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Man sieht nur mit dem Herzen gut, das Wesentliche ist flr die Augen unsichtbar.

- Antoine de Saint-Exupéry (1900 - 1944)
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Das Auge war vor allen anderen das Organ, womit ich die Welt fasste.
- Johann Wolfgang von Goethe (1749 - 1832)

Das Auge ist fur den Menschen das wohl wichtigste Sinnesorgan. Wir nehmen
unsere Umwelt in erster Linie durch das Sehen war, sind doch unsere anderen
Sinne wie Geruch, Geschmack oder Gehér im Vergleich zu vielen anderen Spe-
zies weit weniger fein ausgebildet. Dichter und Denker, Naturwissenschatftler,
Klnstler und Philosophen aus aller Welt beschaftig(t)en sich mit dem Auge —
jeweils aus verschiedenen Blickwinkeln.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Patienten, die von Mutationen in Genen
betroffen sind, die zu einer Leberschen kongenitalen Amaurose (LCA) flhren
konnen. Die LCA ist die schwerste Form aller erblichen Netzhauterkrankungen.
Betroffene erblinden frih. Fur das Verstandnis der Arbeit sind Kenntnisse tber
die Anatomie und Physiologie des visuellen Systems, sowie Uber erbliche Netz-

hauterkrankungen und deren Genetik unerlasslich.
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1.1 Aufbau des Auges

Das menschliche Auge entspricht physikalisch gesehen einem zusammenge-
setzten optischen System, bestehend aus Hornhaut (Cornea) und Linse. Tritt
Licht in das Auge, wird es an Hornhaut und Linse gebrochen, geblndelt und fallt
auf die Netzhaut (Retina) (Abb. 1). Neben der Retina umgeben zwei weitere
Schichten das Auge. Ganz auf3en liegt die bindegewebige Sklera (Lederhaut),
die zusammen mit der transparenten Hornhaut die schitzende Hille des Auges
bildet. Die mittlere Schicht ist die Uvea, bestehend aus Iris (Regenbogenhaut),
Ziliarkorper und Choroidea (Aderhaut). Die gefalreiche Choroidea kleidet den
gesamten hinteren Teil des Augapfels aus. Sie dient der Sauerstoff- und Nah-
stoffversorgung der aulleren Netzhautschichten, der Thermoregulation, sowie

der Sekretion von Wachstumsfaktoren (Nickla und Wallman, 2010).

Sklera

Choroidea

Retina

Fovea centralis,
Sehgrube

Blinder Fleck

Sehnerv

Abb. 1 Horizontalschnitt durch das Auge
(nach virtualmedicalcentre.com)
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1.2 Die Netzhaut (Retina)

Die Netzhaut (von lateinisch rete ,Netz“) entspricht dem lichtempfindlichen Film
einer Kamera. Licht wird hier in Nervenimpulse umgewandelt, die Uber den Seh-
nerv zum Gehirn weitergeleitet und dort als Bild erkannt werden. Sie besteht aus
verschiedenen Schichten (Abb. 2) und Iasst sich funktionell in einen neurosen-
sorischen Teil und das retinale Pigmentepithel (RPE) gliedern. Die Netzhautdicke
variiert. Im Bereich der Fovea, der Stelle scharfsten Sehens, ist sie am dunnsten
(Sehgrube, Abb.1). Bei Gesunden misst sie hier zwischen ~225um (Grover et
al., 2010) und ~260um (Appukuttan et al., 2014, Choovuthayakorn et al., 2012)
(~227um (Grover et al., 2009), ~229um (Adhi et al., 2012), ~249um (Mitkova-
Hristova und Konareva-Kostyaneva, 2011), jeweils gemessen mit SD-OCT

(Spectral-Domain optische Koharenztomographie).

