische Effekte des RD3-Proteins auf die Aktivitat der RetGC:

e Zum einen konnte experimentell eine nicht-kompetitive Hemmung der enzymati-
schen Basisaktivitdt der Guanylatzyklase in Abwesenheit von GCAPs nachgewie-
sen werden. [78]

e Zum anderen lie} sich dartiber hinaus aber auch eine kompetitive Inhibition der
GCAP-stimulierten Aktivitat der RetGC bei niedrigen Calcium-Spiegeln zeigen.
[78]

Aufgrund dieser Versuchsergebnisse postulierten Peshenko et al., dass das RD3-

Protein fir die Hemmung der Guanylatzyklase im Innensegment sowie wéhrend

ihres Transportes ins Aufiensegment verantwortlich ist (s. Abbildung 3). [78]

1. Verpackung der RetGC in Transportvesikel

des Endoplasmatischen Retikulums

Aulensegment

Innensegment

Ausschnitt aus der
Membran eines

Transportvesikels
2. Hemmung der enzymatischen
Aktivitdt der RetGC durch RD3

GMP cGMP

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktion des RD3-Proteins

in einer Photorezeptorzelle
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Alle diese Vorstellungen tber die Wechselwirkungen zwischen RD3-Protein und
Guanylatzyklase waren die Grundlage fir weiterfiinrende Uberlegungen in diese Rich-
tung, die in der vorliegenden Arbeit angestellt wurden. Einige der Gedanken werden

daher im Diskussionsteil nochmals aufgegriffen (vgl. 4.1.3).

1.3.2. Mutationen im rd3-Gen der Maus

Im Jahre 1969 wurden im Schweizer Valposchiavo (Kanton Graubiinden) Mause einge-
fangen, die wegen ihrer Fellfarbe zunéchst als ,.tobacco mice™ bezeichnet wurden.
Einige Exemplare dieses Stammes gelangten schlieflich tber Dr. Muriel T. Davisson
ins Jackson Laboratory in den USA, wo sie unter dem Namen RBF/DnJ (RBF =
Robertsonian, subline POSF; DnJ = Davisson, Jackson Laboratory) gefiihrt werden, um
ihre Robertsonschen Translokationen — Rb(1.3)1Bnr, Rb(8.12)5Bnr und Rb(9.14)6Bnr
— zu konservieren. [30] (http://jaxmice.jax.org/strain/000726.html) Von besonderem
Interesse fir die Augenheilkunde ist die Tatsache, dass diese Mause an einer hereditaren
Netzhautdystrophie mit autosomal-rezessivem Erbgang leiden. Als solche stellen sie
hervorragende Modelle zur Erforschung (patho)physiologischer Mechanismen und zur
Identifikation beteiligter Gene bei Netzhautentwicklung und Netzhautdegenerationen
des Menschen dar. [14]

Bei den RBF/DnJ-Mé&usen vollzieht sich die Entwicklung der Retina in den ersten
beiden Lebenswochen noch wie bei Wildtyp-Mausen. Ab der dritten Woche kommt es
dann allerdings zu einer progredienten Reduktion der Sinneszellen samt der zugehori-
gen &uBeren Kornerschicht, die bis zum Verschwinden aller Photorezeptoren in der
achten Woche voranschreitet. Parallel zu dieser histologischen Entwicklung lassen sich
eine Amplitudenabnahme im Elektroretinogramm und degenerative Verédnderungen der
BlutgefaRe und der Papille am Augenhintergrund beobachten. Durch Kopplungsanalyse
konnte die Lokalisation des fir die Erkrankung urséchlichen Rd3-Gens zundchst auf
einen 5 cM groRen Bereich auf dem murinen Chromosom 1 eingegrenzt werden. [14]
Nach weiteren Vorarbeiten [17] gelang es dann Jahre spéater, den exakten Genlocus
(3322402L07Rik) von Rd3 zu identifizieren. [30] Durch Sequenzierung und Vergleich
der Basenfolge mit dem Gen gesunder Wildtyp-Maduse konnte auch die krankheits-
verursachende Mutation in Rd3 nachgewiesen werden. Sie fihrt an Position 319 in

Exon 3 des Gens zu einem Austausch von Cytosin gegen Thymin. Das folglich veran-
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derte Codon 107 wiederum bewirkt, dass bei der Translation an dieser Stelle statt dem
physiologischerweise dort eingebauten Arginin nun ein Stoppcodon gesetzt wird.
Dadurch kommt es zu einem Abbruch der Proteinsynthese nach Position 106 und somit
zu einer Verkirzung des eigentlich 195 Aminosauren groRen Proteins. In COS1-Zellen,
die dieses verkleinerte und dysfunktionale RD3-Protein exprimieren, zeigt es sich insta-
bil und unterliegt einem schnellen Abbau. [30]

Bereits im Rahmen dieser und weiterer Untersuchungen fiel auf, dass die histologischen
und elektrophysiologischen Befunde nicht bei allen rd3-Méausen identisch waren, son-
dern zwischen verschiedenen durch Zucht entstandenen Unterstdmmen variierten.
[30,38,55] Danciger et al. beschrieben 2008 genetische ,,Modifier* als konkrete Ur-
sachen flr die phanotypische Heterogenitat von rd3-Mausen. [18] Sie verwendeten dazu
zwei Mausstimme (BALB, B6a), deren unterschiedlicher genetischer Hintergrund Ein-
fluss auf die phéanotypische Entwicklung bei Licht-induzierter und altersabhéngiger
Netzhautdegeneration hatte. Fir beide Stdmme wurden durch entsprechende Kreu-
zungsexperimente Linien gezlchtet, deren Individuen jeweils homozygote Trager flr
rd3 waren (BALB-rd3/rd3 bzw. B6a-rd3/rd3). Durch histologischen Vergleich der
Dicke der auBeren Kdrnerschicht (als Ausdruck des Uberlebens der Photorezeptoren)
im Alter von 5 bis 12 Wochen konnte gezeigt werden, dass die retinale Degeneration
bei den BALB-M&usen relativ zu den B6a-Mé&usen schneller voranschreitet, obwohl
beide Linien — wie beschrieben — hinsichtlich ihres Rd3-Gen-Status identisch waren.
Die Suche nach Bereichen innerhalb des Maus-Genoms, in denen die fiir die gefundene
phéanotypische Variabilitat verantwortlichen Gene zu finden sind (sog. QTLs = quanti-
tative trait loci), erbrachte u. a. Regionen auf den Chromosomen 5, 8, 14 und 17, die
einen Einfluss auf den Verlauf der Degeneration ausliben. Eine Charakterisierung kon-

kreter Gene innerhalb dieser gefundenen Abschnitte steht noch aus. [18]

1.3.3. Mutationen im RD3-Gen des Hundes

Auch bei verschiedenen Hunderassen ist eine Vielzahl erblicher Netzhautdegeneratio-
nen bekannt. [1,4,47,48,84,102,103] Eine davon ist die Stdbchen-Zapfen-Dysplasie Typ

2 (Rod-cone dysplasia type 2 = rcd2). Es handelt sich dabei um eine autosomal-rezes-
sive Erbkrankheit bei lang- und kurzhaarigen Collies. [47,102]

14



Bereits 1978 wurde das klinische Bild betroffener Collie-Welpen als eine mit ca. sechs
Wochen auftretende Nachtblindheit beschrieben, die sich bis zu einem Alter von sechs
bis acht Monaten zu funktioneller Blindheit weiterentwickelt. [102] Das Elektroretino-
gramm der untersuchten Tiere mit rcd2 zeigte bereits nach 16 Wochen sowohl unter
skotopischen als auch unter photopischen Bedingungen deutlich reduzierte Amplituden.
[103] Dass es sich bei rcd2 um eine eigenstdndige Krankheitsentitdt mit einem
dazugehorigen Gendefekt handelt, konnte durch Kreuzungsexperimente gezeigt werden,
in denen ein betroffener Collie mit einem Hund verpaart wurde, der heterozygoter
Trager der Erbinformation zweier weiterer autosomal-rezessiver caniner Netzhautdege-
nerationen war: rcdl (rod-cone dysplasia type 1) und erd (early retinal degeneration).
Alle Nachkommen in diesem Wurf erwiesen sich als phanotypisch unauffallig, was
darlegt, dass die verantwortlichen Gene fiir rcdl, rcd2 und erd nicht-allelisch vererbt

werden. [4]

Nachdem eine vorangegangene Untersuchung das fir die Stdbchen-Zapfen-Dystrophie
Typ 2 (rcd2) verantwortliche Gen bereits auf die Region CFA7 eingegrenzt hatte [48],
konnte die Zahl der Kandidatengene 2009 durch weitere Kopplungsanalysen auf drei
eingegrenzt werden: TRAF5, Clorf36 und SLC30ALl. Letztendlich erwies sich von
diesen das Clorf36-Gen als verantwortlich fur die Entwicklung von rcd2 bei Collies.
Als ursachliche Mutation konnte eine Insertion von 22 Basenpaaren identifiziert wer-
den, die zu einer Veranderung des urspriinglichen Leserahmens und damit zur Synthese
eines in seiner Funktion beeintrachtigten Proteins fiihrt. Das Gen Clorf36 kommt auch
bei anderen Spezies vor und spielt dort ebenfalls eine Rolle im Rahmen degenerativer
Netzhauterkrankungen: Es ist das Gen, dessen Mutation fiir die retinale Dystrophie rd3

bei Mdausen und fir die LCA Typ 12 beim Menschen verantwortlich ist. [47]

1.3.4. Mutationen im RD3-Gen des Menschen

Das humane RD3-Gen wurde erstmals im Jahre 2003 von Lavorgna et al. [51] beschrie-
ben, damals noch unter dem Namen Clorf36 (Chromosome 1 open reading frame 36).
Auf der rechnergestitzten Suche nach netzhautspezifisch exprimierten Genen als mdg-
liche Kandidaten fiir Netzhautdegenerationsformen, deren Ursache bislang noch nicht

beschrieben war, identifizierte die Arbeitsgruppe zunéchst die entsprechende cDNA.
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Aus dieser konnte nachfolgend das Transkript von Clorf36 rekonstruiert werden, wel-
ches fir ein 195 Aminosduren grof3es Protein kodiert. Das zugehdrige Gen besteht aus 3

Exons. Es konnte dem Locus 1g32.3 zu geordnet werden.

Im Jahre 2006 gelangen Friedman et al. die erste Beschreibung von LCA-Patienten mit
zu Grunde liegender RD3-Mutation. Im Rahmen eines groflangelegten Mutations-
screenings konnten zwei Geschwister indischer Abstammung identifiziert werden, deren
Mutation (c.296+1G—A) bei 121 Kontrollindividuen nicht nachgewiesen werden
konnte. Die Homozygotie dieser Mutation ging dabei mit dem Auftreten von LCA bei
betroffenen Familienmitgliedern einher, wahrend sich die heterozygoten Trager inner-
halb dieser Familie phanotypisch unaufféllig prasentierten. Auf molekularer Ebene fiihrt
diese Veranderung der Basensequenz vermutlich (ber die Entstehung eines
Stoppcodons an Position 100 zum vorzeitigen Abbruch der Biosynthese des RD3-Pro-
teins, was dessen Funktionsverlust zur Folge hat. Die beiden erkrankten Geschwister
wurden klinisch folgendermaflen charakterisiert: ,,von Geburt an niedriger Visus,
Nystagmus und atrophische Lésionen mit Pigmentverschiebungen im Makulabereich®
[30]. Sie stellen die weltweit ersten beschriebenen LCA-Patienten mit zu Grunde
liegender RD3-Mutation dar. [30]

In einer der hier vorgelegten Arbeit vorausgehenden Kopplungsstudie gelang der
Arbeitsgruppe des Labors fiir Molekulare Ophthalmologie an der Klinik und Poliklinik
fir Augenheilkunde der Justus-Liebig Universitat GieRen 2010 die Identifizierung einer
zweiten Familie, in der eine RD3-Mutation die Ursache einer Leberschen kongenitalen
Amaurose darstellt. [79] Dabei handelt es sich um eine konsanguine Grof3familie kurdi-
scher Abstammung. Vier der an LCA erkrankten Geschwister, die sich zwischen 1989
und 2010 im Alter von 3 Monaten bis 21 Jahren wiederholt zu Untersuchungen in der
Universitatsaugenklinik Giel3en vorstellten, konnten dabei als Tréger der RD3-Mutation
beschrieben werden. Nachdem potentiell ursachliche Mutationen in verschiedenen
anderen LCA-Genen ausgeschlossen werden konnten, wurde der chromosomale Locus
des verantwortlichen Gens zun&chst mittels Kopplungsanalyse eingegrenzt. Durch
anschlieBende Sequenzierung konnte bei allen vier Patienten eine homozygote Stopp-
mutation (c.180C>A) als Ursache ihrer LCA identifiziert werden. Diese Mutation
konnte daraufhin auch bei zwei weiteren betroffenen Familienmitgliedern nachgewiesen

werden.
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Zu den sechs identifizierten RD3-Patienten liegen umfangreiche ophthalmologische
Daten vor, die u. a. Informationen zu Visus, Elektroretinogramm, Pupillenreaktion,
Nystagmus und Refraktion beinhalten. [79] Basierend auf den bisherigen Befunden
kann der aus der gefundenen Mutation im RD3-Gen resultierende Phénotyp dieser Pati-
entengruppe zusammenfassend folgendermaflen charakterisiert werden: RD3-Mutatio-
nen verursachen eine extrem schwere Form von frihkindlicher Netzhautdystrophie. Es
bestehen ein kongenitaler Nystagmus und eine ausgepréagte Blendungsempfindlichkeit,
die durch Kantenfilterglaser gemildert werden kann. Die Pupillenreaktion bleibt hin-
gegen auch im Verlauf intakt. Der Visus (BCVA = best corrected visual acuity) Uber-
steigt nie die Grenze von 0,08 (logMAR > 1,12), gemessen mit Teller Acuity Cards
(TAC), bzw. 0,05 (logMAR > 1,3), gemessen mit LH-Lesetafeln oder Snellen-Haken.
Mit dem Voranschreiten der Erkrankung reduziert sich die Sehschérfe weiter bis auf
Lichtwahrnehmung. Die Refraktion der Betroffenen andert sich dabei im Verlauf von
zunachst hyperopen zu spater myopen Messwerten. Hinzu kommen ein herabgesetztes
Farbsehvermdgen und — solange Uberhaupt messbar — eine hochgradige und progressive
konzentrische Einengung des Goldmann-Gesichtsfeldes. Der Fundus prasentiert sich
anfangs bis zu einem Alter von ca. 2 Jahren unauffallig, danach zeigen sich verengte
Gefdle, ein Verlust des Makula-Wallreflexes und Bull’s-Eye-Ldsionen im
Makulabereich mit zentralem gelbem Pigment, welches sich spater im Jugendalter zu
einer gelblichen Punktierung wandelt. Im weiteren Verlauf entwickelt sich ferner ein
»gehdmmert* erscheinendes Bild des Augenhintergrundes sowie periphere Pigmentver-
schiebungen im Sinne von Knochenkorperchen. Bei allen elektroretinographischen
Messungen (ERG, durchgefiihrt im Alter von 5 bis 10 Jahren) liegen die Antworten
charakteristischerweise unterhalb der Nachweisgrenze. In der optischen Koharenztomo-
graphie (OCT) stellt sich die Netzhaut der Betroffenen verdiunnt und desorganisiert dar.
[79]
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1.4.  Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Aussage zur Haufigkeit von RD3-Mutationen
als Ursache von frihkindlichen und juvenilen Netzhautdegenerationen zu treffen. Dazu
wurden 88 Patienten mit hereditaren Netzhautdystrophien aus der DNA-Datenbank der
Universitatsaugenklinik GieRRen ausgewahlt und deren DNA-Proben auf Mutationen im
RD3-Gen untersucht. Ausschlaggebend fir den Einschluss in die Studie war zum einen
— in der Annahme einer Genotyp-Phénotyp-Korrelation — die phanotypische Ahnlichkeit
der Patienten mit bereits beschriebenen RD3-Patienten (Patientengruppe 1) und zum
anderen — in der Annahme eines moglichen genetischen Modifyings — das bereits nach-

gewiesene Vorliegen von Sequenzanderungen im GUCY2D-Gen (Patientengruppe 2).
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2. Material und Methoden

2.1. Methodischer Uberblick

Zur Vervielféaltigung des RD3-Gens in den DNA-Proben der 88 darstellten Patienten
wurde zunéchst eine Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefihrt. Das amplifizierte
Produkt wurde anschlieBend auf ein Agarosegel Ubertragen und dort elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Bande im Gel, in welcher die mit Ethidiumbromid markierte RD3-
DNA enthalten war, wurde durch UV-Beleuchtung sichtbar gemacht und dann ausge-
stochen. Nach Aufreinigung der im Gelblock enthaltenen DNA wurde diese zur
Sequenzierung an ein externes Labor weitergeleitet. Auf der Grundlage der so ermittel-
ten Sequenz konnten dann durch Vergleich mit der Basenfolge bei gesunden Personen

etwaige Veranderungen im RD3-Gen der untersuchten Patienten identifiziert werden.