1.2.1 Das retinale Pigmentepithel (RPE)
Das RPE bildet die aullerste Schicht der Netzhaut, in der die Photorezeptoren

eingebettet sind. Es besteht aus einer einschichtigen Lage melaninhaltiger Zel-
len, die dem Pigmentepithel seinen Namen geben und die Licht absorbieren
(Bok, 1993). Das RPE hat viele Funktionen. Es dient der Versorgung der Pho-
torezeptoren mit Nahrstoffen wie Glucose, Fettsduren und Retinol aus dem Blut
(Bok, 1993). Abgestoliene PhotorezeptoraulRensegmente werden im RPE abge-
baut (Bok, 1993), phagozytiert, wichtige Substanzen recycelt und anschlie3end
den Photorezeptoren flr den Aufbau neuer Auliensegmente wieder zugefuhrt
(Strauss, 2005). Dartber hinaus spielt das RPE eine wesentliche Rolle dabei,
das wahrend der Phototransduktionskaskade verbrauchte ,gebleichte Sehpig-
ment (all-trans-Retinal) wieder in seine lichtempfindliche Form (11-cis-Retinal) zu
wandeln (Baehr et al., 2003). Das RPE bildet zur Choroidea hin die Blut-Retina
Schranke, die daflr sorgt, dass nur selektiv Molekile in die Retina gelangen
(Cunha-Vaz, 1976). Es sezerniert immunsuppressive Stoffe, sodass das Auge
immunologisch eine Sonderstellung einnimmt (Ishida et al., 2003). In der Ent-

wicklung der Retina spielt es durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren eine
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wichtige Rolle fur die Differenzierung der Photorezeptoren und spater flr den
funktionellen Erhalt der retinalen Strukturen (Jablonski et al., 2000).

Mit diesen vielseitigen, komplexen Aufgaben spielt das RPE eine essentielle
Rolle fur das Sehen. Verschiedene Gene kodieren flr die bendtigten Proteine.
Ist eine der Aufgaben des RPE durch eine Genmutation gestoért, kann dies zur
Degeneration der Retina, Verlust der Sehkraft und Blindheit fihren (Strauss,
2005).

1.2.2 Die neurosensorische Retina

In der neurosensorischen Retina findet der erste Teil der Signalverarbeitung statt.
Das Licht muss, ehe es zu den Photorezeptoren gelangt, erst alle dartberliegen-
den Netzhautschichten durchdringen. Man spricht deshalb auch vom inversen
Auge (Abb. 2). Die Photorezeptoren sind mit ihren lichtempfindlichen Aul3enseg-
menten im RPE eingebettet. Die auliere Grenzmembran trennt die Innen- und
Aulensegmente der Photorezeptoren von ihren Zellkdrpern, die in der aul3eren
Kdrnerschicht liegen. In der auf3eren plexiformen Schicht befinden sich die Sy-
napsen zwischen den Photorezeptoren und den Nervenfortsatzen der Bipolar-
und Horizontalzellen. In der inneren Kérnerschicht liegen die Zellkerne der Hori-
zontal-, Bipolar-, Amakrin- und Mullerzellen. In der inneren plexiformen Schicht
liegen die Synapsen zwischen den Axonen der Bipolarzellen und Dendriten der
Ganglien- und Amakrinzellen. Die Zellkerne der Ganglienzellen liegen in der
Ganglienzellschicht. Ihre Axone bilden in der Retina die Nervenfaserschicht und
vereinigen sich schlielllich zum Sehnerv. Die Stelle, an der der Sehnerv austritt,
heillt auch Papille oder ,blinder Fleck® (Abb. 1). Hier liegen keine Photorezepto-
ren (Abb. 3).
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Bruch-Membran
Pigmentepithelzelle

Retinales
Pigmentepithel (RPE)
—— Stabchen
Photorezeptor-
AuBensegmente —— Zapfen
Photorezeptor- 2
Innsegmente 2.
. Membrana limitans g
externa (ELM) 3
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g
AuBere plexiforme a
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Abb. 2 Schematische Abbildung der Netzhaut: Zellen und Schichten