2.2. Patienten

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten DNA-Proben stammten aus dem
Bestand des Labors fur Molekulare Ophthalmologie der Klinik und Poliklinik fir
Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Die 88 Personen, denen diese
DNA-Proben zuvor entnommen wurden, waren zum Uberwiegenden Teil Patienten der
Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde der Justus-Liebig Universitat Giellen bzw.
der Abteilung fur Kinderophthalmologie, Strabismologie und Ophthalmogenetik des
Klinikums der Universitat Regensburg. VVon einigen wenigen Patienten wurden DNA-
Proben verwendet, die dem Labor von externen Untersuchern zur genetischen Diagnos-
tik zugesandt worden waren. Die Kandidaten flr das Mutationsscreening wurden dabei
individuell nach klinisch-diagnostischen bzw. genetischen Befunden, die aus ihren
Krankenblattern hervorgingen, ausgewéhlt. Die Eingangsdiagnosen, unter denen die
jeweiligen Félle in der DNA-Datenbank gefiihrt wurden, waren berwiegend Lebersche
kongenitale Amaurose (LCA), Frihkindliche schwere Netzhautdystrophie (EOSRD),
Retinopathia pigmentosa (RP), Zapfen-Stabchen-Dystrophie (CRD), Stabchen-Zapfen-
Dystrophie (RCD) und Zapfendystrophie (COD). Alle Patienten wurden gemaf der
Deklaration von Helsinki behandelt und entsprechend aufgeklart. Ein positives Votum
der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat Giellen lag vor (Antragsnummer
149/07).
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2.3. Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.3.1. Gerate
Gerat Typ Hersteller
Brand GmbH + Co KG,
Transferpette S Wertheim
Mikropipetten
Reference Eppendorf AG,
Hamburg

Vortex-Schiittler

Vortex Mixer

VWR International GmbH,
Darmstadt

Tischzentrifuge

Minizentrifuge MCF-2360

LMS,
Tokio, Japan

Thermocycler

T Personal

Biometra GmbH,
Gottingen

T Professional Basic

Biometra GmbH,
Gottingen

T Professional Basic
Gradient

Biometra GmbH,
Gottingen

Ohaus Europe GmbH,

Waage Pioneer Nanikon, Schweiz
Gelelektrophorese- i
kammer (horizontal) Compact M B|"orr_1etra GmbH,
._ Gottingen
fur Agarose-Gele
Power Pack P25T Blometra GmbH,

Spannungsgerate

Gottingen

Whatman PS305T

Biometra GmbH,
Gottingen

UV-Illuminator

BioDocAnalyze

Biometra GmbH,
Gottingen

Blockthermostat

TB2 Thermoblock

Biometra GmbH,
Gottingen

Tischkihlzentrifuge

1-15 PK

Sigma Zentrifugen GmbH,
Osterode

Photometer

BioPhotometer

Eppendorf AG,
Hamburg

Tabelle 2-1: Gerate
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2.3.2. Chemikalien

Chemikalie Summenformel | Bestell-Nr. Hersteller

Biozym Scientific GmbH,
Agarose Seakem LE | (C12H18009)n 840004 Hessisch Oldendorf
Dimethylsulfoxid Merck Schuchardt OHG,
(DMSO) C,HsOS 8.02912.1000 Hohenbrunn

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Ethanol C,HsO K 928.4 Karlsruhe
.. . Sigma-Aldrich,
Ethidiumbromid C1HxoBrN3 E 8751 Taufkirchen bei Miinchen
Ethylendiamin-
tetraessigsaure C10H16N2Og 8043.2 EZ:IISF:S;]Z GmbH + Co. KG,
(EDTA)
Natriumhydroxid NaOH 6771.1 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe
Tabelle 2-2: Chemikalien
2.3.3. Stammldsungen
Puffer / Lésung Zusammensetzung
dNTP Bestell-Nr. Hersteller
Fermentas GmbH,
dATP 100 MM | RO142 St Leon-Rot
Fermentas GmbH,
dCTP 100 mM | RO152 St Leon-Rot
dNTP-L6sung 1,25 mM dGTP 100mM | RO162 Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot
Fermentas GmbH,
dTTP 100 mM | RO172 St Leon-Rot
jeweils 12,5 ul pro dNTP auf 950 pl ddH,O
Ethidiumbromid-L6ésung | 1% w/v in ddH,0
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Magnesiumchlorid-
Losung 25 mM

gebrauchsfertige Losung des Herstellers
(Promega, Mannheim; Bestell-Nr. A351H)

5x Green GoTaq Flexi
Buffer

gebrauchsfertige Losung des Herstellers
(Promega, Mannheim; Bestell-Nr. M891A)

10x TBE

108g TRIS — 0,89 M
559 EDTA-Na, —>0,02M
79 Borsaure — 0,89 M

mit ddH,O auf 1 Liter aufgefullt (pH 8,0)

Tabelle 2-3: Stammlésungen

2.3.4. Enzyme

Enzym Bestell-Nr. Hersteller
GoTaq DNA-Polymerase 5U/ul | M830B mm@’e‘?n?mb'*'
Tabelle 2-4: Enzyme

2.3.5. Kits

Kit zur DNA-Aufreinigung Bestell-Nr. Hersteller

NucleoSpin Extract Il (Gel and

PCR Clean-up)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,

740609.250 N
Diren

Tabelle 2-5: Kits

22




2.4.  Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Gewinnung der DNA-Proben

Bei den Patienten, deren RD3-Gen im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf Mutationen
untersucht werden sollte, war (bereits im Vorfeld dieser Arbeit und unabhéngig von
dieser) peripher-ventses Blut entnommen oder alternativ ein Abstrich der Mund-
schleimhaut durchgefiihrt worden. Aus den in diesem Untersuchungsmaterial (\Vollblut
bzw. Mundschleimhautabstrich) vorhandenen Zellen war die enthaltene DNA extrahiert
und ihre Konzentration photometrisch bestimmt worden. Auf dieses von anderer Seite
zusammengetragene DNA-Material konnte im Rahmen der hier vorliegenden Disserta-

tion zurtickgegriffen werden.

2.4.2. Polymerasekettenreaktion (PCR) [41,56,57,68,82]

Die Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction = PCR) ist eine seit
ihrer Veroffentlichung im Jahre 1984 (beraus bewdéhrte und weltweit verbreitete
Methode zur gezielten in vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten. Flr ihre Ent-
wicklung wurde der US-amerikanische Biochemiker Kary Banks Mullis 1993 mit dem
Nobelpreis fur Chemie ausgezeichnet.

Komponenten eines PCR-Ansatzes

Ein PCR-Ansatz enthélt folgende Komponenten:

o die DNA-Doppelhelix, welche die zu vervielfaltigende Sequenz enthalt

e eine DNA-Polymerase, welche die Synthese der DNA-Kopien vornimmt
(Da wéhrend eines PCR-Zyklus Temperaturen bis ber 90 °C erreicht werden,
bei denen herkdmmliche Enzyme bereits langst denaturiert wiirden, muss hierfir
eine spezielle DNA-Polymerase eingesetzt werden, die diesen extremen Bedin-
gungen standhélt. Man gewinnt diese Polymerase z. B. aus dem thermostabilen
Bakterium Thermus aquaticus und nennt sie dann Tag-Polymerase.)

e zwei abschnittsspezifische synthetische Oligonukleotide, sogenannte Primer

(Diese sind komplementdr zum 5°-Ende des Gegenstranges (Forward Primer)
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bzw. zum 5°-Ende des kodierenden Stranges (Reverse Primer) und rahmen somit
den interessierenden DNA-Abschnitt von beiden Seiten her ein. Sie werden von
der DNA-Polymerase fiir den Synthesestart bendétigt.)

e ein Gemisch aus Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTP: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), die als Bausteine fir die neu zu bildende DNA dienen

e Magnesiumchlorid als Kofaktor der DNA-Polymerase

e DMSO zum Auflosen von Sekundarstrukturen der DNA

e doppelt destilliertes Wasser (ddH,0)

¢ ein Reaktionspuffer (der hier Bestandteil des Enzymkits war).

Aus Primern, Polymerase, Desoxyribonukleotiden, Magnesiumchlorid, DMSO und
Pufferlosung wird zundchst ein sogenannter ,,Mastermix“ angesetzt. Diese Stamm-
I6sung kann anschlieBend als identische Grundlage fir mehrere DNA-Proben genutzt

werden.

Bei der vorliegenden Arbeit setzte sich der PCR-Ansatz fiir eine Patienten-DNA-Probe

folgendermalien zusammen:

Reagenz i Exon RD3-2 | i xon RDA-3
Patienten-DNA (20 ng/ul) 10 10
GoTaq DNA-Polymerase (5U/ul) 0,2 0,2
Forward Primer (10 mM) 2 1
Reverse Primer (10 mM) 2 1
dNTP (1,25 mM) 8 8
MgCl; (25 mM) 6 6
DMSO 2 2
5x Green GoTaq Flexi Buffer 10 10
ddH,0 10 12
Gesamtansatz 50,2 50,2

Tabelle 2-6: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

24



Folgende Primer wurden verwendet:

fur Exon RD3-2 (Produkt: 466 bp):

Forward Primer CTCTCCTGGGTCCCAGCTCT

Reverse Primer AGCCACCTTTCCTGGAGCCT

fur Exon RD3-3 (Produkt 496 bp):

Forward Primer TGAAGCAGTAGCAGCGTGGG

Reverse Primer CTGCAGAAGGCTCCGCTTCT

Tabelle 2-7: Primerpaare fir die Exons 2 und 3 des RD3-Gens

Diese Primer wurden (bereits im Vorfeld dieser Dissertation) nach GenBank record
NG_013042.1 gestaltet. Dabei wurde die Software ,Vector NTI 11 (Invitrogen,

Darmstadt) verwendet.

Ablauf einer PCR

Bei einer PCR werden im Rahmen einer Kettenreaktion definierte DNA-Abschnitte
vervielfaltigt, indem eine DNA-Polymerase wiederholt komplementére Strange zu einer
vorliegenden spezifischen DNA-Sequenz (Template) synthetisiert. Durch die im Ver-
lauf der Reaktion standig wachsende Zahl an Kopien, die wiederum selbst als Vorlage
fir weitere Verdopplungen dienen, steigt die Zahl an replizierten DNA-Abschriften
exponentiell. Der Basisprozess dieser Kettenreaktion, der sich im Rahmen eines PCR-
Durchlaufes standig wiederholt, l&sst sich im Wesentlichen in drei Schritte unter-
gliedern:

1. Zuné&chst wird der DNA-Doppelstrang, auf dem sich der zu amplifizierende
Genomabschnitt befindet, durch Erhitzen auf 94 °C in seine beiden Einzel-
strange aufgetrennt. Diesen Vorgang bezeichnet man als Denaturierung oder
auch Schmelzen (engl. melting) der DNA.

2. Danach wird auf die Annealingtemperatur (ca. 60 °C) abgesenkt, was zur
Anlagerung (engl. annealing) der im Reaktionsansatz enthaltenen spezifischen

Primer fuhrt. Diese Temperatur ist fur jedes Primerpaar zu optimieren.
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3. Bei einem Temperaturoptimum von nun 72 °C findet anschlielend der eigent-
liche Syntheseprozess der jeweils komplementéren Strdnge durch eine DNA-

Polymerase statt.

Nach Ablauf dieser drei Schritte wird der Zyklus 35-mal wiederholt, was wie oben
beschrieben zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der von den Primern eingerahmten
DNA-Sequenz fuhrt. Dieser VVorgang erfolgt dabei vollautomatisiert in Thermocyclern,

die ca. 1,5 bis 2 Stunden fir eine PCR bendtigen.

Bei der vorliegenden Arbeit wurden fir den PCR-Ablauf folgende Bedingungen

gewahlt:

Arbeitsschritt Temperatur [°C] Dauer [min]

Start 94 5

Annealing (Primeranlagerung) | 65 1

Extension (Synthese) 72 1 35 Zyklen
Melting (Denaturierung) 94 1

Annealing (Primeranlagerung) | 65 1

Extension (Synthese) 72 10

Tabelle 2-8: Ablauf einer PCR

2.4.3. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung eines Gemisches von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange kon-
nen elektrophoretische Verfahren eingesetzt werden, bei denen als Matrix Agarose-Gele
verwendet werden. [5] Agarose ist ein Polysaccharid, welches aus Meeresalgen gewon-
nen wird und dessen Galaktose-Einheiten beim Gelieren zu einer inerten, siebartig
wirkenden Substanz polymerisieren. [41,60,100] Ein hoher konzentriertes Gel bildet
dabei engmaschigere Poren als ein niedriger konzentriertes, wobei gilt: Je kleiner die
Poren des Gels, desto kiirzere DNA-Fragmente kdnnen damit aufgetrennt werden und

umgekehrt. [41] Die auf Grund ihrer Phosphatgruppen negativ geladenen DNA-
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Molekiile wandern innerhalb des Gels entlang einer angelegten elektrischen Spannung
auf den Pluspol zu. [100] Die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Fragmente
hangt dabei v. a. von ihrer Kettenldange ab (neben anderen Faktoren wie z. B. Gelkon-
zentration, DNA-Konformation und Héhe der angelegten Spannung). [60] Je kirzer das
DNA-Molekdl ist, desto leichter kann es durch die Poren des Gels wandern. Molekule
gleicher GroRe (und damit gleicher Wanderungsgeschwindigkeit) sammeln sich folglich
als Banden auf gleicher Héhe. [100] Zur Skalierung der Laufstrecke entsprechend der
GroRe der Fragmente werden stets Gemische von DNA-Molekilen definierter GroRe
(GroBenstandards, ,,DNA-Leitern*) mit aufgetrennt, was eine GroBenbestimmung der
untersuchten DNA-Molekdle ermdglicht. [41]

Um diese Banden anschlielend sichtbar zu machen, wird dem Agarosegel vor der
Elektrophorese der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid zugesetzt. Ethidiumbromid
kann durch UV-Licht der Wellenlangen 254 nm, 302 nm oder 366 nm angeregt werden
und strahlt dann ein orange-rotes Licht im Wellenlangenbereich von 500 nm bis 590 nm
ab. [41] Die planaren Ethidiumbromid-Molekiile haben die Eigenschaft, sich zwischen
benachbarte Basenpaare der DNA einzulagern (Interkalation), sodass sie sich im
Bereich der DNA-Banden anreichern. Durch diese Anreicherung kommt es zu einer
Verstarkung der Fluoreszenz um den Faktor 50 bis 100 in den Banden, wodurch diese
sichtbar werden. [60]

In dieser Arbeit wurden zur Auftrennung der mittels PCR amplifizierten DNA-Proben
2%-ige Agarose-Gele mittlerer GroRe (12,4 cm x 14,5 cm) verwendet. Zur Herstellung
eines solchen Gels wurden 2,4 g Agarose (Agarose Seakem LE der Firma Biozym) ab-
gewogen und in einem Erlenmeyerkolben mit 1xTBE-Puffer auf 120 g aufgefllt.
AnschlieBend wurde das Gemisch solange vorsichtig in der Mikrowelle erhitzt, bis sich
die Agarose vollstandig geldst hatte, was daran zu erkennen war, dass sich eine klare,
homogene Flissigkeit gebildet hatte. Wahrend des Erhitzungsvorgangs verdunstetes
Losungsmittel wurde im Anschluss durch entsprechende Zugabe von doppelt destillier-
tem Wasser erganzt. Nach Zusatz von 8 ul 1% Ethidiumbromid-L&ésung konnte sich das
Gel unter standigem Rihren bis auf ca. 40 °C abkihlen, bevor es zur Aushértung in die
dafiir vorgesehene Form gegossen wurde. Die Aussparungen im Gel, welche spéter zur
Aufnahme der DNA-Proben dienen sollten (Slots), wurden dabei durch Platzhalter
(Kaémme) freigehalten. Nach Lagerung tber 20 Minuten im Kihlschrank (4 °C) hatte

sich das flussige Gemisch soweit abgekihlt, dass sich daraus ein formstabiles Gel
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gebildet hatte. Dieses wurde in die Elektrophoresekammer (Compact M, Biometra)
uberfuhrt und dort mit 1x TBE-Puffer berschichtet. Die einzelnen Slots wurden an-
schlieRend mit jeweils 50 ul PCR-Ansatz befullt. Als GroéRRenstandard zur Skalierung
der Laufstrecke wurde eine 100 bp-DNA-Leiter mit aufgetrennt. Nach Abschluss der
Befullung wurde an die in den Elektrophoresekammern liegenden Gele eine Spannung
von 100 Volt angelegt und tber 60 Minuten aufrecht erhalten. Um nach Ablauf der 60
Minuten die Diffusion der DNA aus den gebildeten Banden in das umliegende Gel zu
vermindern, wurde nach Beendigung der Auftrennungsphase eine geringe Grund-
spannung von ca. 1 Volt beibehalten (Gel Saver).

Das Gel wurde nun aus der Elektrophoresekammer entnommen. Bei Betrachtung im
UV-Licht (UV-Illuminator BioDocAnalyze, Biometra) wurden die mit Ethidiumbromid
markierten DNA-Banden dokumentiert und gezielt ausgestochen. Die so gewonnenen
Gel-Blockchen wurden bis zu ihrer weiteren Verarbeitung im Kuhlschrank (4 °C)
gelagert.

2.4.4. Aufreinigung des PCR-Produkts fur die Sequenzierung

Zur Aufreinigung der in den Gel-Bléckchen enthaltenen DNA fir die Sequenzierung
wurde das Kit NucleoSpin® Extract 1l der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die

folgenden Arbeitsschritte wurden gemald der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.

Zunéchst wurden 250 pl Bindungspuffer (Binding Buffer NTI) zu den Gel-Blockchen
hinzugegeben. Durch 10-mintiges Erhitzen des Ansatzes im Thermoblock (50 °C) und
wiederholtes Durchmischen mit dem Vortex-Schttler wurde der Gel-Block vollstédndig
gelost. Die Probe wurde anschlielend auf eine Silica-Gel-Aufreinigungsséaule
(NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column) berfiihrt und fiir 90 Sekunden bei
Raumtemperatur mit 11.000 g zentrifugiert. Beim Durchwandern der S&ule wurde die
enthaltene DNA an das Saulenmaterial gebunden; der sich im darunter befindlichen
Sammelroéhrchen aufgefangene Durchfluss wurde verworfen. Daraufhin wurde die
Silica-Séaule durch Zugabe von 700 pl Waschpuffer (Wash Buffer NT3) und anschlie-
Rende Zentrifugation (ebenfalls 90 Sekunden bei Raumtemperatur mit 11.000 g) von
etwaigen Salzruckstanden gereinigt. Eine erneute Zentrifugation ber 2,5 Minuten ent-

fernte zuriickgebliebenen Waschpuffer aus der Séule. Bei gedffnetem Deckel wurden
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die S&ulen nun fur 2 Minuten bei 70 °C im Thermoblock getrocknet. AnschlieRend
wurden 20 pl vorgewédrmter Elutionspuffer (Elution Buffer NE) hinzugegeben und
durch die Séule zentrifugiert (1,5 Minuten, 11.000 g). Dieser léste die DNA wieder von
der Silica-Séule, sodass sie sich nun im Durchfluss sammelte. Zur Erhéhung der Aus-
beute an DNA wurde das Eluat abschliefend nochmals auf die Saule aufpipettiert und
durchlief mittels erneuter Zentrifugation das Sdulenmaterial ein zweites Mal. Die
Aufreinigungsséaule konnte daraufhin verworfen werden; die Konzentration der nun im

Eluat befindlichen DNA wurde photometrisch bestimmt.

2.4.5. Photometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes

Das Prinzip der photometrischen Konzentrationsbestimmung beruht auf der Messung
der Intensitatsabschwéchung eines Lichtstrahles definierter Wellenlange beim Durchtritt
durch eine Losung. Diese Abschwachung (Extinktion) ist umso groRer, je hoher die

Konzentration der gel6sten Teilchen ist.

Zur photometrischen Bestimmung des DNA-Gehaltes wurde ein Photometer (Bio-
Photometer) der Firma Eppendorf verwendet. Zundchst wurde eine 1:10-Verdinnung
der durch die Aufreinigung gewonnenen DNA durchgefihrt (1 pl Probe + 9 pl ddH,0).
Nach Kalibrierung des Photometers mit doppelt destilliertem Wasser (Leerwert) wurden
jeweils 8 pl der verdiinnten Losung in eine Quarzklvette eingefillt und diese in die
vorgesehene Messkammer eingesetzt. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 260 nm,
dem Absorptionsmaximum von DNA. Zur Bestimmung der Reinheit der Probe wurde
auch ihre Proteinkonzentration (bei 280 nm) bestimmt, die méglichst niedrig sein sollte.
Der Quotient aus den Messwerten bei 260 und 280 nm (OD60/OD2g0) sollte daher iber
1,8 liegen. Um genligend Material fur die anschlielende Sequenzierung zu garantieren,

sollte der erzielte DNA-Gehalt mindestens 10 pug/ml betragen.

2.4.6. Sequenzierung der DNA [60]

Die Sequenzierung (also die Bestimmung der Basenfolge des DNA-Abschnitts) der

Proben erfolgte gemaR dem von Sanger et al. [83] entwickelten Didesoxy-Verfahren

29



(Kettenabbruch-Methode). Diese Technik beruht auf dem parallelen Ansatz von vier
Reaktionsgemischen, welche die jeweils zu sequenzierende DNA, eine DNA-Polyme-
rase, spezifische Primer und die vier auch natlrlich vorkommenden Desoxy-
Nukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) enthalten. AuRRerdem wird
jedem Ansatz je ein Didesoxy-Nukleosidtriphosphat (ddATP, ddCTP, ddGTP oder
ddTTP) zugesetzt. Diese ddNTP haben gegentiber den tblichen dNTP die Besonderheit,
dass ihnen die Hydroxygruppe am C3-Atom fehlt, welche fir das Anknipfen des
jeweils néchsten Nukleotids wahrend der DNA-Synthese erforderlich ist. Deshalb
kommt es beim Einbau eines solchen ddNTP an dieser Stelle zu einem Abbruch der
DNA-Synthese (Termination).

Zum Start der Synthese durch die DNA-Polymerase ben6tigt diese den Primer. Danach
schreitet die Kettenverlangerung (wie bei der nattrlichen Replikation bzw. auch bei der
PCR) Nukleotid fur Nukleotid voran. Allerdings sind hierbei nun zwei Reaktionstypen
in jedem Ansatz moglich: Entweder wird ein Desoxy-Nukleosidtriphosphat in die sich
verlangernde DNA-Kette eingebaut (und die Biosynthese setzt sich fort) oder aber es
wird ein ddNTP eingebaut (und es kommt an dieser Stelle zum Abbruch der Synthese).
Da der Einbau eines ddNTP an Stelle eines dNTP dabei ein zufélliges Ereignis darstellt,
gibt es somit in jedem Reaktionsansatz viele verschiedene, statistisch gleichmafig ver-
teilte Positionen, an denen es zum Kettenabbruch kommen kann. Beispielsweise kann es
in dem Ansatz, welcher die ddATP enthalt, dberall dort zum Abbruch kommen, wo ein
Nukleotid mit der Base Adenosin eingebaut werden muss. Dadurch entstehen im Laufe
der Gesamtreaktion viele unterschiedlich lange DNA-Fragmente pro Reaktionsgemisch.
Trennt man die Syntheseprodukte der einzelnen Ansétze danach elektrophoretisch (also
ihrer GroRe entsprechend) nebeneinander auf, l&sst sich die Abfolge der Basen des
untersuchten DNA-Abschnitts ermitteln.

Aktuelle Verfahren verwenden an Stelle von vier unterschiedlichen Ansatzen nur einen
Ansatz, der alle vier Didesoxynukleotide enthalt. Diese sind nun jedoch zu ihrer
Unterscheidbarkeit an vier verschiedene Fluorenzfarbstoffe gekoppelt, sodass die Ana-

lyse der Basensequenz in einem einzigen Arbeitsvorgang erfolgen kann.
(Die Sequenzierung der DNA-Proben der in die vorliegende Studie eingeschlossenen

Patienten wurde von einem externen Labor (Seglab — Sequence Laboratory Gottingen
GmbH, Gattingen) durchgefuhrt.)
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Durch Vergleich der Basenfolge beim jeweiligen Patienten mit der physiologischen
Sequenz des RD3-Gens bei gesunden Personen (RD3 Retinal Degeneration 3 [Homo
sapiens], Gene ID 343035 des National Center for Biotechnology Information (NCBI),
U.S. National Library of Medicine (www.nchi.nlm.nih.gov/gene/343035)), kénnen dann

etwaige Sequenzanderungen identifiziert werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Mutationen im RD3-Gen sind eine mogliche Ursache der Leberschen kongenitalen
Amaurose (LCA), einer Gruppe von hereditaren frihkindlichen Netzhautdystrophien.
Wie die Phé&notypisierung der bisher identifizierten Patienten [30,79] zeigte, handelt es
sich bei dem durch RD3-Mutationen bedingten LCA-Typ 12 um eine besonders

schwere Verlaufsform.

Wie bereits in Abschnitt 1.4. (Zielsetzung der Arbeit) dargestellt, wurden im Rahmen
der vorliegenden Studie Patienten mit frihkindlichen Netzhautdystrophien auf Mutatio-
nen im RD3-Gen untersucht, um eine Aussage zur Haufigkeit von RD3-Mutationen als
Erkrankungsursache bei diesen Patienten zu generieren. Die insgesamt 88 in die Unter-
suchung einbezogenen Patienten wurden zuvor gezielt aus einem Kollektiv von Féllen
unterschiedlicher hereditérer Netzhautdegenerationen ausgewéhlt. Dabei waren zwei
verschiedene Aspekte als Einschlusskriterien in das Screening ausschlaggebend: zum
einen die Ahnlichkeit des Phanotyps mit dem der bereits identifizierten RD3-Patienten
(Patientengruppe 1, Erlduterung s. Abschnitt 3.1.1.) und zum anderen das Vorliegen von
Sequenzanderungen im GUCY2D-Gen (Patientengruppe 2, Erlduterung s. Abschnitt
3.1.2).

Die Verteilung der 88 Patienten hinsichtlich Patientengruppe, Geschlecht, Diagnose und
Herkunft kann den nachstehenden Tabellen 3-1 bis 3-4 und Abbildungen 4 bis 7 ent-
nommen werden. Diese zusammenfassende Darstellung wird den detaillierten Erlaute-
rungen zu den einzelnen Patientengruppen hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit

vorangestellt.
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Patientengruppe Anzahl der untersuchten Personen
Patientengruppe 1 65
Patientengruppe la 22
Patientengruppe 1b 10
Patientengruppe 1c 33
Patientengruppe 2 23
Summe 88

Tabelle 3-1: Zusammensetzung des Gesamtkollektivs nach Patientengruppen

Patientengruppe

Patientengruppe 2 la

Patientengruppe
1b

Patientengruppe/
1c

Abbildung 4: Zusammensetzung des Gesamtkollektivs nach Patientengruppen

Geschlecht Anzahl der untersuchten Personen
mannlich 47
weiblich 40
unbekannt 1
Summe 88

Tabelle 3-2: Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach dem Geschlecht
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unbekannt

weiblich

mannlich

Abbildung 5: Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach dem Geschlecht

Diagnose Anzahl der untersuchten Personen
LCA (davon 17 Féalle mit ::eiicherter LCATyp1l)
RP 14
EOSRD 10
CRD 10
Retinale Dystrophie 2
COD 1
RCD 1
anderweitig verschlusselte Diagnosen 4
Summe 88

Tabelle 3-3: Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach den jeweiligen Diagnosen,
unter denen die Patienten in der Datenbank erfasst waren
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RCD _andere Diagnosen
cop— |

Retinale
Dystrophie

CRD

EOSRD LCA

COD = Cone dystrophy, CRD = Cone-rod dystrophy, EOSRD = Early onset severe retinal dystrophy,
LCA = Lebersche kongenitale Amaurose, RCD = Rod-cone dystrophy, RP = Retinopathia pigmentosa

Abbildung 6: Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach den jeweiligen

Diagnosen, unter denen die Patienten in der Datenbank erfasst waren

Herkunft Anzahl der untersuchten Personen
Mitteleuropa (deutschsprachiger Raum) * 51
Turkei 17
Ost- und Siidosteuropa 6
Nordeuropa * 5
Suideuropa * 3
Nordafrika 3
andere Herkunft 3

Summe 88

! patienten aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz
2 patienten aus Tschechien, Polen, Ungarn und den Nachfolgestaaten des ehemaligen Jugoslawiens
% patienten aus den skandinavischen Landern

* patienten aus Italien

Tabelle 3-4: Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach der Herkunft der Patienten
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andere Herkunft

Nordafrika

Sudeuropa

Nordeuropa
Ost- und
Sudosteuropa
Mitteleuropa
(deutschsprachiger
Raum
Tirkei )

Abbildung 7: Zusammensetzung des Patientenkollektivs nach der Herkunft der Patienten
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3.1.1. Auswahl der Patienten nach phanotypischen Kriterien (Patientengruppe 1)

3.1.1.1. Patientengruppe la

Kriterien zur Auswahl von Patientengruppe la

Bei den verschiedenen Typen der Leberschen kongenitalen Amaurose besteht (wie auch
bei anderen Erbkrankheiten) eine Beziehung zwischen der jeweils ursachlichen Muta-
tion und dem daraus resultierenden spezifischen Krankheitshild (Genotyp-Phénotyp-
Korrelation). Das bedeutet, dass bei LCA-Patienten Mutationen in einem bestimmten
Gen haufig mit einem fiir sie charakteristischen klinischen Bild der Betroffenen (also
unterschiedlichen LCA-Typen) einhergehen. Eine Ubersicht einiger durch Mutationen
in bereits bekannten LCA-Genen verursachter Phénotypen ist in Tabelle 1-2 dargestellt.
In der Annahme, dass eine solche Genotyp-Phanotyp-Korrelation auch bei Patienten mit
RD3-Mutationen besteht, wurden deshalb gezielt solche Patienten fir das Muta-
tionsscreening ausgewahlt, die in ihren klinisch-diagnostischen Befunden denen der
bereits beschriebenen RD3-Patienten [30,79] mdglichst &hnelten. Daher orientierten
sich die Auswahlkriterien fir das Untersuchungskollektiv an der phéanotypischen
Charakterisierung von RD3-Fallen, wie sie aus der Arbeit von Preising et al. [79]
hervorgeht. Bei den dort beschriebenen Patienten handelt es sich um eine kurdisch-
stdimmige Familie, in der bei sechs Mitgliedern eine LCA diagnostiziert wurde. Als Ur-
sache dieser LCA konnte dabei in allen sechs Fallen die homozygote Stopp-Mutation
€.180C>A (p.Y60X) im RD3-Gen identifiziert werden. Die Analyse des Stammbaumes
der Familie legte einen autosomal-rezessiven Erbgang als Vererbungsmodus dieses
Gendefekts nahe. Eine detaillierte phénotypische Beschreibung ist in Abschnitt 1.3.4.
dargestellt. Aus diesen Daten geht zusammenfassend hervor, dass es sich bei der durch
RD3-Mutationen bedingten Netzhautdystrophie (der LCA Typ 12) um eine besonders
schwere Verlaufsform der LCA handelt. Da nun (wie oben ausgeftihrt) in der Annahme
einer Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei LCA Typ 12 gezielt solche Patienten auf
Mutationen im RD3-Gen untersucht werden sollten, die den bereits beschriebenen RD3-
Patienten in ihren Klinisch-diagnostischen Befunden dhnelten, wurden zunéchst fol-
gende Auswahlkriterien aufgestelit:
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e deutlich herabgesetzter Visus (< 0,1) in den ersten beiden Lebensjahren
e unter die Nachweisgrenze herabgesunkene Antworten im ERG in den ersten bei-

den Lebensjahren (wenn entsprechende Informationen hierzu verfugbar waren).

Konkret wurde bei der Auswahl dieser Patienten folgendermalen vorgegangen:
Grundlage der Recherchen war die Patientendatenbank des Labors fiir Molekulare
Ophthalmologie der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde der Justus-Liebig-
Universitat GielBen. Aus dieser Datenbank wurden zunéchst solche Patienten heraus-
gesucht, bei denen eine hereditare Netzhautdystrophie vorlag, deren genetische Ursache
zu diesem Zeitpunkt noch ungeklart war. Flr die meisten Patienten waren zuvor Muta-
tionen in verschiedenen anderen in Frage kommenden Genen ausgeschlossen worden.
In das Untersuchungskollektiv einbezogen wurden dabei v. a. Netzhautdystrophie-
Patienten, die unter einer der folgenden Diagnosen in der Datenbank erfasst waren:

e LCA = Lebersche kongenitale Amaurose,

e EOSRD = Early onset severe retinal dystrophy

= schwere frihkindliche Netzhautdystrophie,

¢ RP = Retinitis pigmentosa,

e CRD = Cone-rod dystrophy = Zapfen-Stidbchen-Dystrophie,

¢ RCD = Rod-cone dystrophy = Stabchen-Zapfen-Dystrophie,

e COD = Cone dystrophy = Zapfendystrophie,

e Retinale Dystrophie.

Bei dieser Auswahl wurden nur solche Patienten bertcksichtigt, die im Jahr 1970 oder
spater geboren wurden. Diese Eingrenzung des Untersuchungskollektivs war (neben der
Begrenzung der Probandenzahl) aus folgendem Grund sinnvoll: Je weiter die Geburt der
jeweiligen Patienten zurlicklag, desto spérlicher waren die Informationen, die tber die
frihe Krankheitsentwicklung in den ersten Lebensjahren vorlagen. Dies liegt zum einen
daran, dass Befunde, die weit in der Vergangenheit erhoben wurden, seinerzeit zumin-
dest teilweise nicht nach heutigen Standards erfasst und dokumentiert werden konnten
(EDV) bzw. Uber die Jahre hinweg auch verloren gingen. Zum anderen standen friher
viele Methoden wie z. B. das OCT noch gar nicht zur Verfugung, sodass entsprechende
Befunde aus der frihen Kindheitsentwicklung bei Patienten ab einem bestimmten Alter

heute gar nicht vorliegen kénnen.
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Das daraufhin zusammengestellte Patientenkollektiv war demnach hinsichtlich dreier
Kriterien eingegrenzt: erfasste Diagnose, unbekannte genetische Ursache, Geburtsjahr-
gang 1970 und spéter. Im néchsten Schritt wurden nun die Krankenblatter dieses einge-
grenzten Kollektivs systematisch analysiert und die relevanten, zumeist tber Jahre hin-
weg erhobenen Klinischen Daten tabellarisch erfasst. Diese Zusammenstellung klini-
scher Daten bildete daraufhin die Grundlage, anhand derer die tatsachlich auf RD3-
Mutationen zu testenden Patienten nach den oben genannten phanotypischen Kriterien

ausgewahlt wurden.

Ergebnis der Patientenauswahl (Patientengruppe 1a)

Tabelle 3-5 zeigt die Befunde der auf die oben beschriebene Weise fur das Screening
ausgewahlten 22 Falle. Fir jeden einzelnen Patienten sind darin angegeben:

e die DNA-Nummer,

e das Geburtsjahr,

e das Geschlecht (auch wenn dieses kein Auswahlkriterium war, da der RD3-

bedingten LCA ein autosomal-rezessiver Erbgang zu Grunde liegt),
o die Diagnose, unter der die Patienten in der Datenbank erfasst waren,
e eine zusammenfassende Darstellung der klinisch-diagnostischen Daten zu dem

jeweiligen Patienten.