(nach physiologie.cc/XIV.6.htm). In den Photorezeptoren wird Licht absorbiert. Bipolarzellen ver-
binden Photorezeptoren mit den Ganglienzellen. Die Fortsatze der Ganglienzellen bilden den
Sehnerv. Horizontalzellen verbinden die Bipolarzellen untereinander. Amakrinzellen verbinden
Bipolar- und Ganglienzellen. Millerzellen sind Stltzzellen und bilden die innere und &ullere
Grenzmembran der Retina.

1.2.3 Die Photorezeptoren

Man unterscheidet zwei Arten von Photorezeptoren: Zapfen und Stabchen. Diese
dienen unterschiedlichen Sehleistungen und unterscheiden sich in ihrer Vertei-
lung im Auge (Abb. 3). Zapfen sind fur das Tagessehen (photopisches Sehen),
die Sehscharfe und das Farbensehen zustandig. Es gibt etwa 6 bis 7 Millionen
Zapfen. Sie befinden sich in maximaler Dichte (~150.000/mm?(Osterberg, 1935))
in der Fovea centralis (Sehgrube), der Stelle scharfsten Sehens, und nehmen
aulRerhalb der Fovea stark ab. Sie sind 1:1 mit Bipolarzellen verschaltet, was zu
einer hohen Auflésung fuhrt.

Stabchen sind fur das periphere Sehen, das Dammerungssehen und Nachtse-

hen bei geringen Lichtintensitaten wichtig (skotopisches Sehen). Sie reagieren
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schon auf ein einziges Photon (Baylor et al., 1979), wahrend Zapfen deutlich we-
niger sensitiv sind. Die 120 Millionen Stabchen verteilen sich von parafoveal bis
in den Randbereich der Netzhaut. Sie haben ihre maximale Rezeptordichte
(~160.000/mm? (Kolb, 2005)) 18° aulRerhalb der Fovea. In der Fovea selbst gibt
es keine Stabchen. Stabchen zeigen eine retinale Konvergenz, d.h. mehrere
Stabchen geben ihre Informationen an eine Bipolarzelle weiter, mehrere Bipolar-

zellen wiederum sind mit einer Ganglienzelle verschaltet. Dies flhrt zu einer
schlechteren Aufldsung.

Zapfen

150.0004
ﬁ Stabchen

100.000+

50.000+

Zapfen /
ﬂ#\
0 ]

g0 60 40 200 0 20 40 60 80
blinder Fleck Exzentrizitat in Grad

Rezeptordichte in mm*2

>

<+«———nasal Fovea temporal ——

Abb. 3 Verteilung der Zapfen und Stabchen in der Netzhaut
(Nach Osterberg, 1935)

Der Aufbau der beiden Photorezeptortypen ist ahnlich: beide besitzen ein Aulien-
segment, das Uber ein Zilium mit einem Innensegment verbunden ist. In den In-
nensegmenten findet der allgemeine Zellstoffwechsel mit Genexpression, Pro-
teinsynthese und Energiegewinnung statt. Uber das Zilium findet der bidirektio-
nale Transport von Proteinen zwischen Innen- und AulRensegment statt. In den
PhotorezeptorauRensegmenten befinden sich Ubereinander gestapelte Membr-
aneinstllpungen, sogenannte Disks (Abb. 4). Innerhalb der Disks sind Sehpig-

mente eingebettet (Rhodopsin in den Stabchen, Blau-, Grun- oder Rot-lodopsin
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in den Zapfen), die aus Opsin und Retinal bestehen. Zapfen und Stabchen un-
terscheiden sich in ihrer spektralen Empfindlichkeit. Stabchen haben ihr Absorp-
tionsmaximum bei einer Wellenlange von ~498nm (Bowmaker und Dartnall,
1980). Die drei Zapfentypen haben ihr Absorptionsmaximum bei ~563nm (,Rot-
Zapfen®, langwellig), ~534nm (,Grun-Zapfen®, mittelwellig) und ~420nm (,Blau-
Zapfen®, kurzwellig) (Bowmaker und Dartnall, 1980). Diese verschiedenen Zap-

fentypen ermdglichen dem Menschen als , Trichromaten® das Farbensehen.