Zu der Darstellung der Patientendaten sind folgende Punkte anzumerken:

1.  Die gezeigten Daten wurden retrospektiv bei der Durchsicht der Krankenbléatter
erhoben. Dabei waren die klinischen Angaben teilweise von Patient zu Patient und
von Untersuchungszeitpunkt zu Untersuchungszeitpunkt sehr uneinheitlich, was
darauf zurlickzufiihren ist, dass die Daten oft tber die Jahre hinweg von unter-
schiedlichen Augenkliniken und niedergelassenen Augenarzten sowie zum Teil
auch von Kollegen aus anderen Fachgebieten (z. B. Kinderarzte) erhoben wurden.
Entsprechend sind auch die aus diesen Informationen abgeleiteten, hier gemachten
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tabellarischen Angaben zum Teil heterogen. Zum grofiten Teil wurden die
Patienten, deren DNA untersucht wurde, mindestens einmal in der Abteilung fir
Kinderophthalmologie, Strabismologie und Ophthalmogenetik des Klinikums der
Universitdt Regensburg bzw. der Klinik und Poliklinik fur Augenheilkunde der
Justus-Liebig Universitat GielRen untersucht. Die DNA-Proben der Patienten, die
nicht in Regensburg oder GielRen, sondern ausschlieBlich andernorts vorstellig

waren, wurden dem Labor der Klinik von externen Untersuchern zugesandt.

Bei manchen der Patienten lagen nicht zu jedem interessierenden Abschnitt ihres
Krankheitsverlaufs alle theoretisch wiinschenswerten Untersuchungsbefunde vor.
Dies kann zum einen daran liegen, dass der Befund zu diesem Zeitpunkt tatsach-
lich (noch) nicht erhoben worden war oder zum anderen daran, dass ein in der
Vergangenheit (moglicherweise andernorts) erhobener Befund im Krankenblatt
nicht vorlag. Soweit realisierbar, wurden die friihestméglichen Angaben zu dem
Patienten (z. B. fir Visus und ERG), die aus den Krankenblattern zu ermitteln
waren, angegeben. Wenn ausschlieflich Befunde ab einem héheren Patientenalter
als gewiinscht vorlagen, konnten entsprechend nur Vermutungen (aufgrund der
Aktenlage) tiber die Entwicklung (z. B. des Sehvermdgens) in den ersten Monaten
und Jahren angestellt werden. Auch solche Patienten bei denen also eine entspre-
chend deutlich herabgesetzter Visus oder ein unterhalb der Nachweisgrenze lie-
gendes ERG in den ersten Lebensjahren aufgrund der vorliegenden Daten als sehr
wahrscheinlich angenommen werden musste, wurden auf RD3-Mutationen unter-

sucht.

Bei der Darstellung der einzelnen Befunde wurden die zum Teil sehr umfang-
reichen Angaben, die aus den Krankenblattern gewonnenen werden konnten, zur
Verbesserung der Ubersichtlichkeit auf die als relevant erachteten Informationen
reduziert. Die in den Tabellen 3-5 und 3-6 wiedergegebenen Patientendaten sind
daher in stark komprimierter Form dargestellt.

Angefiihrt werden (soweit im Aktenmaterial vorhanden) Befunde zu Visus,
Elektroretinogramm, Lichtreaktion, Nystagmus, Strabismus, Photophobie,

Refraktion, Fundus und Familienanamnese.
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Die beiden fiir die Patientenauswahl entscheidenden Kriterien waren der Visus
und die ERG-Befunde. Zum besseren Verstdndnis der Angaben, die zu diesen

beiden Parametern in den Tabellen dargestellt sind, hier einige Anmerkungen:

e Visus: [32]

Der Visus beschreibt das maximale Auflosungsvermogen des Auges fur
kleine Objekte. Rechnerisch ergibt er sich aus dem Kehrwert des Winkels,
unter dem das Auge zwei Objektpunkte gerade noch als getrennt wahrnehmen
kann (Minimum separabile). Man unterscheidet dabei den Visus cum correc-
tione (= Visus c.c. oder Sehscharfe), der als das Auflésungsvermdgen des
Auges bei bestmoglicher Korrektur etwaiger Refraktionsfehler definiert ist,
vom Visus sine correctione (= Visus s.c. = Sehleistung), der das Auflosungs-

vermdgen ohne optische Korrektur bezeichnet.

Die Methoden, nach denen der Visus erhoben werden kann, variieren je nach
Altersstufe des Patienten, zum Teil aber auch nach den Vorlieben des jeweili-
gen Untersuchers. So kdnnen fur Erwachsene z. B. Tafeln mit verschiedenen
Sehzeichen (wie Zahlen, Landolt-Ringe oder E-Haken) in definierten Gro-
Renabstufungen verwendet werden. Der Visus ergibt sich dann als Quotient
aus der Ist-Entfernung (tatsachlicher Messabstand) und der Soll-Entfernung
(aus der ein Normalsichtiger das jeweilige Zeichen gerade noch erkennen
kann) und kann Werte von > 1,0 bis < 0,1 annehmen. Fiir Kinder existieren
entsprechende Sehzeichentafeln mit kindgerechten Symbolen (z. B. LEA-
Zeichen). Bei noch kleineren Kindern kann beispielsweise der Preferential-
looking-Test (mit Teller-Acuity-Cards oder Cardiff-Cards) angewandt
werden. Das Prinzip dieses Testverfahrens beruht darauf, dass dem Kind eine
Flache dargeboten wird, deren eine Halfte ungemustert ist und deren andere
Haélfte ein Muster gleicher mittlerer Helligkeit wie der ungemusterte Teil
aufweist. Reicht das Auflosungsvermogen des Patientenauges aus, um das
gezeigte Muster aufzulésen, wird er diesem seine Aufmerksamkeit zuwenden

und entsprechend dorthin schauen. Aus der Feinheit des Streifenmusters,
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welches gerade noch erkannt wird, kdnnen dann Ruckschliisse auf den Visus
gezogen werden.

Auch bei der Erhebung der Daten des vorliegenden Patientenkollektivs wur-
den von den verschiedenen Untersuchern unterschiedliche Techniken zur
Visuserhebung verwandt. Falls nétig, wurden daher die jeweiligen Angaben
(z. B. aus den verschiedenen Arztbriefen) zur besseren Vergleichbarkeit der
einzelnen Werte fur die vorliegende Tabelle in eine mdglichst einheitliche

Darstellungsform gebracht.

Falls bei einem Patienten eine Visusbestimmung, die eine Angabe der Seh-
scharfe (oder Sehleistung) als Zahlenwert zuldsst, nicht (mehr) moglich war,
erfolgten die Angaben in den iiblichen Abstufungen: , ,Fingerzdhlen* (z. B. in
30 cm Abstand), das Erkennen von ,,Handbewegungen®, ,,Lichtscheinprojek-
tion“ (also Angabe der Lichtrichtung) oder ,,Lichtscheinwahrnehmung®. Bei
sehr kleinen Kindern findet sich auch ofters die Angabe ,,keine Fixationsauf-
nahme* als Indiz fiir einen sehr stark reduzierten Visus.

Gelegentlich kann die Prifung der direkten und indirekten Lichtreaktion
Hinweise auf das Auflosungsvermogen des Auges liefern. Wenn diese
physiologische Reaktion aufgrund einer schon weit fortgeschrittenen Netz-
hautdystrophie gestort oder gar erloschen ist, kann man daraus auf einen ent-
sprechend ebenfalls deutlich herabgesetzten Visus schliel3en.

Ein weiterer Hinweis auf ein frihzeitig erloschenes Sehvermdgen bei Saug-
lingen ist das okulodigitale Phdnomen (Franceschetti-Zeichen). Es beschreibt
die Erscheinung, dass erblindete Kinder oft mit den Fingern an ihren Augen
manipulieren (,,Augenbohren®), um durch Druck als inadédquaten Reiz auf die

Netzhaut Seheindriicke zu erzeugen.
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Elektroretinogramm: [7,32,65]

Das Elektroretinogramm ist ein elektrophysiologisches Verfahren zur Unter-
suchung der Funktion retinaler Zellen, welches z. B. in der Diagnostik dege-
nerativer Netzhauterkrankungen eingesetzt wird. Dem Patienten werden dazu
kleine Elektroden am Auge fixiert, welche entweder in eine Kontaktlinse ein-
gebracht sind oder als Fadenelektrode in den unteren Konjunktivalsack ein-
gelegt werden. Als Referenzelektrode dient eine Hautelektrode, die z. B. an
der Stirn befestigt werden kann. Bei Sduglingen ist es in der Regel erforder-
lich, diese Untersuchung in Narkose durchzufuhren, um optimale Ableit-

bedingungen herzustellen.

Bei der Untersuchung wird die Netzhaut durch definierte Lichtsignale ange-
regt, wobei die daraus resultierenden Potentialdanderungen der einzelnen
Zellen abgeleitet werden kdnnen. Dies geschieht im dunkeladaptierten Zu-
stand (skotopisches ERG) zur Messung der Stabchenfunktion und im hell-
adaptierten Zustand (photopisches ERG) zur Messung der Zapfenfunktion.
Die resultierende Kurve, welche aufgezeichnet wird, zeigt im physio-
logischen Zustand zuerst eine sogenannte (negative) a-Welle, welche v. a. die
Erregung der Photorezeptorzellen selbst (Hyperpolarisation) widerspiegelt.
Die darauf folgende (positive) b-Welle ist hingegen ein Ausdruck der elek-
trischen Aktivitat von Miller-Gliazellen und Bipolarzellen. Eine weitere (in
der Kklinischen Routine oft nicht erfasste) Potentialschwankung stellt die c-
Welle dar, welche u. a. durch elektrische VVorgénge im retinalen Pigment-

epithel bedingt ist.

Typischerweise sinken die elektroretinographischen Antworten von LCA-
Patienten bis unter die Nachweisgrenze ab, und das oft sogar schon vor dem
Auftreten eindeutiger Veranderungen am Augenhintergrund. Je schwerer die
Verlaufsform der LCA, desto friher kdnnen keine Potentiale mehr gemessen

werden.
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Tabelle 3-5: Patientengruppe la (22 Patienten):

DNA-Nr.

Geschlecht
Geburtsjahr
Diagnose

Alter

bei Unter-
suchung
in Jahren

Visus

ERG

Lichtreaktion

Nystagmus

Strabismus

0088.03

w
1997
LCA

Fix Licht +
Fol &4

OUslp @

oud

intermittierend,
opsoklonusartig

0S ©10°

0667.01

m
2001
LCA

<1

Fix &
Fol &

KA

ou Y

KA

0668.01

w
2000
LCA

Fol Licht +

Fol Gegenstéande &
anamnestisch Fix &

mit 7 Wo

OUslp &

oudd

P

alt ©10°

0695.01

w
1998
LCA

Ou 0,01

OUslp @

KA

TP

0S ©15°

0725.01

w
2001
LCA

<1

Fix &

OUs/p 48

KA

kA

0728.01

w
1994
LCA

<1

Fix &

OUslp @

oudid

<R

kA

0772.02

m
2001
LCA

Fix &
Fol &

OUslp &

oudid

< PR

oD ©

OUslp I

KA

KA
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DNA-Nr.

.2 c [ <5}
] S @ S 3 Geschlecht
< < = = g Geburtsjahr
o o 5 E s Diagnose
3 & T g &
5 0
kA |OU +6,0/-1,0/180° | OU verengte Gefalle KA 0088.03
w
1997
LCA
KA kA OU Papille blass, hypoplastisch; Makula KA 0667.01
nicht eindeutig abgrenzbar; feinkornige m
Pigmentierungen in mittlerer und &ulerer 2001
Peripherie; zirkuldr Aderhautgefal3e sichtbar LCA
kA |OD +10,0/-2,0/0° |OU leichtgradig fein granulierte Struktur der | KA 0668.01
0S +10,0/-1,0/0° | Netzhaut w
2000
LCA
kA |OD +7,0/-1,0/10° |OU in gesamter Peripherie weililiche KA 0695.01
0S +8,5/-1,5/170° Verénderungen auBerhalb der GefaRbogen W
1998
LCA
KA |kA KA KA 0725.01
w
2001
LCA
kA |OU +5,0 sph. oB Konsang. | 0728.01
(Eltern sind | w
Verwandte | 1994
4. Grades) | LCA
++ |OD +9,0/-0,5/90° | OU in Makula und Peripherie feine kKA 0772.02
0S +9,0/-0,5/110° grirulatlon_er;]; angedeutet metallische .
eflexe peripher 2001
LCA
kKA kA OU Papille blass; Makula mit zarten PV; in  |kA 0779.01
mittlerer Peripherie helle, spindelférmige W
Flecken; in mittlerer bis duBerer Peripherie
A i e 1984
feine Pigmentationen und rarifiziertes PE LCA
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12 LSP + OUs/lp 83| 0U &3 kA e
anamnestisch seit
Geburt schlechter
Visus
18 LW + kA OUll|oR OD ©15°
HBW ¢ ©VD5°
0785.03 | <1 Fix fraglich OD kA oOUug (TR kA
W OSslp &
E%O'Al\ 1 Fol Licht + kA kA kA kA
2 OU LSP + kA kA kA kA
okulodig. Phanomen
3und 4| OU LSP + kA kA kA kA
5 OU LSP + kA kA kA kA
0903.01 4 cc OU 0,08 kA kA + kA
m
1995
EOSRD |7 Fernvisus OUslp @ | kA KA KA
sc OD 0,03
sc OS 0,04
(LEA)
1050.01 1 Fix & OUslp 44| 0U 338 | kA
w Fol &
1988
LCA 3 kA OUs/p 88| kA kKA KA
15 HBW + kA ould |oR kA
1119.01 <1 OU Fix & kA oug | kA
m
1999
LA 1 KA KA KA KA )
2 OU Fix & kA kA kA kA
4 OU Fix & OUslp@ |OUQ |KA kA
OKN &
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KA |kA OD kein Einblick Schwester
OS Papille mit leichter Randunscharfe; gbfnfﬁflls.
Makula mit Pigmentauflockerungen und etrotten,
Hyperpigmentierungen; in Peripherie Tante mit
durchgreifende PE-Atrophie V.a. LCA
KA |kKA KA KA
+ OU +8,0 sph. OU periphere Pigmentansammlung bei KA 0785.03
sonst pigmentarmer Netzhaut -
KA |kA KA KA i%opl\
KA |kA KA KA
KA |kA KA KA
kKA | kA OU Papille blass; kein MWR; PE- kA
Verschiebungen; GefaRe enggestellt
kA |OD +9,0/-0,5/90° |OU Papille hyperopisch prominent; Makula |kA 0903.01
0S +10.0/-0 5/90° verstrichen; PV in Makula und Peripherie m
1995
KA |kKA KA KA EOSRD
kA |OU +8,0 sph. oB KA 1050.01
w
1988
KA |kA KA kA LCA
kA |OD +4,0/-2,0/0° |OU Papille blass; Makula ohne MWR; KA
OS +4,0/-2,5/0° | GefaRe eng; Peripherie mit vereinzelten
Pigmentverklumpungen
kA |OD +3,5/+1,0/90° | OU Papille leicht abgeblasst; Gefale eng; kKA 1119.01
OS +6,0 sph. im Zentrum feinkdrnige Pigmentierungen m
KA [KA KA KA N
KA |kKA KA KA
kA |OD +4,5/-0,5/100° | OU zentraler Bereich von Atrophiezonen Konsang.
3 o | mitirreguldren Hyperpigmentierungen; ab .
OS +4,5/-0,5/80 mittlerer Peripherie Pfeffer-Salz-Fundus; s,E;:\e,\:gnsdTed
enggestellte Geféale 4. Grades)
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113501 |1 bin 0,32 cy/cm (TAC] OUslp 43 |OQU & |P @®8°
m AVisus < 0,01
2002
LCA
1145.01 27 kA OUslp @ | kA kA kA
w
1971 33 OouU LW kA ouU 4 ¢ kA kA
LCA anamnestisch seit
Kindheit nur LW
Diagnosestellung
LCA mit 6 Mo
1369.01 1 Fix Licht & OUslpa |OU &L (P kA
m Abwehr bei
2003 Okklusion &
LCA
1405.01 6 OU LW + kA kA kA kA
m anamnestisch Seh-
1998 probleme bereits mit
LCA 1,5 Mo auffallig
okulodig. Phanomen
7 cc OD 0,025 oud |p 0S ©5°
cc OS 0,03 OUslp & OVD5°
(LEA) OD deorso-
adductorius
8 cc OD 0,013 KA kA kA kA
cc 0S 0,017
(LEA)
9 cc OD 0,007 KA KA KA KA
cc OS 0,008
(LEA)
1567.01 1 Fix & OUslpa |OUL [P alt ©
W mit rotatorischer
2004 Komponente
LCA
1630.03 1 Fix & kA oud |P alt ©
m
2005 2 Fix & kA kA kA kA
LCA
Fol &
Abwehr bei
Okklusion +
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++ | OU +6,0 sph. oB KA 1135.01
m
2002
LCA
KA | kA KA KA 1145.01
w
KA |kA OU Makula ohne MWR; Peripherie KA 1971
pigmentarm, feinfleckig LCA
kKA kA OU Makula nicht differenziert; GefaRe eng; |kA 1369.01
in Peripherie diskrete Pigment- .
dissoziationen; Fundus insgesamt sehr hell 2003
LCA
KA | kA KA KA 1405.01
m
1998
LCA
kA |OD +4,5/-2,0/37° |OU Makula mit Pigmentverklumpungen; kA
0S +4,5/-3,0/148° Gefalie eng; in Peripherie Pfeffer-Salz-
Aspekt
KA | kA kA kA
KA | kA kA kA
KA |OD +50/-1,0/0° OU"MWR fehlt; ausgeprégte _Entstellunlg der KA 1567.01
GefélRe; ab mittlerer Peripherie ausgepragt —
OS +2,0/-1,0/0° | kérnige Fundusstruktur mit unregelmaRigen w
Hypo- und Hyperpigmentierungen; 2004
peripapillare Pigmentverklumpungen LCA
kA |OD +85/-25/5° |0y fehlender Zentralreflex KA 1630.03
OS +9,0/-2,5/65° m
KA | kA KA kA 2005
LCA
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mit 6 Mo auffallig:
Augenzittern, Greif-
unsicherheit)

167401 | 4 ccOD 0,11 OUslp & | kA P kA
m CIEEOA? BoE intermittierendes
2002 ( ) Headnodding
EOSRD
1774.01 <1 Fix Licht & KA KA KA KA
w
1982 1 Fix & OUsp@ |OUD |P KA
LCA Suchbewegungen

12 KA OUslp< | kA KA KA

24 | OUHBW KA OULS p KA

enge
Pupillen
1825.01 | 2 bin 0,02 kA kA + kA
m
2005
LCA
1852.01 2 cc OU 0,08 kA KA T bei Fixations- | KA
W cc bin 0,15 aufnahme
2004
LCA 3 ccOu0,1 OUslp | 0B R KA
anamnestisch Zunahme im
Sehprobleme bereits Aufblick

++ stark ausgepragt, + vorhanden, & reduziert, & & stark reduziert, & nicht vorhanden, / keine Angabe

@ Strabismus convergens, © Strabismus divergens

<> horizontaler Nystagmus, I vertikaler Nystagmus

alt = alternierend, bin = binokular, cc = cum correctione, cy/cm = cycles/cm, Fix = Fixation,

Fol = Folgebewegungen, HBW = Handbewegungen, Konsang. = Konsanguinitat, LEA = LEA-
Symbole, LSP = Lichtscheinprojektion, LW = Lichtwahrnehmung, m = mannlich, Mo = Monate,
MWR = Makulawallreflex, OD = Oculus dexter, OKN = optokinetischer Nystagmus, oB = ohne
Befund, OS = Oculus sinister, OU = Oculi utrique, okulodig. Phdnomen = okulodigitales Phanomen,

p = photopisch, P = Pendelnystagmus, PE = Pigmentepithel, PV = Pigmentverschiebungen,
R = Rucknystagmus, s = skotopisch, sc = sine correctione, TAC = Teller-Acuity-Cards,
VD = Vertikaldeviation, w = weiblich, Wo = Wochen

Tabelle 3-5: Patientengruppe la (22 Patienten)
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++ | OD +4,5/-2,5/15° | OU Papille geringgradig prominent und Konsang. | 1674.01
0S +6,5/-3,0/10° randunscharf, MWR fehlt;l am gesamten (Eltern sind | m
Fundus PigmentunregelmaRigkeiten und Verwandte | 2002
Pigmentverklumpungen 2. Grades) | EOSRD
KA |kKA KA KA 1774.01
w
KA |KA OU Gefale etwas enggestellt KA 1982
LCA
KA |kKA KA KA
+ OU +5,0 sph. OU peripher vereinzelte KA
Knochenkdrperchen
KA |kA Schwester | 1825.01
ebenfalls m
betroffen 2005
LCA
kA |OD +8,25/-3,5/0° |OU Papille Temporal blass; KA 1852.01
0S +8.75/-3.0/0° | PV @m hinteren Pol W
2004
KA kA OU Papille leicht blass; Gefalie enggestellt; |kA LCA

peripapillare Pigmentproliferationen; PE-
Verklumpungen
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3.1.1.2. Patientengruppe 1b

Kriterien zur Auswahl von Patientengruppe 1b

Auler den in Tabelle 3-5 aufgefiihrten 22 Féllen wurden noch weitere 10 DNA-Proben
von Patienten auf RD3-Mutationen getestet, deren klinische Befunde nicht exakt den
beiden oben definierten Kriterien zu Visus und ERG entsprachen. Es handelte sich
dabei ebenfalls um Patienten mit schweren hereditdren Netzhautdystrophien, deren
genetische Ursache noch nicht geklart werden konnte. Diese 10 Falle wichen nur
geringfugig von den fir Patientengruppe la geltenden strengen Kriterien ab, z. B. hin-
sichtlich folgender Aspekte:

e Visus in den ersten Lebensjahren ebenfalls bereits deutlich reduziert (auf < 0,3),

jedoch noch besser als 0,1
e im ERG noch ableitbare Restantworten
e Zeitpunkt der (vorliegenden) Erstuntersuchung zu spét, um fundierte Aussagen

uber die sehr friihe Kindheitsentwicklung machen zu kénnen.

Diese Patienten sind als Patientengruppe 1b in Tabelle 3-6 aufgefiihrt.

Die hierbei ausgewéhlten Falle stammten aus derselben Patientendatenbank, aus der
auch Patientengruppe 1a rekrutiert wurde und waren dort unter den gleichen Diagnosen
verschlisselt wie diese. Auch bei diesem Kollektiv wurden nur Patienten, die im Jahr

1970 oder spater geboren wurden, bericksichtigt.

Ergebnis der Patientenauswahl (Patientengruppe 1b)

Die aus den Krankenblattern gewonnenen Angaben wurden — wie bereits in Tabelle 3-5

— auf die als relevant erachteten Informationen beschréankt und somit stark reduziert

dargestellt. Zusétzlich findet sich in der Zeile unterhalb jedes Patienten jeweils eine

kurze Erlduterung, warum dieser in das Untersuchungskollektiv aufgenommen wurde.
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Tabelle 3-6: Patientengruppe 1b (10 Patienten):

DNA-Nr. |Alter = "
Geschlecht |bei Unter- . € é g
Geburtsjahr |suchung 2 8 o S 2
Diagnose  |in Jahren S [ E S 'c.é
O > =
'J Z »
012201 |4 sc0D0,3/0S0,2 kA kA | kA kA
‘1"989 5 Fernvisus sc OD 0,1/0S 0,1 | kA KA |KA KA
EOSRD Fernvisus cc OD 0,2/ 0S 0,1
6 Fernvisus cc OD 0,2/ OS 0,125 | kA kA | kA kA
Nahvisus cc bin 0,24
7 FernvisusscOD 0,1/0S 0,08 [OUslp @ | kA |kA KA
Fernvisus cc OD 0,3/ 0S 0,1
9 Fernvisus sc OD 0,2/ 0S 0,1 kA kA kA kA
Fernvisus cc OD 0,3/ 0S 0,1
11 Fernvisus sc OD 0,1/ 0S 0,04 |kA kA kA kA
Nahvisus sc OD 0,1/ 0S 0,1
13 FernvisusscOD 0,1/0S0,1 |OUslp@ | kA |KA KA
Nahvisus sc OD 0,1/ 0S 0,1
0255.01 |8 Fernvisus cc OD 0,05/0S 0,1 |kA kA |kA kA
m Nahvisus cc bin < 0,1
1982
CRD 10 Fernvisus sc OD 0,05/ OS 0,05 | kA kA |KA kA
Fernvisus ccOD 0,1/ 0S 0,1
11 FernvisusccOD 0,05/0S0,05{0OUs/lp & | kA |kA alternierend ©
13 Fernvisus cc OD 0,08 / OS 0,08 | kA kA |kA kA
15 Fernvisus sc OD 0,05/ OS 0,05 | kA kA |kA kA
17 Fernvisussc OD 0,1/ 0S 0,05 |kA kA kA kA
21 kA OUslp 38 | kA |KkA kA
23 Fernvisus sc OD 0,03/ kA kA |kA kA

OS HBW+
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DNA-Nr.

3 S ” c 3 Geschlecht
2 k> 3 2L c Geburtsjahr
2 < = e % Diagnose
g 3 Z £ 5
< 04
kA kA kA kA 0122.01
++ kA kA kA \1\/989
EOSRD
kA kA kA kA
KA KA Oou Papille ge_lblich mit peripapillér.('ar KA
Hypopigmentierung; MWR fehlt; diinne
GeféRe; in Peripherie multiple kleine gelb-
liche Areale auf hypopigmentiertem Grund
und beginnende Pigmentverklumpungen
kA kA kKA kA
kA kA kA kA
KA KA _OU Papille blass; (_BeféB_e eng; PE-Defekte KA
in Makula und Peripherie; einzelne
Knochenkdrperchen in Peripherie
KA OD +3.5/-1,0/0° OU zentral ausgep_régte P_igmentverklum- KA 0255.01
pungen und hypopigmentierte Areale; I
OS +3,5/-0,5/0° peripher ebenfalls PV m
1982
kA kA kA kA CRD
kA kA kA kA
kA kA kA kA
kA kA kA kA
kA kA kA kA
kA kA kKA kKA
KA KA OU Papille stark abgeblasst; in mittlerer KA

Peripherie Knochen-korperchen; Gefélie
eng; RPE hochgradig atrophisch
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0602.01 |22 Fernvisus cc OD 0,01/0S 0,05 |[OUs/pd | KA KA KA
m Nahvisus cc OD 0,08 / OS 0,06
1977
RP 24 Fernvisus sc OU Fingerzahlen | kA KA | KA KA
(in 30 cm)
anamestisch erste Sehprobleme
im Alter von 7 Jahren
0976.01 |22 FernvisusscOD0,1/0S0,1 |OUslpd | kA |KA KA
w Nahvisus sc OD 0,2/ 0S 0,2
1984
RP
1046.01 |18 FernvisusccOD 0,1/0S 0,05 [OUs/p@ |oB |KA KA
w Nahvisus cc OD 0,1/ 0S 0,1
1986
RP
anamnestisch in den ersten 6 Mo
121201 |2 normale Fixation; Sehprobleme OUslp@ | kA KA KA
m mit 1 Jahr aufgefallen
1997
LCA
7 ccOD 0,3/0S 0,04 kA oB kA oS ®
1295.01 |1 Fixation Licht & OUslp & | OU kA schwan-
: . kender
m Preferential-looking-Test & .
2003 Winkel
RP
1399.01 |3 sc0OD0,2/0S0,2 OUslp 88 |KA | PR | ®
m (Cardiff-Cards in 1m) leicht
2002
Ret. Dyst.
1423.01 |4 OD 0,02/0S 0,04 (LEA) OUslp 83 |kKA |oR schwan-
w anamnestisch bereits mit bspdlfrl
2001 1,5 Mo ausgepragte ke
LCA Sehminderung festgestellt
1603.01 |6 Fernvisus cc OD 0,1/ OS 0,05 OUslp ¢4 kKA |oR ©5°
W Nahvisus cc OD 0,063/0S 0,063
1999 anamnestisch seit Kleinkindes-
Ret. Dyst. alter Bewegungen vorsichtig und
unsicher
7 Nahvisuscc OD0,1/0S0,1/ |[OUs/p 44 |0U ¢l R oB

bin 0,16 (LEA)
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kA kA OU Papille mit pigmentiertem Saum; kA 0602.01
Gefalie eng; Knochenkdrperchen m
1977
OU Papille wachsgelb, 0,4-0,5 exkaviert; RP
KA KA MWR stumpf; zentral feinkdrnige Pigment- KA
verklumpung und PE-Defekte; in mittlerer
Peripherie Knochenbalkchen mittlerer
Dichte; Gefalie enggestellt
OU Papille atrophisch, spontaner
¥ KA Venenpuls; Drusen; Makuladdem; KA 976,01
scheckige Funduspigmentierung; peripher w
Knochenkdrperchen; chorioretinale 1984
Atrophie RP
i kA OU GefaRe eng; RPE-Verschiebungen Konsang. | 1046.01
und —Verklumpungen (Eltern sind -
Verwandte 1986
4. Grades) RP
kA kA kA kA 1212.01
m
1997
. — . LCA
KA KA OU leichte peripapillare Hyperpigmen- KA
tierung
kA OD +3,0/-1,0/150° | OU Papille blass; Aderhaut regional kA 1295.01
0s +3,0-1,0/10° | 2ufgehellt m
2003
RP
kA OD -4,0 sph. OU Papille blass; MWR fehlt KA 1399.01
OS -3,0 sph. m
2002
Ret. Dyst.
kA OD +9,0/-0,5/0° | OU Papille aufgehellt; kein Foveolarreflex; | kA 1423.01
0S +9 0/-0 5/0° PE wirkt kérnelig unruhig W
2001
LCA
kA OD +2,0/-0,5/5°  |OU am hinteren Pol ausgeprégter zellophan-| kA 1603.01
OS +1.5/-1.0/140° artiger Reflex; diskrete PE-Dilution W
1999
Ret. Dyst.
KA KA OU Papille temporal blass; MWR Bruder
abgeschwécht; feinfleckige Depigmen- ebenfalls
tierungen des RPE; Gefalie eng. betroffen

o7




[Legende zu Tabelle 3-6 von S. 54 bis S. 57:]

++ stark ausgepragt, + vorhanden, & reduziert, & & stark reduziert, & nicht vorhanden, / keine Angabe
@ Strabismus convergens, © Strabismus divergens
<> horizontaler Nystagmus, J vertikaler Nystagmus

bin = binokular, cc = cum correctione, HBW = Handbewegungen, LEA = LEA-Symbole,

m = mannlich, Mo = Monate, MWR = Makulawallreflex, OD = Oculus dexter, 0B = ohne Befund,
OS = Oculus sinister, OU = Oculi utrique, p = photopisch, P = Pendelnystagmus, R = Ruck-
nystagmus, s = skotopisch, sc = sine correctione, w = weiblich

Tabelle 3-6: Patientengruppe 1b (10 Patienten)
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3.1.1.3. Patientengruppe 1c

Auswahl von Patientengruppe 1c

Zusétzlich zu den Patienten, deren Daten in den Tabellen 3-5 und 3-6 dargestellt sind,
wurden noch 33 weitere Falle schwerer hereditérer Netzhautdystrophien auf Mutationen
im RD3-Gen untersucht. Dabei handelte es sich um Betroffene, deren klinische Befunde
nicht den flr Patientengruppe 1a und 1b definierten Kriterien entsprachen. Dieses als
Patientengruppe 1c bezeichnete Kollektiv beinhaltete:

e Patienten mit einem weniger massiven Krankheitsverlauf (hinsichtlich Visus und
ERG) als die Betroffenen der Patientengruppen 1la und 1b,

e Patienten, deren friiheste vorliegende Befunde erst in einem hoheren Lebensalter
erhoben wurden als gefordert, sodass sie keinen soliden Ruckschluss auf die
Entwicklung der Netzhautdegeneration im Sauglingsalter zulassen,

e Patienten, zu denen nur sehr spérliche klinische Daten vorliegen, da sie von
externen Untersuchern in das Projekt eingeschleust wurden.

Diese unter Patientengruppe 1c zusammengefassten Félle sind in Tabelle 3-7 darge-
stellt. Da hierbei das Vorliegen einer schweren erblich bedingten Netzhautdegeneration
mit bislang ungeklarter genetischer Ursache als einziges Auswahlkriterium galt, wurde
auf eine detaillierte Darstellung der zu diesem Kollektiv vorliegenden klinischen Be-

funde an dieser Stelle verzichtet.
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Ergebnis der Patientenauswahl (Patientengruppe 1c)

DNA-Nr. | Geschlecht | Diagnose DNA-Nr. | Geschlecht | Diagnose

0196.01 m 0474.01 W

1361.01 m 1141.01 W

1742.01 W CRD 1164.01 m

1797.01 m 1269.01 m

2065.01 W 1331.01 W RP

2352.01 m 1440.01 m

1427.01 m 1585.01 m

1675.01 m 1645.01 m

1746.01 W 1776.01 m

1911.02 m EOSRD 0207.01 m COD
1964.01 NS w 0970.01 w RCD
2362.01 N m 0173.01 w
2419.01 NS m 0382.01 m andere

0277.01 W 1512.01 W Diagnosen

0905.01 m 2457.01 m

1447.01 W LCA

1902.01 W

2096.01 W

NGS Bei diesen drei Patientenproben wurde das RD3-Mutationsscreening nicht nach dem in Abschnitt 2.3.

beschriebenen Verfahren im Labor fiir Molekulare Ophthalmologie in GieRen durchgefiihrt, sondern in

dessen Auftrag durch die Bioscientia GmbH, Ingelheim im Rahmen einer Ubersichtsuntersuchung auf

bekannte LCA-Gene (NGS = Next Generation Sequencing).

Tabelle 3-7: Patientengruppe 1c (33 Patienten)
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3.1.2. Patienten mit bereits identifizierten Sequenzéanderungen im GUCY2D-Gen

(Patientengruppe 2)

Auswahl von Patientengruppe 2

Wie in Abschnitt 1.3.1. dargestellt wurde, konnte durch unterschiedliche histologische
und biochemische Verfahren eine Interaktion des RD3-Proteins mit der retinalen
Guanylatzyklase (RetGC1 = Genprodukt des GUCY2D-Gens) auf subzellulérer Ebene
nachgewiesen werden. Aus den dazu vorliegenden Studien geht hervor, dass das RD3-
Protein eine wichtige Rolle beim intrazellularen Transport der Guanylatzyklase sowie
bei der Regulation ihrer Aktivitat spielt. [8,78]

Auf der Grundlage dieser molekularbiologischen Erkenntnisse wurde in der vorliegen-
den Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass Mutationen im RD3-Gen die Rolle eines
genetischen ,,Modifiers* bei Patienten mit GUCY2D-Mutationen spielen kénnen. Nach
dieser Uberlegung wiirde der Phanotyp (also das klinische Bild) der GUCY2D-Patienten
demnach durch zusatzliche Mutationen im RD3-Gen (und der daraus resultierenden
gestorten Funktion des RD3-Proteins) beeinflusst. Weitere Gedanken zu dieser Hypo-

these sind im Diskussionsteil (4.1.3.) aufgegriffen.