Retinales
Pigmentepithel
(RPE)

B LAY AL A AU TGN
2

Melanin-
Granula

Rhodopsin-
Molekiul

: Synapsen mit
| Bipolarzellen

5
.

Licht

Bipolarzellen

Abb. 4. Aufbau der Photorezeptoren

(nach (Siemiatkowska, 2014). Die Auensegmente sind ins retinale Pigmentepithel (RPE) einge-
bettet und Uber ein unbewegliches Zilium mit dem Innensegment verbunden. Erkennbar wird die
konische bzw. zylindrische Form der Auensegmente, die zur Namensgebung von Zapfen und
Stabchen fuhrt. In den lichtempfindlichen Aulensegmenten sind Disks mit dem Sehpigment ge-
stapelt.
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1.3 Die Phototransduktionskaskade

Die Phototransduktionskaskade beschreibt den Prozess, bei dem Licht von ei-
nem biochemischen in ein elektrisches bzw. neuronales Signal umgesetzt wird.
Trifft ein Photon auf die Netzhaut, wird es vom Sehpigment, bestehend aus Opsin
und dem Vitamin A-Derivat Retinal, im Aul3ensegment der Photorezeptoren ab-
sorbiert. Die Energie eines Photons reicht aus, dass sich die Konfiguration von
11-cis-Retinal (im Dunkeln) zu all-trans-Retinal andert (Photoisomerisation). An
das Sehpigment ist Transducin, ein GTP-bindendes Protein aus drei Unterein-
heiten (a, B, y), gebunden. Andert sich durch Lichteinstrahlung die Konfiguration
des Retinals, andert sich auch die Form des Sehpigments. Dadurch 16st sich die
a-Untereinheit des Transducins und bindet an die retinale Phosphodiesterase
(PDE). Fur den Aufbau der PDE spielt das Protein AIPL1 (aryl hydrocarbon re-
ceptor interacting protein like 1) eine wichtige Rolle (Kirschman et al., 2010). Die
PDE wird aktiviert und wandelt cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) in
GMP um. Wieso ist dies relevant? An der Plasmamembran der Photorezeptoren
sind Kationenkanale, durch die bei Dunkelheit standig Natrium (Na*) und Calcium
(Ca?*)in die Zelle einstrdmen (Abb. 5). Damit die Kanale gedffnet sind, bendtigen
sie cGMP. Sinkt die intrazellulare Konzentration von cGMP durch Aktivierung der
PDE bei Licht, schlieRen die Kanale. Dadurch flieRt weniger Na™ in die Zelle und
es kommt zur Hyperpolarisation. Die Freisetzung des Neurotransmitters Gluta-
mat an der Synapse der Photorezeptoren wird unterdrickt und das Signal via

Bipolarzellen und Sehnerv an das Gehirn weitergeleitet.
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Abb. 5 Schematische Darstellung der wichtigsten Prozesse in Photorezeptoren und im Re-
tinalen Pigmentepithel (RPE) sowie der Proteine, die bei Leberscher kongenitaler Amau-
rose (LCA) betroffen sein konnen
(nach den Hollander et al., 2010). Farbige Formen stehen fiir Proteine, nur LCA-relevante sind

beschriftet und rot umkreist.
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(1) Der Sehzyklus lauftim AuRensegment und im RPE (Retinales Pigmentepithel) ab. Der Zyklus
startet mit der Umwandlung in all-trans-Retinol (ROL), welches Uber ein Enzym ins RPE trans-
portiert wird. Das Enzym LRAT wandelt es in all-trans-Retinyl-Ester (RE). Das Enzym RPE65
wandelt es weiter in 11-cis-Retinol, und andere Enzyme dieses weiter in 11-cis-Retinal um, wel-
ches zurlck in die Photorezeptoraulensegmente transportiert wird. Dort verbindet es sich mit
Opsin wieder zu einem lichtempfindlichen Sehpigment Rhodopsin (RHO). Uber RDH12 kann
neues Sehpigment aus Vitamin-A gewonnen werden.