Unter der Annahme eines solchen genetischen ,,Modifyings* wurden 23 in der Patien-
tendatenbank der GieRener Augenklinik erfasste Patienten, bei denen bereits Sequenz-
anderungen im GUCY2D-Gen identifiziert werden konnten, auf zusatzliche Mutationen
im RD3-Gen untersucht (Patientengruppe 2). Bei 17 dieser 23 Patienten handelte es sich
um Falle mit Netzhautdystrophie, die urséchlich auf Mutationen im GUCY2D-Gen
zurtickzufuhren waren: 14 dieser Patienten wiesen autosomal-rezessive Mutationen in
homozygoter (oder Compound-heterozygoter) Form auf (LCA Typ 1), bei 3 Patienten
lagen autosomal-dominante Mutationen in heterozygotem Zustand vor (CRD). Die
ubrigen 6 der 23 Patienten in Gruppe 2 zeigten dagegen lediglich solche Sequenz-
anderungen im GUCY2D-Gen (wie benigne Polymorphismen oder heterozygote rezes-
sive Mutationen), die nach derzeitigem Kenntnisstand nicht als Ursache einer Netzhaut-
dystrophie gewertet werden kénnen (nicht konkludente Sequenzénderungen).

Die DNA-Nummern der untersuchten 23 Patienten sind in den Tabellen 3-8a und 3-8b
festgehalten.
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Ergebnis der Patientenauswahl (Patientengruppe 2)

(a) Patienten mit krankheits-
ursachlichen GUCY2D-Mutationen

(b) Patienten mit nicht konkludenten
Sequenzéanderungen im GUCY2D-Gen

DNA-Nummer | Geschlecht | Diagnose DNA-Nummer | Geschlecht | Diagnose
0476.01 w LCA1l 0829.01 unbekannt LCA
0522.01 w LCA1 1080.01 m RP
0559.01 m LCA1 1153.01 m LCA
0894.01 w LCA1 1218.02 w LCA
0922.01 m LCA1 1241.01 m LCA
0993.01 m LCA1 1986.01 m LCA
1003.01 w LCA1
1067.01 w LCA1
1218.01 m LCA1
1386.01 w LCA1
1407.01 w LCA1
1439.01 w LCA1
1511.01 m LCA1
1584.01 m CRD
1829.01 m CRD
1839.01 m CRD
2118.01 m LCA1

Tabellen 3-8: Patientengruppe 2: 23 Patienten mit Sequenzénderungen im GUCY2D-Gen
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3.2. Molekulargenetische Ergebnisse des Mutationsscreenings

Die Nomenklatur der identifizierten Sequenzénderungen folgt den Vorgaben des
Human Gene Mutation Nomenclature Committee (HGNC, http://www.genenames.org/
guidelines.html) und sind Uber die Mutalyzer Website (https://mutalyzer.nl/check)

verifiziert worden.

Bei dem durchgefuhrten Mutationsscreening wurden DNA-Proben von insgesamt 88
Patienten untersucht. Dabei konnten bei 34 Personen Sequenzanderungen im RD3-Gen
aufgedeckt werden. Es handelt sich dabei um 7 verschiedene Polymorphismen:

c.5A>T (p.H2L)

¢.141C>T (p.R47C)

e .170G>T (p.G57V)

e (.296+28G>A

e C.297-86A>T

o C.297-124G>A

e .486C>T.

Diese 7 verschiedenen Polymorphismen verteilten sich in unterschiedlicher Haufigkeit
auf die 34 identifizierten Patienten. Bei 5 Patienten wurden gleichzeitig zwei Polymor-
phismen nachgewiesen. Eine detaillierte Darstellung zur Verteilung der Sequenzande-

rungen innerhalb des Patientenkollektivs findet sich in den Tabelle 3-9 bis 3-11.
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Polymorphismus

Anzahl der Nachweise

Patienten

DNA-Nummern

Patientengruppe

€.297-86A>T 21 0173.01 1c
davon 4 homozygot 0277.01 1c
0476.01 2
0522.01
0829.01
0903.01 la
0993.01 2
1080.01 (ho) 2
1135.01 (ho) la
1269.01 1c
1295.01 (ho) 1b
1427.01 1c
1511.01 2
1512.01 1c
1567.01 la
1584.01 2
1774.01 la
1776.01 1c
1825.01 (ho) la
1852.01 la
2457.01 1c
€.297-124G>A 10 0894.01 2
1067.01 2
1119.01 la
1164.01 1c
1407.01 2
1776.01 1c
1797.01 1c
1829.01 2
1839.01 2
1911.02 1c
¢.141C>T (p.R47C) 4 0173.01 1c
1046.01 1b
1584.01 2
2118.01 2
¢.5A>T (p.H2L) 1 1630.03 la
¢.170G>T (p.G57V) 1 0667.01 la
€.296+28G>A 1 0903.01 la
¢.486C>T (p.F160F) 1 1797.01 1c

ho = homozygot

Tabelle 3-9: Verteilung der Polymorphismen innerhalb des Patientenkollektivs
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Patientengruppe Patienten - Patienten.mit Anzahl der gef_undenen
olymorphismus Polymorphismen

1 65 21 (32,3 %) 25

la 22 9 (40,9%) 10

1b 10 2 (20,0%) 2

1c 33 10 (30,3%) 13
2 23 13 (56,5%) 14
Summe 88 34 (38,6%) 39

Tabelle 3-10: Verteilung der Polymorphismen nach Patientengruppen

Gehicht | patienen | oo L | Al e e
mannlich 47 21 (44,7%) 25
weiblich 40 12 (30,0%) 13
unbekannt 1 1 (100,0%) 1
Summe 88 34 (38,6%) 39

Tabelle 3-11: Verteilung der Polymorphismen nach Geschlecht

Patienten mit

Anzahl der gefundenen

Diagnose Patienten Polymorphismus Polymorphismen
LCA 46 18 (39,1%) 18
EOSRD 10 3 (30,0%) 4
RP 14 6 (42,9%) 7
CRD 10 4 (40,0%) 6
RCD 1 0 0
COD 1 0 0
Retinale Dystrophie 2 0 0
andere Diagnosen 4 3 (75%) 4
Summe 88 34 (38,6%) 39

Tabelle 3-12: Verteilung der Polymorphismen nach in der Datenbank erfassten Diagnosen
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Herkunft Patienten Patlenten_mlt Anzahl der gef_undenen
Polymorphismus Polymorphismen
Mitteleuropa
(deutschsprachiger 51 17 (33,3%) 21
Raum) !
Tiirkei 17 7 (41,2%) 8
Ost- und 0
Siidosteuropa ? 6 2(33,3%) 2
Nordeuropa * 5 5 (100%) 5
Siideuropa * 3 0 0
Nordafrika 3 1 (33,3%) 1
andere Herkunft 3 2 (66,6%) 2
Summe 88 34 (38,6%) 39

! patienten aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz
2 patienten aus Tschechien, Polen, Ungarn und den Nachfolgestaaten des ehemaligen Jugoslawiens
¥ patienten aus skandinavischen Landern

4 patienten aus Italien

Tabelle 3-13: Verteilung der Polymorphismen nach der Herkunft der Patienten

Die gefundenen Sequenzanderungen stellen nach derzeitigem Kenntnisstand keine
(krankheitsverursachenden) Mutationen dar, sondern sind als Polymorphismen (im
Sinne funktionell nicht nachteiliger Abweichungen) zu deuten.

Die bisher bekannten Félle, in denen RD3-Mutationen als Ursache von LCA identifi-
ziert werden konnten, zeigten einen autosomal-rezessiven Erbgang. Alle Betroffenen
dieser Familien wiesen homozygote Mutationen im RD3-Gen auf, wahrend bei gesun-
den Angehdrigen dort entweder nur heterozygote oder gar keine Sequenzanderungen
gefunden werden konnten. AulRerdem ist ein autosomal-rezessiver Vererbungsmodus
auch aufgrund der Stammbaumanalyse anzunehmen. [30,79]

Somit musste auch fur das im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Muta-
tionsscreening davon ausgegangen werden, dass die (durch RD3-Mutationen bedingte)
LCA Typ 12 autosomal-rezessiv vererbt wird. Folglich kénnen nur homozygote (bzw.
Compound-heterozygote) Sequenzanderungen zu einer manifesten Erkrankung fuhren.
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Liegen die Abweichungen lediglich in heterozygoter Form vor, kdnnen sie nicht als
Ursache im jeweiligen Erkrankungsfall angesehen werden. Im Falle von Heterozygotie
existiert auf dem homologen Chromosom 1 noch ein intaktes Allel des RD3-Gens,
welches bei dem vorliegenden autosomal-rezessiven Erbgang eine RD3-bedingte LCA

verhindert.

Bei Sequenzénderungen innerhalb eines Introns (also im Bereich nicht-kodierender
Genabschnitte), fuhrt ein Basenaustausch in der Regel nicht zu Abweichungen in der
translatierten Proteinsequenz, da die ihnen entsprechenden mRNA-Abschnitte bereits
vor der Translation durch Spleif3en entfernt werden (vorausgesetzt, die fur das SpleiRRen

selbst verantwortlichen Sequenzabschnitte bleiben unveréndert).
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Fur die gefundenen Kombinationen der einzelnen Polymorphismen ergibt sich damit:

o Anzahl der
gefundene Kombination von Patienten
Polymorphismen bei jeweils einem | it iocar Erlauterung
Patienten Kombination
¢.5A>T (p.H2L) heterozygot 1
C141C>T (p.R47C) heterozygot 2 Diese funf Sequenzanderungen
liegen in heterozygoter Form
¢.170G>T (p.G57V) heterozygot ! vor, finden sich also nur auf
¢.297-86A>T heterozygot 13 einem der beiden Allele.
€.297-124G>A heterozygot 8
Bei vier Patienten wurde diese
homozygote Sequenzénderung
gefunden. Es handelt sich bei ihr
jedoch um eine Veranderung in
€.297-86A>T homozygot 4 einem Intron (also im nicht fiir
die Aminosduresequenz des
Proteins kodierenden Bereich)
und dort aul3erhalb der fir das
Spleilen relevanten Elemente.
Bei all diesen Kombinationen
c.141C>T c.297-86A>T ware (vorausgesetzt die beiden
(p.R47C) heterozygot 2 Veranderungen verteilten sich
heterozygot jeweils auf beide Allele) eine
Compound-Heterozygotie denk-
bar, bei der aus beiden Allelen
.206+28G>A c.297-86A>T kein funktionstiichtiges Genpro-
' ' 1 dukt resultieren wiirde. Da aller-
heterozygot heterozygot o : .
¥d Y9 dings in jedem der hier beschrie-
benen Falle mindestens eine der
beiden Sequenzanderungen tief
im Intronbereich liegt und somit
ﬁ'297'124G>A ﬁ'297'86A>T 1 fiir die Aminoséauresequenz des
eterozygot eterozygot Proteins irrelevant ist, kann auch
die Erkrankungsursache dieser
Patienten nicht im RD3-Gen
liegen. Bei dem hier vorliegenden
0207-124G>pA | C486C>T autosomal-rezessiven Erbgang
heterozygot (p.F160F) 1 steht somit in jedem Fall mindes-
heterozygot tens ein intaktes Genprodukt zur
Verfligung.

Tabelle 3-14: Erlauterungen zu den gefundenen Kombinationen von Polymorphismen

69




Der Polymorphismus ¢.141C>T (p.R47C) konnte bereits im Rahmen einer anderen
Studie zu RD3-Mutationen beobachtet werden: Friedman et al. beschrieben ihn als eine
von mehreren gefundenen heterozygoten Sequenzanderungen, die sowohl in der Pati-
enten- als auch in der Kontrollgruppe zu finden waren und in den betroffenen Familien
nicht parallel zu den Erkrankungsfallen vererbt wurden. [30] Somit kann diese Sequenz-

abweichung als eine benigne Veranderung eingestuft werden.

Auch der Polymorphismus ¢.170G>T (p.G57V) wurde zuvor schon in der Arbeit von
Friedman et al. gefunden: Dort wird eine skandinavische Patientin mit hinsichtlich
Netzhautdystrophien leerer Familienanamnese beschrieben, die ab einem Alter von 6
Jahren an Sehproblemen litt. Ihre Erkrankung konnte aufgrund von zu spateren Zeit-
punkten durchgefiihrten ERG-Ableitungen als Zapfen-Stabchen-Degeneration klassifi-
ziert werden. Auch im Alter von 19 Jahren waren bei dieser Patientin noch messbare,
wenn auch reduzierte Antworten im ERG abzuleiten. Der Visus betrug zu diesem Zeit-
punkt 20/200 (2 0,1), wobei auf beiden Augen ein Zentralskotom bestand. [30] Das
spate Manifestationsalter und der Verlauf der Erkrankung bei dieser Patientin passen
nicht zu dem phéanotypischen Bild der bisher beschriebenen RD3-Félle. Der hier vorlie-
gende Polymorphismus p.G57V (c.170G>T) ist somit als Erkrankungsursache unwahr-

scheinlich.
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4. Diskussion

4.1. Einordnung der vorliegenden Arbeit in den derzeitigen Wissensstand

4.1.1. Generelle Abgrenzung des Beitrages gegentber anderen Studien

Die Lebersche kongenitale Amaurose (LCA) ist eine Form von frihkindlicher heredita-
rer Netzhautdystrophie. [7] Bisher konnten Mutationen in 23 verschiedenen Genen als
maogliche Ursache dieser Erkrankung identifiziert werden. (http://www.retina-
international.org/sci-news/databases/disease-database/leber-congenital-amaurosis/)

Mutationen im RD3-Gen gehen dabei mit einem besonders schweren klinischen Verlauf
einher. [30,79] Nach dem Wissenstand zu Beginn dieser Dissertation wurden weltweit
erst zwei von LCA betroffene Familien beschrieben, in denen RD3-Mutationen als

Erkrankungsursache diagnostiziert werden konnten. [30,79]

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zu der Frage nach der Beteili-
gung von RD3-Mutationen an Féllen frihkindlicher Netzhautdegenerationen zu leisten
und eventuell weitere Erkrankungsfélle aufzudecken. Zu diesem Zweck wurden im
Rahmen dieser Dissertation 88 gezielt ausgewéhlte Patienten mit schweren hereditéren
Netzhautdystrophien (davon 23 Patienten mit bereits bekannten Sequenzénderungen im
GUCY2D-Gen) auf Mutationen im RD3-Gen untersucht.

In der Literatur wurden bereits Untersuchungen an 1.408 Patienten mit verschiedenen
Retinopathien berichtet [30][42][51][54]. Diese Patienten stammten aus GroRbritannien,
Indien, dem Libanon, Nordafrika, Nordamerika, Saudi-Arabien, Skandinavien, Sud-
europa und der Turkei. Dabei konnten zwei Geschwister indischer Abstammung sowie
mehrere Familien aus Algerien, dem Libanon, Marokko und der Turkei mit urséch-

lichen Mutationen verknupft werden [30][42].

Die Aussagen dieser Studie stehen nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen der hier

vorliegenden Arbeit.

Die zum Teil sehr umfangreichen Patientenkollektive, die im Rahmen der oben
genannten Studien von Lavorgna et al., Friedman et al. und Li et al. untersucht wurden,

umfassten Falle von Netzhautdystrophien, die ausschlieBlich nach dem Kriterium
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,,Diagnose‘ ausgewéhlt wurden. [30,51,54] So wurden bei Lavorgna et al. Patienten mit
der Diagnose Retinopathia pigmentosa, bei Li et al. solche mit LCA untersucht. [51,54]
In die Studie von Friedman et al. wurden Patienten mit unterschiedlichsten Retino-
pathie-Formen eingeschlossen (Retinopathia pigmentosa simplex bzw. multiplex,
juvenile Retinopathia pigmentosa, Zapfen-Stdbchen-Dystrophie, Zapfendystrophie,
LCA, Fundus albipunctatus, Makuladegeneration, Morbus Stargardt, autoimmune
Retinopathie, Achromatopsie, kongenitale stationdre Nachtblindheit u. a.). [30] Die
Patientenkollektive dieser bisherigen Studien (insbesondere der letztgenannten) waren
demzufolge beziglich ihrer Einschlusskriterien eher breitgefachert angelegt. [30,51,54]

Die Besonderheit des in der vorliegenden Studie untersuchten Patientenkollektivs liegt
darin, dass hier aus einer grofRen Anzahl von Netzhautdystrophie-Fallen (mit passenden
Diagnosen) vorzugsweise solche in das Screening eingeschlossen wurden, die nach
zuvor festgelegten phanotypischen bzw. genotypischen Kriterien ausgewéhlt wurden.
Hinter diesen — nach theoretischen Uberlegungen formulierten — Kriterien steckte die
Absicht, die Trefferwahrscheinlichkeit fur RD3-Mutationen in einem derart einge-

grenzten Kollektiv zu erhéhen.

Die jeweiligen Vorstellungen, die diesen (phanotypisch bzw. genotypisch begriindeten)
Auswahlkriterien zu Grunde lagen, werden in den folgenden Abschnitten 4.1.2. und
4.1.3. erlautert und diskutiert. Wie bereits oben (unter 1.4. Zielsetzung und 3. Ergeb-
nisse) dargelegt wurde, gliederte sich das Patientenkollektiv dieser Studie in zwei Grup-
pen, die nach unterschiedlichen Gesichtspunkten aus einer Datenbank ausgewahlt
wurden (Patientengruppen 1 und 2). Diese Untergliederung wird auch im Diskussions-
teil beibehalten.