(2) Phototransduktionskaskade: Licht wird vom Sehpigment in den Auf3lensegmenten absorbiert,
das Rhodopsin aktiviert (aRHO). Transducin wird aktiviert und GTP zu GDP ausgetauscht. Die
Transducin a-Untereinheit entzieht der PDE (Phosphodiesterase) ihre inhibitorische Untergruppe
und erzeugt so ihre enzymatische Aktivitdt. Es kommt zum Abfall der cGMP (zyklisches GMP)-
Konzentration, die im Dunkeln gedéffneten Kationenkanale schliel3en, die Zelle hyperpolarisiert.
AIPL1 ist am Aufbau der PDE beteiligt, GUCY2D an der Resynthese von cGMP, RD3 beeinflusst
GUCY2D. Abklrzungen: Guanosinmono-/di-/triphosphate (GMP/GDP/GTP), Phosphorylierung
(P).

(3) Ziliarer Transport zwischen Aufien- und Innensegment. Zu den ziliaren Proteinen zahlen
CEP290, das eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung und Funktion des Ziliums spielt, sowie Le-
bercilin, RPGRIP1 und IQCB1, die am intraflagellaren Transport beteiligt sind. TULP1 ist u.a.
am Proteintransport beteiligt.

(4) CRX ist ein Transkriptionsfaktor im Zellkern und wichtig fur retinale Reifung und Photorezep-
tordifferenzierung. NMNAT1 ist ein Enzym im Nukleus. CABP4 reguliert den Ca®*-Einstrom und
die Neuroransmitteriibertragung an der Synapse. CRB1 ist fiir die Muller-Zell - Photorezeptor-
Interaktion wichtig.

Da ein Na*/K*-Austauscher weiterhin Ca**aus der Zelle beférdert, sinkt auch die
Ca?*-Konzentration. Es wird angenommen, dass die Unterschiede in der Kinetik
und Lichtsensitivitat von Zapfen und Stabchen mal3geblich durch unterschiedli-
che Ca®*- Regulation bedingt sind (Miller et al., 1994, Krizaj und Copenhagen,
2002, Koutalos und Yau, 1996). Die intrazellulare Ca?*-Konzentration spielt {iber
Ca?*-bindende Proteine eine wichtige Rolle bei der Regulation des cGMP-Spie-
gels, der Inaktivierung von Rhodopsin, der Regeneration von Transducin und der

Lichtadaptation (Krizaj und Copenhagen, 2002).

Um nach der Phototransduktionskaskade den Dunkelzustand wiederherzustellen
wird cGMP bendtigt. An der Resynthese von cGMP ist das Enzym GUCY2D (Gu-
anylatzyklase 2D) beteiligt (www.genecards.org). Der Prozess, in dem das ,ge-
bleichte” Sehpigment all-trans-Retinal zurlck in die lichtempfindliche 11-cis-Re-
tinal-Form gewandelt wird, wird Sehzyklus genannt. Eine wichtige Rolle hierbei

spielen die Enzyme LRAT (Lecithin-Retinol-Acyltransferase) und RPEG5 (Retina-

10
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les-Pigment-Epithel-spezifisches-65-kDa-Protein). Uber Retinol-Dehydrogena-
sen, wie das Enzym RDH12, kann neues Sehpigment auch direkt aus Vitamin-A

(Retinol) gewonnen werden.