Ein weiterer Aspekt, der das (gesamte) von uns untersuchte Patientenkollektiv von dem
anderer Studien unterscheidet, ist seine ethnische Zusammensetzung. Es ist bekannt,
dass die Allelfrequenzen der genetischen Variationen je nach Herkunft der Menschen
variieren. [13] Solche Variationen sind naturgemaR auch bei der Haufigkeitsverteilung
krankheitsverursachender Mutationen auf verschiedene Gene wiederzufinden, z. B. bei
der LCA. So konnten etwa Li et al. im Rahmen der oben erwahnten Screening-Unter-
suchung saudi-arabischer LCA-Patienten feststellen, dass lediglich 24 % der Erkran-
kungsfélle ihres Patientenkollektivs auf Mutationen in den damals bereits bekannten

(und von ihnen untersuchten) 13 LCA-Genen zurlckzufuhren waren — im Gegensatz zu
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65 % in der européischen Bevolkerung. [54] Schon dieser Umstand zeigt, dass die
Haufigkeit, mit der Mutationen in den einzelnen (derzeit 23 bekannten) LCA-Genen
ursachlich fir die LCA sind, in unterschiedlichen Teilen der Welt durchaus verschieden
ist. [54]

Die Screeninguntersuchung der vorliegenden Dissertation wurde in der Annahme
durchgefuhrt, dass konsequenterweise auch die Haufigkeit von RD3-Mutationen von der
ethnischen Zusammensetzung des untersuchten Patientenkollektivs abh&ngen konnte.
Die oben genannten RD3-Screeninguntersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurden an
Patientenkollektiven unterschiedlicher ethnischer Herkunft durchgefihrt: In die Studie
von Friedman et al. wurden Betroffene aus Nordamerika (461 Patienten), Indien (103
Patienten), Grol3britannien (302 Patienten) und Skandinavien (15 Patienten) einge-
schlossen. [30] Li et al. forschten an einer saudi-arabischen Population. [54] Bei den
von Lavorgna et al. untersuchten Fallen handelte es sich vermutlich v. a. um in Italien
beheimatete Patienten. [51]

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientenkollektiv setzte sich im
Wesentlichen aus Patienten mitteleuropdischer (58 %) und turkischer (19 %) Herkunft
zusammen (s. Tabelle 3-4). Bei dem hier durchgefiihrten RD3-Screening handelte es
sich folglich um die (nach unserem derzeitigen Kenntnisstand) erste Untersuchung
dieser Art an einem Patientengut aus dem deutschsprachigen Raum sowie an einem
tirkischstdmmigen Patientengut. Es war daher davon auszugehen, dass die hierbei vor-
liegende (von den bisherigen Studien abweichende) ethnische Zusammensetzung
unseres Patientenkollektivs einen mdéglichen Einflussfaktor auf die Zahl der vorkom-

menden RD3-Félle darstellte, der allerdings nicht gezeigt werden konnte.
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4.1.2. Patientengruppe 1

Besonderheiten der Zusammensetzung von Patientengruppe 1

Wie bei zahlreichen anderen Erbkrankheiten besteht auch bei der LCA zum Teil eine
Beziehung zwischen dem jeweiligen mutierten Gen und dem daraus resultierenden
klinischen Bild (Genotyp-Phénotyp-Korrelation). Fur andere LCA-Gene wie GUCY2D,
RPE65, CRB1 und CRX konnten derartige Abhangigkeiten des klinischen Bildes bereits
in anderen Studien gezeigt werden (s. Tabelle 1-2). In der vorliegenden Arbeit wurde
das Vorhandensein einer solchen Genotyp-Phéanotyp-Korrelation auch fir RD3-Patien-
ten angenommen. Es wurden daher gezielt solche Netzhautdystrophie-Patienten flr das
Mutationsscreening ausgewahlt, die den bereits beschriebenen RD3-Féllen in ihren

klinischen Befunden mdglichst ahnelten. [30,79]

Bei den 2012 von Preising et al. beschriebenen Patienten kurdischer Abstammung, die
im Abschnitt 1.3.4. vorgestellt wurden, handelt es sich nach derzeitigem Kenntnisstand
um die zweite beschriebene LCA-Familie mit zu Grunde liegender RD3-Mutation.
Sechs Mitglieder dieser konsanguinen GroRfamilie waren von einer schweren LCA
betroffen, deren genetische Ursache nach dem Ausschluss anderer LCA-Gene zundchst
ungeklart blieb. Durch Kopplungsanalysen gelang es, das RD3-Gen als Ursprung dieser
Erkrankungsfalle zu lokalisieren. Bei der anschliefenden Sequenzierung des RD3-Gens
konnte daraufhin bei allen sechs Patienten das Vorliegen der homozygoten Stopp-
mutation ¢.180C>A (p.Y60X) als Krankheitsursache gezeigt werden. [79]

Das konkrete Interesse an einem Mutationsscreening im RD3-Gen und damit die Idee
fur die vorliegende Arbeit ergaben sich aus der Identifikation und Beschreibung dieser
LCA-Familie. Da diese Dissertation folglich gewissermafRen eine gedankliche Fort-
setzung der Studie von Preising et al. darstellt, orientierten sich die Auswahlkriterien fur
unser Patientenkollektiv vor allem an der detaillierten ph&notypischen Charakterisierung

der sechs RD3-Patienten, wie sie aus jener Studie hervorgeht. [79].

Eine solche Eingrenzung des Untersuchungskollektivs aus Patienten, die gemé&R einer
angenommenen Genotyp-Phénotyp-Korrelation das von uns erwartete RD3-typische
klinische Bild zeigten, ist in dieser Arbeit erstmalig realisiert worden. Dieses Vorgehen
erfolgte in der Absicht, die Wahrscheinlichkeit, RD3-Mutationen zu finden, durch eine

derart gezielte Auswahl der Falle zu erhdhen.
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In den Patientengruppen 1a und 1b wurden solche Falle zusammengefasst, die — unter
der Annahme einer Genotyp-Phé&notyp-Korrelation bei RD3-Patienten — nach definier-
ten klinischen Kriterien hinsichtlich Visus und ERG ausgewéhlt wurden. Darlber hin-
aus wurden als Patientengruppe 1c weitere schwere Netzhautdystrophie-Falle auf RD3-
Mutationen untersucht, deren Phanotyp nicht diesem strengen Schema eines klinischen
Bildes entsprach. Dies erschien sinnvoll, da unsere bisherigen Informationen tber den
mutmallich fur RD3 charakteristischen Phanotyp ausschlie3lich auf der Beschreibung
zweier Familien weltweit basierten. [30,79] Es ist aber wohl zu erwarten, dass sich nicht
alle RD3-Patienten mit dem exakt gleichen klinischen Bild préasentieren. Mdglicher-
weise beeinflusst auch die Konstellation in anderen Genen (sogenannten ,,Modifiern)
die Auspragung des RD3-Phanotyps, sodass auch hinsichtlich ihres RD3-Gen-Status
identische Individuen eine unterschiedliche Klinik aufweisen konnten. Diesen Gedan-
ken legen zumindest die Ergebnisse verschiedener Studien an rd3-Mausen (dem Tier-
modell der humanen RD3-bedingten LCA) nahe, die in Abschnitt 1.3.2. bereits erortert
wurden. [18,30,55] Bei diesen rd3-Mausen fiel schon relativ fruh auf, dass die bei den
einzelnen Individuen erhobenen Befunde nicht identisch waren, sondern zwischen
verschiedenen Unterstdammen variierten. [30,38,55] Der Einfluss verschiedener Gene,
die fur die phanotypische Variabilitat der rd3-Mause verantwortlich sind, ist mittler-
weile gesichert. [18] Ubertragt man dieses Modell auf die Situation des humanen RD3-
Gens, lasst sich auch hier eine gewisse phéanotypische Variabilitdt durch genetische
,,Modifier vermuten, was die Suche nach RD3-Mutationen auch bei Patienten aufer-
halb des zunéchst engen Rasters rechtfertigte.

Das Ergebnis dieser Studie zeigt allerdings, dass die Pravalenz der RD3-assoziierten
Netzhauterkrankungen grundsétzlich extrem selten ist. Aufgrund der geringen Fall-
zahlen ist auch eine sinnvolle Bewertung von modifizierenden Mutationen in anderen

Genen nicht durchfihrbar.
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Molekulargenetische Besonderheiten bei Patientengruppe 1

Letztlich konnten bei dem durchgefiihrten RD3-Mutationsscreening innerhalb der
Patientengruppe 1 zahlreiche Polymorphismen in heterozygoter Form sowie in einigen
Féllen homozygote Sequenzanderungen in Intronbereichen identifiziert werden. Mutati-
onen, die als Erkrankungsursache der betroffenen Patienten zu interpretieren waren,
wurden jedoch nicht gefunden. Diese Bilanz bestatigt, dass Mutationen im RD3-Gen als
eine sehr seltene Ursache der LCA anzusehen sind.

Ein solches Ergebnis steht durchaus im Einklang mit den Resultaten vorausgehender
Studien anderer Arbeitsgruppen, die sich mit dieser Thematik befasst haben. Auch in
diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es sich bei Fallen RD3-bedingter LCA um
Raritaten handelt. [30,51,54]

Ferner zeigte sich auch in jlngst mittels Next Generation Sequencing (NGS) durchge-
fuhrten Mutationsscreening-Untersuchungen bei LCA-Patienten, dass RD3-Mutationen
nur extrem selten vorkommen. NGS ist eine methodische Weiterentwicklung des Gen-
sequenzierungsverfahrens und stellt inzwischen eine schnelle und kostengtinstige Tech-
nik zur Durchfiihrung von Mutationsscreenings zur Verfligung, bei der zahlreiche LCA-
Gene (u. a. auch RD3) gleichzeitig untersucht werden kénnen. Im Rahmen eines
solchen LCA-Screening-Projekts bei 105 Patienten (durchgefiihrt bei Bioscientia
GmbH, Ingelheim), an dem das Labor fir Molekulare Ophthalmologie der Klinik und
Poliklinik fir Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitat GielRen beteiligt war,
konnten ebenfalls keine weiteren RD3-Patienten identifiziert werden. (Verdffentlichung

in Vorbereitung)
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4.1.3. Patientengruppe 2

Besonderheiten der Zusammensetzung von Patientengruppe 2

Bei den in Gruppe 2 untersuchten Patienten handelte es ich um Félle mit bereits identi-
fizierten Sequenzanderungen im GUCY2D-Gen (lberwiegend Félle von LCA Typ 1, d.
h. Félle mit krankheitsverursachenden Mutationen im GUCY2D-Gen). Basierend auf
dem Wissen ber die molekularen Wechselwirkungen des RD3-Proteins (Genprodukt
des RD3-Gens) mit der retinalen Guanylatzyklase (Genprodukt des GUCY2D-Gens), die
in vorangegangenen Studien gezeigt werden konnten [8,78], hielten wir eine modulie-
rende Aktivitat zusétzlicher RD3-Mutationen auf den Krankheitsverlauf bei LCA Typ 1-

Patienten fiir moglich.

Die grundlegenden Erkenntnisse zur subzelluléren Lokalisation und Funktion des RD3-
Proteins sowie zu seiner Interaktion mit der retinalen Guanylatzyklase gehen im
Wesentlichen auf die Forschungstatigkeiten von Azadi et al. und Peshenko et al. zurtick.
In diesen Studien konnte (am Mausmodell) gezeigt werden, dass das RD3-Protein eine
wichtige Rolle beim intrazelluléren Transport der Guanylatzyklase sowie bei der Regu-
lation ihrer Aktivitét spielt. Der Inhalt dieser beiden Arbeiten stellte somit die moleku-
lare Grundlage fiir die in dieser Dissertation postulierten Uberlegungen zu einem gene-
tischen ,,Modifying“ des klinischen Bildes von GUCY2D-Patienten durch zusétzliche
RD3-Mutationen dar. Die Versuche von Azadi et al. und Peshenko et al. wurden im
Abschnitt 1.3.1. bereits vorgestellt.

Die retinale Guanylatzyklase (RetGC) dient der Produktion des Second Messengers
cGMP im AuRensegment der Photorezeptoren. Dieser VVorgang ist nétig, um nach einer
Erregung der Sinneszelle durch Lichtquanten und der darauffolgenden intrazelluldren
Signaltransduktion, die zu einem Absinken des cGMP-Spiegels fuhrt, den Ruhezustand
des Stabchens oder Zapfens wiederherzustellen (vgl. Abschnitt 1.3.1). [8] Die RetGC
wird zun&chst im Innensegment der Photorezeptorzelle synthetisiert und muss anschlie-
Rend an ihren Einsatzort, das Aullensegment, verbracht werden. Die in Abschnitt 1.3.1.
dargestellten Erkenntnisse der Arbeit von Azadi et al. legen nahe, dass RD3 an der
korrekten Expression von RetGC1 und 2 sowie an deren Export vom ER in die Trans-
portvesikel beteiligt ist. Vermutlich kommt es im Falle des Fehlens von RD3 stattdessen
zu einem raschen Abbau der synthetisierten RetGC-Molekile. Diese Storung wirde den
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nachweisbar erniedrigten RetGC-Gehalt in den AuRensegmenten von rd3-Mé&usen
erklaren. [8]

Ubertragt man die dargestellten Befunde vom Mausmodell auf den Menschen, erklart
die mutmalliche physiologische Funktion von RD3 nicht nur gut die bestehenden
phénotypischen Ahnlichkeiten von rd3- und GC(1/2) double knockout-Mé&usen, sondern
auch die Vergleichbarkeit des klinischen Bildes von Patienten mit LCA 1 (GUCY2D-
Mutationen) und LCA 12 (RD3-Mutationen). [8] Schliel3lich gelangt nach dieser
Vorstellung durch die Abwesenheit des (intakten) ,,Transporthelfers RD3 die eigent-
lich funktionsfahige RetGC bei LCA 12 nicht an ihren Einsatzort im AulRensegment,
was der fehlenden Produktion der RetGC bei LCA 1 gewissermalien funktionell gleich-
kommt. [8] Die bei LCA 12 (bzw. rd3-Mausen) auftretende Nonsense-Mutation im
RD3-Gen fiihrt ndmlich zu einem kompletten Verlust der Funktion des RD3-Proteins.
[30,79] Tatséchlich ist eine schwere Visuseinschrankung seit der Geburt bzw. ein enor-
mer Visusverlust bereits in den ersten Lebensmonaten und -jahren sowohl kennzeich-
nend fiir solche Patienten mit Mutationen im GUCY2D-Gen (vgl. Tabelle 1-2) als auch
fiir die bisher beschriebenen RD3-Patienten (vgl. Abschnitt 1.3.1.). [30,79]

Peshenko et al. konnten auBerdem zeigen, dass das RD3-Protein auch regulatorische
Effekte auf die enzymatische Aktivitat der Guanylatzyklase ausibt (vgl. Abschnitt
1.3.1). [78] Die Guanylatzyklase und das RD3-Protein sind im Innensegment miteinan-
der gekoppelt und bleiben es auch wéhrend ihrer Beférderung vom Innen- ins Aul3en-
segment. [8] Nach derzeitigem Kenntnisstand wird vermutet, dass dem RD3-Protein
dabei die Aufgabe zuféllt, die enzymatische Aktivitat der RetGC wéhrend ihrer Reifung
im Innensegment und ihres Transports ins AuBensegment zu unterdriicken. [78] Dieser
Mechanismus wiurde verhindern, dass es — in Abwesenheit von Guanylatzyklase-akti-
vierenden Proteinen (GCAP) — durch die Basisaktivitadt der Guanylatzyklase zu einer
verfriihten Produktion des Second Messengers cGMP bereits im Innensegment kommt.
[78]

Zu dieser Vorstellung passt auch die Tatsache, dass in friiheren Studien bei rd3-Maus-
modellen (also Mausen ohne funktionsféhiges RD3-Protein) erhohte intrazelluldre
cGMP-Spiegel gemessen werden konnten. [103] Als Ursache dafur ist folglich erstens
anzunehmen, dass die Basisaktivitat der RetGC (durch den Defekt von RD3) nicht
unterdriickt wirde und es demnach zu einer unkontrollierten Produktion von cGMP

k&me. [78] Zweitens kommt hinzu, dass bei einem Ausbleiben des RD3-vermittelten
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Transports der RetGC ins AuBensegment diese cGMP-Produktion im Innensegment
stattfande, wo sich die Second Messenger-Molekile anreichern wiirden, da sie nicht
durch die eigentlich dafir verantwortliche Phosphodiesterase (die sich im Aufen-

segment befindet) abgebaut wiirden. [78]

Im Gegensatz zu den Befunden von LCA 1-Patienten kommt es bei Mutationen im
RD3-Gen zu friheren und heftigeren Storungen im Aufbau der Netzhaut, die durch
optische Kohadrenztomographie (OCT) nachweisbar sind. [79] Diese andersartigen
Verénderungen, die insbesondere die Schichten der AufRen- und Innensegmente sowie
die dazwischenliegenden Verbindungszilien betreffen, finden sich in &hnlicher Weise
auch in den histologischen Schnitten von rd3-Mé&usen [18] und rcd2-Collies [84].
Solche morphologischen Unterschiede zwischen GUCY2D- und RD3-Patienten kdnnten
darauf zurtickzufihren sein, dass sich ein Mangel an cGMP (bei GUCY2D-Patienten)
maoglicherweise weniger schadigend auf die Photorezeptorzelle auswirkt als ein
UbermaR dieses Second Messengers (durch fehlende Hemmung der Guanylatzyklase
bei RD3-Patienten). [79] Weiterhin konnte aber auch die bloRe Anwesenheit von
(gleichwohl defekten) RetGC-Molekiilen (bei GUCY2D-Mutationen) einen erhaltenden
Effekt auf die Struktur der Netzhaut austben, wogegen ihre Abwesenheit in den Aul3en-

segmenten (bei RD3-Mutationen) womaoglich zu deren Untergang beitragt. [79]

Ein moglicher Erklarungsansatz, warum es durch das Fehlen von RD3 (bzw. auch das
Fehlen von RetGC) generell nicht nur zu einer gestérten Funktion der Photorezeptoren
kommt, sondern auch zu einer progredienten retinalen Degeneration, bezieht sich auf
die Calcium-Homoostase der Photorezeptorzellen: In Folge des Mangels an Guanylat-
zyklase im AulRensegment kommt es dort zu einem standig erniedrigten cGMP-Spiegel,
was die Leitfahigkeit der cGMP-gesteuerten Kationenkanale in der Zellmembran redu-
ziert. Dadurch liegt die intrazelluldre Calcium-Konzentration standig auf einem zu

niedrigen Niveau, was dem Langzeitlberleben der Photorezeptoren abtréglich ist. [8]

All diese Forschungsergebnisse von Azadi et al. und Peshenko et al. tber Interaktionen
des RD3-Proteins mit der retinalen Guanylatzyklase waren fur uns der Anlass, einen
maoglichen modifizierenden Einfluss von RD3-Mutationen auf das Krankheitsbild von
LCA 1-Patienten zu postulieren. [8,78]
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Molekulargenetische Besonderheiten bei Patientengruppe 2

Bei dem von uns durchgefihrten RD3-Screening von 23 Patienten mit Sequenz-
anderungen im GUCY2D-Gen (darunter 14 Falle mit autosomal-rezessiver LCA Typ 1
und 3 mit autosomal-dominanter Zapfen-Stabchen-Dystrophie sowie 6 Félle mit primar
gutartigen GUCY2D-Polymorphismen) fanden sich jedoch ausschlief3lich die in Tabelle
3-9 dargestellten benignen Sequenzénderungen im RD3-Gen. [79] Diese entsprechen
weitgehend der Serie von RD3-Polymorphismen, die bereits in Patientengruppe 1 iden-
tifiziert werden konnten. Ein Einfluss von RD3-Mutationen auf die Klinik von
GUCY2D-Patienten (im Sinne eines genetischen ,,Modifyings*) konnte demnach im

hier untersuchten Kollektiv nicht nachgewiesen werden. [79]

Auffallig war dennoch der hohe Anteil an GUCY2D-Fillen, bei denen zusétzliche RD3-
Polymorphismen gefunden werden konnten. Bei gut der Halfte (13 von 23) der in
Patientengruppe 2 untersuchten Netzhautdystrophie-Félle konnten Sequenzénderungen
im RD3-Gen festgestellt werden. Demgegentber lag dieser Anteil bei den Patienten der
Gruppe 1 lediglich bei knapp einem Drittel (21 von 65) der hier untersuchten Félle. Ob
dieser Sachverhalt in anderen Kollektiven in dhnlicher Weise zu finden ist und ob er

eine pathogenetische Relevanz besitzt, konnte an dieser Stelle nicht geklart werden.