Es wird ersichtlich, dass viele verschiedene Proteine an der Phototransduktions-
kaskade und dem Sehzyklus beteiligt sind. Abb. 5 zeigt zusatzlich Proteine, die
fur den ziliaren Transport oder generell eine intakte Zellfunktion unentbehrlich
sind und dementsprechend bei einer Mutation zu erblichen Netzhauterkrankun-
gen fuhren kdnnen. Zur Vereinfachung sind nur Proteine markiert, die fir die LCA

eine Rolle spielen.

11
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1.4 Hereditare Netzhauterkrankungen

1.4.1 Allgemein

Als hereditare Netzhauterkrankungen werden angeborene degenerative Erkran-
kungen der Netzhaut und/oder des RPEs bezeichnet. Weltweit gibt es mehr als
zwei Millionen Betroffene (Sahel et al., 2015). Das klinische Spektrum erblicher
Netzhauterkrankungen ist breit und reicht von milder Beeintrachtigung, wie bei-
spielsweise Nachtblindheit im Erwachsenenalter, bis hin zu Blindheit bereits zur
Geburt. Sie kdnnen nach Hauptmanifestationsort (Zapfen, Stabchen, RPE), As-
soziation mit extra-okularen Symptomen, Erkrankungsbeginn (Geburt oder wei-
terer Lebensverlauf), Progression der Erkrankung (stationar oder progressiv),

Vererbungsmodus und zugrundeliegendem Gendefekt eingeteilt werden.

1.4.1.1 Genetik

Derzeit sind Uber 200 Gene identifiziert, die erbliche Netzhauterkrankungen aus-

|I6sen kénnen, und die Anzahl ist noch immer steigend (RetNet, 2017. Abb.6).
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Abb. 6 Anzahl kartierter und identifizierter Gene fiir erbliche Netzhauterkrankungen
(RetNet, 2017)

Mutationen eines Gens kdnnen unterschiedliche erbliche Netzhauterkrankungen
bedingen, und gleichzeitig eine erbliche Netzhauterkrankung durch Mutationen

in unterschiedlichen Genen bedingt sein (klinische und genetische Heterogenitat)
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(Wang et al., 2016b). Die Vielzahl an moéglichen Genen macht die genetische
Testung anspruchsvoll. Dennoch ist die Klarung des Genotyps essentiell fur die
(Differential-)Diagnose, die genetische Beratung der Betroffenen sowie jede
Gen-spezifische Therapie (Bennett et al.,, 2016, den Hollander et al., 2010,
Jacobson et al., 2012).

Erbliche Netzhauterkrankungen zeigen alle Formen der Vererbung, meist sind
sie jedoch autosomal rezessiv (RetNet, 2017). Das bedeutet, beide Allele eines
Gens mussen betroffen sein. Autosomal-rezessive Erkrankungen treten gehauft
bei konsanguinen Familien auf. Oft sind hier mehrere Generationen von der Er-

krankung betroffen.

1.4.1.2 Gruppen

Erbliche Netzhauterkrankungen lassen sich gruppieren nach
e Photorezeptorbeteiligung
e Zentraler vs. peripherer Netzhautdegeneration

e Progredientem vs. stationarem Erkrankungsverlauf

Je nach Beteiligung der Photorezeptoren lassen sich zapfendominierte (Zapfen-
Dystrophie, Zapfen-Stabchen-Dystrophie, Achromatopsie) und stabchendomi-
nierte erbliche Netzhauterkrankungen (Retinitis pigmentosa (RP), Kongenitale
stationare Nachtblindheit) einteilen. Wie Abb. 7 zeigt, gibt es zwischen ihnen Kkli-
nische Uberschneidungen, sodass die Erkrankungszuordnung klinisch nicht im-

mer eindeutig mdglich ist.
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-

Progression mit dem Alter

Zapfenbeteiligung Stabchenbeteiligung

Abb. 7 Ubersicht iiber die Photorezeptorbeteiligung und den Erkrankungsprogress erbli-
cher Netzhauterkrankungen

(nach den Hollander et al., 2010) Sichtbar sind klinische Uberschneidungen zwischen den Er-
krankungen. Bei der Leberschen kongenitalen Amaurose (LCA), der schwersten erblichen Netz-
hauterkrankung, sind Zapfen und Stabchen betroffen. Sie schreitet schnell voran und die Be-
troffenen erblinden sehr friih. Bei der Retinitis pigmentosa (RP) sind zunachst meist die Stabchen
betroffen. Sie zeigt, ebenso wie die Zapfen-Dystrophie (ZD), die Zapfen-Stabchen-Dystrophie
(ZSD) und Morbus Stargard (STGD), ein breites Spektrum und fiihrt nicht immer zur Erblindung.
Achromatopsie (ACHM) und Kongenitale stationare Nachtblindheit (CSNB), sind stationare Er-
krankungen, bei denen jeweils nur die Zapfen oder Stadbchen betroffen sind.

1.4.1.3 Syndromische hereditare Netzhauterkrankungen

Gibt es neben den okularen auch eine extra-okulare Beteiligung, beispielsweise
des renalen, neurologischen, muskulosklelettalen, auditorischen, pulmologi-
schen oder endokrinen Systems, spricht man von syndromischen Netzhauter-
krankungen. Die haufigsten syndromischen erblichen Netzhauterkrankungen
sind die Ziliopathien, bei denen eine Stérung des Ziliums in Form oder Funktion
vorliegt. Zu ihnen zahlen u. a. das Bardet-Biedl-Syndrom (zusatzlich Polydaktylie,
Zystennieren, Hypogenitalismus, kognitive Einschrankungen), das Joubert-Syn-
drom (zusatzlich Fehlbildung des Kleinhirns, Zystennieren, Polydaktylie, kogni-
tive Einschrankungen), das Senior-Loken-Syndrom (zusatzlich Nephronopht-

hise), und das Usher-Syndrom (zusatzlich Schwerhdrigkeit). Auch bei den nicht-
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syndromischen erblichen Netzhauterkrankungen liegt schatzungsweise bei ei-

nem Drittel eine Zilienstdérung vor (Estrada-Cuzcano et al., 2012).

1.4.1.4 Diagnostik

Da erbliche Netzhauterkrankungen genetisch bedingt sind, sind - im Gegensatz
zu entzundlichen Erkrankungen -, beide Augen typischerweise symmetrisch be-
troffen. Neben der Anamnese sollten folgende Untersuchungen durchgefuhrt
werden:
¢ Objektive und subjektive Refraktionsbestimmung
e Spaltlampenmikroskopie, Messung des Augeninnendruckes, Fundusbio-
mikroskopie/-fotografie
e Farbtest
e Gesichtsfelduntersuchung
e Dunkeladaptation
e Elektrophysiologische Untersuchungen (Ganzfeld- und multifokales
ERG)
e Autofluoreszenz (FAF)-Aufnahmen
e Optische Koharenztomographie (OCT)-Aufnahmen

e Molekulargenetische Untersuchung

Wichtig fur die Diagnosestellung sind insbesondere Elektrophysiologie, Bildge-
bung sowie Genetik. (Detaillierte Beschreibung zu den Methoden siehe ,Material
und Methoden*.)