Auch tber eine mogliche Bedeutung der im Gesamtkollektiv (88 untersuchte Patienten)
gefundenen asymmetrischen Geschlechterverteilung hinsichtlich der aufgedeckten RD3-
Polymorphismen (21 mannliche versus 12 weibliche Patienten) bei halbwegs ausge-
glichenem Geschlechterverhéltnis der Stichprobe (47 mannliche versus 40 weibliche
Patienten) konnte gegenwartig keine fundierte Aussage getroffen werden. Da es sich bei
RD3-bedingter LCA um einen autosomal-rezessiven Erbgang handelt (und in der vor-
liegenden Arbeit ohnehin nur pathogenetisch nicht bedeutsame Sequenzénderungen
gefunden wurden), ware theoretisch ein ausgewogenes Geschlechterverhaltnis bezlglich

der Zahl der Erkrankungsfalle und der Mutationsfrequenz zu erwarten.
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4.2. Ausblick: Erforschung LCA-verursachender Gene als Voraussetzung flr eine

zukunftige Therapierbarkeit

Ca. 70 % der in der Literatur beschriebenen LCA-Félle konnen durch Mutationen in den
bisher bekannten 23 LCA-Genen erklart werden. [58,97] Das bedeutet im Umkehr-
schluss, dass bei knapp einem Drittel der LCA-Patienten heute noch kein fir ihre
Erkrankung verantwortliches Gen identifiziert werden konnte. [58,97] Somit ist zu
erwarten, dass hier noch weitere, bislang unbekannte LCA-Gene eine Rolle spielen,
wobei durchaus mit mehreren Genen, die teilweise auch spezifisch fur wenige betrof-
fene Familien sein kdnnten, zu rechnen ist. [81]JAuch unter den Mutationen, die im
Verlauf der letzten Jahre erstmalig aufgedeckt werden konnten, befanden sich Genorte,
die nur eine sporadisch zu findende Ursache frihkindlicher Netzhautdystrophien
darstellten (z. B. TULP1, LCA3, LCA5 und letztlich auch RD3). [30,33,79,81]

Die Identifizierung weiterer LCA-Gene sowie die Gewinnung von Aussagen zu ihrer
Hé&ufigkeit und die Erarbeitung von Genotyp-Phénotyp-Korrelationen sind zum einen
als Teil der Grundlagenforschung tber die Lebersche kongenitale Amaurose zu verste-
hen. Zum anderen ist diese konkrete Forschung aber auch zwingende Voraussetzung flr
eine zukinftige Anwendbarkeit der somatischen Gentherapie. [81] Diese neuartige
Behandlungsoption kdnnte in den kommenden Jahren und Jahrzehnten in vielen Fallen
eine kausale Therapie der lange als unheilbar geltenden hereditdren Netzhaut-
dystrophien zur Verfugung stellen. [91]

Im Rahmen der somatischen Gentherapie wird mit Hilfe einer Vektor-vermittelten
,»Substitution” des mutierten Gens durch eine intakte Kopie die physiologische Zell-
funktion wiederhergestellt. [3,81] Ein gentechnisch veréndertes Virus (rAAV), welches
das korrekte Allel (des im jeweiligen Fall mutierten Gens) tragt, transduziert (d. h.
Ubertrégt) dieses — nach subretinaler Injektion — auf die jeweiligen Zielzellen (Photo-
rezeptoren oder Zellen des retinalen Pigmentepithels). [90,91] Hatte die krankheitsver-
ursachende Mutation zu einem Verlust oder einer Verminderung der Proteinfunktion
geflihrt (wie auch im Falle der Nonsense-Mutation bei RD3-Patienten), verrichtet nun
das Genprodukt der transduzierten cDNA die physiologische Aufgabe des fehlerhaften
zelleigenen Proteins (,,Gene addition“-Therapie). [90]

Die erfolgreiche Anwendbarkeit des Verfahrens der somatischen Gentherapie zur
Behandlung von degenerativen Netzhauterkrankungen (durch Mutationen in unter-
schiedlichen LCA-Genen) konnte bereits in zahlreichen Studien an Tiermodellen

81



gezeigt werden. [2,3,10,11,19,35,40,50,52,69,70,72,73,91,93,94] Inzwischen liegen
auch die ersten Ergebnisse solcher Studien zur gentherapeutischen Behandlung von rd3-
Méusen vor. [67]

Auch an menschlichen LCA-Patienten (mit RPE65-Mutationen) wurde die somatische
Gentherapie im Rahmen klinischer Studien bereits mit Erfolg angewandt.
[9,20,62,63,87] Die Ergebnisse einer solchen Arbeit zeigten Verbesserungen der
Netzhautfunktion der behandelten Patienten, die mindestens Uber den in der entspre-
chenden Veroffentlichung geschilderten Beobachtungszeitraum von gut 2 Jahren hin-
weg anhielten. [20,62,87]

Wie in vorangehenden klinischen Studien zur somatischen Gentherapie bei Netzhaut-
erkrankungen ebenfalls gezeigt werden konnte, scheint die Wirksamkeit des Verfahrens
beim Menschen u. a. auch vom Alter des behandelten Patienten abhé&ngig zu sein, wobei
jungere Patienten offensichtlich besser auf die Therapie ansprechen. [20,62,87,91]
Hierdurch koénnte bei den RD3-Patienten die Schwierigkeit auftreten, dass diese
aufgrund ihres extrem friihen Krankheitsbeginns entsprechend schnell identifiziert und
auch behandelt werden missten. Schlie3lich ist in diesem Zusammenhang anzunehmen,
dass die Wirksamkeit einer somatischen Gentherapie bei diesen Patienten am groten
waére, wenn sie eingesetzt wirde, bevor die Mehrzahl der Netzhautzellen der volligen

Degeneration zum Opfer gefallen ist.

Wie dargelegt, ist die Behandlung der LCA durch das Verfahren der somatischen Gen-
therapie derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Bei den bisherigen klinischen
Studien stand die Therapie von Patienten mit Mutationen im RPE65-Gen im Mittel-
punkt. [62,87] Es ist aber durchaus denkbar, die Anwendung des Verfahrens auch auf
andere LCA-Gene (z. B. RD3) auszuweiten, wobei jedoch bis dato offenkundig noch
gar nicht alle fur die LCA ursachlichen Gene tiberhaupt bekannt sind. Bei einem Anteil
von ca. 30 % der LCA-Patienten kann der Ursprung der Erkrankung nicht in Mutationen
der bislang bekannten Gene gefunden werden, was bedeutet, dass die in diesen Fallen
verantwortlichen Gene im Rahmen der bisherigen Forschung noch nicht identifiziert
wurden. [58,97] Da die spezifische somatische Gentherapie aber nur unter der Bedin-
gung angewandt werden kann, dass das jeweils ursachliche Gen bereits beschrieben ist,
stellt die Erforschung dieser kausalen Gene (wie hier des RD3-Gens) auch in Zukunft

eine grol’e Herausforderung in der Ophthalmogenetik dar. [81]
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4.3. Schlussgedanke

Das Ergebnis der vorliegenden Dissertation steht grundsétzlich im Einklang mit den
Aussagen bisheriger Studien [30,42,51,54] sowie der einschldgigen Literatur [16,97].
Somit stellen Mutationen im RD3-Gen die Ursache einer schwer verlaufenden, aber
extrem seltenen frihkindlichen Netzhautdystrophie dar. Die Erforschung des RD3-Gens
ist — ebenso wie die anderer LCA-Gene — Grundlage fir eine erfolgreiche Anwendung
der somatischen Gentherapie und damit fur die potentielle Therapierbarkeit dieser
Erkrankung in der Zukunft.
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5. Zusammenfassung

Die Lebersche kongenitale Amaurose (LCA) ist eine Form der hereditaren frihkind-
lichen Netzhautdystrophie. Bei den betroffenen Patienten kommt es bereits im frihesten
Kindesalter zu schweren degenerativen Verdnderungen der Retina, die zu einem
betrachtlichen Visusverlust und stark verminderten Antworten im Elektroretinogramm
(ERG) flhren.

Ca. 70 % der Erkrankungsfalle lassen sich durch die derzeit 23 bekannten Gene erkla-
ren, welche im Falle einer Mutation eine LCA verursachen. Mutationen im RD3-Gen
werden autosomal-rezessiv vererbt und filhren zu einem besonders schweren Krank-
heitsverlauf (LCA Typ 12). Die ersten RD3-Patienten konnten 2006 und 2012 beschrie-

ben werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Proben eines systematisch ausgewahlten
Kollektivs von 88 Netzhautdystrophie-Patienten auf Mutationen im RD3-Gen unter-
sucht, um eine Aussage zur Haufigkeit solcher Mutationen als Ursache der LCA zu
treffen. Die in das Screening eingeschlossenen Patienten wurden dabei nach zwei unter-

schiedlichen Aspekten ausgewahlt:

1. In der Annahme einer Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei Patienten mit RD3-Muta-
tionen wurden aus der Datenbank des Labors fur Molekulare Ophthalmologie in GieRen
gezielt 32 Patienten (mit noch unbekannter Krankheitsursache) ausgewahlt, die den
bereits beschriebenen RD3-Patienten in ihren klinischen Befunden (insbesondere hin-
sichtlich Visusverlust und ERG) mdglichst dhnelten, sowie weitere 33 Patienten mit

schweren Netzhautdystrophien auBBerhalb dieses engen Rasters (Patientengruppe 1).

2. Ferner wurden 23 Patienten mit Sequenzénderungen im GUCY2D-Gen (ursachliches
Gen fir LCA Typ 1) auf zusatzliche RD3-Mutationen untersucht (Patientengruppe 2).
Da die Genprodukte von RD3 und GUCY2D im Rahmen der Phototransduktion in den
Photorezeptoren interagieren, vermuteten wir, dass RD3-Mutationen maoglicherweise
einen Einfluss auf den Schweregrad des klinischen Erscheinungsbildes von GUCY2D-

Patienten austiben kdnnten.

In dieser gezielten Auswahl der Patienten nach phanotypischen bzw. genotypischen
Kriterien unterscheidet sich die vorliegende Arbeit ebenso von den vorangehenden

RD3-Screening-Studien wie in der ethnischen Zusammensetzung des hier untersuchten
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Patientenkollektivs, welche einen weiteren méglichen Einflussfaktor auf die Haufigkeit

von RD3-Mutationen darstellt.

Das RD3-Gen der betreffenden Patienten wurde zunéchst durch Polymerasekettenreak-
tion amplifiziert, dann mittels Agarosegel-Elektrophorese isoliert und anschlieRend
sequenziert. Dabei wurden im untersuchten Patientenkollektiv bei 34 der 88 Patienten
Sequenzanderungen im RD3-Gen identifiziert. Dabei handelte es ich um sieben unter-
schiedliche Veranderungen der Basenfolge: c.5A>T (p.H2L), c.141C>T (p.R47C),
c.170G>T (p.G57V), €.296+28G>A, ¢.297-124G>A, ¢.297-86A>T und ¢.486C>T. Die
gefundenen Sequenzénderungen kamen allerdings in keinem der Félle als Ursache der
vorliegenden Netzhautdystrophie in Frage, da es sich um unwirksame Polymorphismen
(in Form von heterozygoten Veranderungen bzw. Veranderungen innerhalb von Introns)

handelte.

Dieses Ergebnis legt nahe, dass Mutationen im RD3-Gen als eine extrem seltene Ur-
sache der LCA anzusehen sind und steht damit im Einklang mit den Aussagen bisheri-

ger Studien.
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6. Summary

Leber‘s congenital amaurosis (LCA) is a form of hereditary early onset retinal dystro-
phy. Patients affected by this disease show severe degenerative alterations of the retina
in earliest infancy leading to serious visual impairment and severely reduced responses
in the electroretinography (ERG). About 70 % of the cases can be explained by the
currently known 23 genes which — in the mutated state — cause LCA. Mutations in the
RD3 gene reveal an autosomal-recessive inheritance and lead to a particular severe
course of the disease (LCA type 12). The first RD3 patients were described in 2006 and
2012.

In the present study the DNA of 88 systematically selected patients with retinal dystro-
phy was tested for changes in the RD3 gene to get information about the incidence of
such mutations as a reason for the disease. The patients were selected by two different

aspects:

Group 1: Presuming a genotype-phenotype correlation in patients with RD3 mutations,
32 patients (with to date unknown cause of their disease) were chosen for mutation
screening from the database of the Laboratory of Molecular Ophthalmology in GieRen.
These patients resemble to the clinical features of the so far described RD3 patients
(especially concerning vision loss and ERG). In addition the DNA of 33 other patients
with severe forms of retinal degeneration outside of these strict criteria were included in

the screening.

Group 2: Furthermore 23 patients with sequence changes in the GUCY2D gene (causing
LCA type 1) were tested for additional RD3 mutations. Due to the interaction of the
gene products of RD3 und GUCY2D in the process of phototransduction a possible
influence of RD3 mutations on the severity of the GUCY2D patients’ clinical

appearance was supposed.

The systematical selection of the patients following phenotypical respectively geno-
typical criteria distinguishes the present work from former studies as well as its ethnical
distribution that represents a possible influence factor on the incidence of RD3 muta-

tions.

The RD3 gene of the selected patients was first amplified by polymerase chain reaction,
then isolated by an agarose gel electrophoresis and finally sequenced. In this process

RD3 sequence changes were identified in 34 of the 88 patients. Seven different
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alterations of the base order were detected: ¢.5A>T (p.H2L), ¢.141C>T (p.R47C),
c.170G>T (p.G57V), €.296+28G>A, ¢.297-124G>A, ¢.297-86A>T and c.486C>T.
However, the mentioned sequence changes could not be regarded to cause the patients’
retinal dystrophies, but represented non-effective polymorphisms (alterations in the

heterozygous state respectively located in introns).

The results reveal that mutations in the RD3 gene seem to be an extremely rare cause of
LCA. This conclusion is in accord with the statements of the former studies on that
subject.
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7. Abkulrzungsverzeichnis

A

ad

ar
cGMP
COD
CRD

dNTP
ddNTP
ddH,0
EOSRD

G

GUCY2D

GDP

GTP

LCA
LEA-Lesetafeln
LH-Lesetafeln
logMAR

OCT

oD

p.

R

RCD

Ret. Dyst.
RP

SNP
SSCP

T
TBE-Puffer
\%

Adenin

autosomal-dominant

autosomal-rezessiv

zyklisches Guanosinmonophosphat

Cone dystrophy = Zapfen-Dystrophie

Cone-rod dystrophy = Zapfen-Stabchen-Dystrophie

Cystein (als Aminosdure), Cytosin (als Base eines Nukleotids)
Sequenzanderung innerhalb der DNA
Desoxynukleosidtriphosphat

Didesoxynukleosidtriphosphat

doppelt destilliertes Wasser

Early onset severe retinal dystrophy = schwere Netzhautdystrophie
mit frihem Krankheitsbeginn

Glycin (als Aminoséure), Guanin (als Base eines Nukleotids)
(retinale) Guanylatzyklase 2D

Guanosindiphosphat

Guanosintriphosphat

Leber‘s congenital amaurosis = Lebersche kongenitale Amaurose
Lesetafeln nach Lea-Hyvérinen

Lesetafeln nach Lea-Hyvérinen

dekadischer Logarithmus des minimalen Auflésungswinkels (=
minimum angle resolution)

Optische Koh&renztomographie

optische Dichte

Sequenzanderung der Proteinsequenz

Arginin

Rod-cone dystrophy = Stabchen-Zapfen-Dystrophie

Retinale Dystrophie

Retinopathia pigmentosa = Retinitis pigmentosa

single nucleotide polymorphism

single-strand conformation polymorphism

Thymin

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Valin
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