1.4.1.5 Therapie

Derzeit existiert keine allgemein etablierte Therapie fir erbliche Netzhauterkran-
kungen. Durch interdisziplinare Forschung und umfangreiche Studien wurde je-
doch in den letzten Jahren das Wissen Uber die Pathophysiologie und den gene-
tischen Hintergrund erblicher Netzhauterkrankungen erheblich erweitert und so
die Voraussetzungen fur zuklnftige Therapiemaoglichkeiten verbessert.
Optionen in der Behandlung sind:

¢ Lebensstiimodifikation
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¢ Ausstattung mit Hilfsmitteln
¢ Konservativ-medikamentdse Therapie
¢ Invasiv-Chirurgische Therapie
o Gentherapie
o Stammzelltherapie (bisher im Rahmen klinischer Studien bei M.
Stargardt (Schwartz et al., 2015), sowie RP (ClinicalTrials.gov,
NCT02464436))
o Retinaimplantat
Generell wird ein UV-Schutz der Augen, eine ausgewogene vitaminreiche Ernah-
rung und Vermeidung von Noxen wie Rauchen und Alkohol empfohlen.
Zur Erleichterung des Alltags stehen neben den klassischen Sehhilfen (Brille,
Lupe) Computerprogramme mit Braille-Zeile, Vorlesesystemen und Kantenfilter
zur Verfigung. Diese filtern blaues Licht und verstarken so Kontraste, erleichtern
die Hell-Dunkel-Adaptation und reduzieren die Blendung. Zu weiteren ,Hilfsmit-
teln“ gehdren der Langstock oder im weiteren Sinne auch Blindenfihrhunde.
Eine Empfehlung zur taglichen Vitamin A-Einnahme, die 1993 ausgesprochen
wurde (Berson et al., 1993), konnte sich aufgrund der schwachen Hinweise flr
eine Wirksamkeit nicht halten (Bach et al., 1997).
Medikamentds-therapeutisch scheint sich jedoch bei Netzhauterkrankungen, de-
nen ein genetischer Defekt in LRAT oder RPE65 zugrunde liegt, eine orale Re-
tinoid-Substitution  (9-cis-Retinylacetat, QLT091001) positiv auszuwirken
(Koenekoop et al., 2014, Scholl et al., 2015).

Ein Meilenstein in der Behandlung erblicher Netzhauterkrankungen ist die Gen-
therapie. Prinzip ist es, eine intakte Kopie des defekten Gens in attenuierte Viren
(z.B. adenoassoziierte Viren, AAV) einzubauen und dann mittels viraler Genfahre
(AAV-Vektor) unter die Netzhaut zu injizieren. Zum anderen kann die fehlgesteu-
erte Genexpression durch viral eingebrachte korrigierende oder supprimierende
DNA-Elemente kontrolliert werden. Die Gentherapie birgt zudem das Potential,
neuroprotektive und antiapoptotische Faktoren, Modulatoren von oxidativem
Stress oder Chaperone, die die Proteinaggregation verhindern, einzubringen
(Thompson et al., 2015, Dalkara et al., 2016).
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Nach vielversprechenden Tierversuchen an Mausen, Ratten und Hunden fanden
2007 erstmals Gentherapie-Studien fur LCA 2 (RPEG65) an Patienten statt. Seit-
her entwickelt sich rasant ein hochst spannendes Feld. 2008 wurden erste Daten
zur Sicherheit und Wirksamkeit gentherapeutischer Studien publiziert (Maguire
et al., 2008, Hauswirth et al., 2008, Bainbridge et al., 2008, Cideciyan et al.,
2008). Neben exzellenter Sicherheit konnten vielversprechende Verbesserungen
hinsichtlich der Lichtempfindlichkeit und der Sehscharfe gezeigt und in den
Folgejahren bestatigt werden (Maguire et al., 2009, Simonelli et al., 2010,
Jacobson et al., 2012). 2012 wurde gezeigt, dass die Therapie des kontralatera-
len Auges zusatzlichen Nutzen bringt (Bennett et al., 2012). fMRI-Daten (funkti-
onelle Magnetresonanztomographie) legen nahe, dass neuroplastische Veran-
derungen nach einer Gentherapie mdglich sind (Ashtari et al., 2011, Ashtari et
al., 2015). Die Sehverbesserungen nach AAV-RPEG65-Gentherapie scheinen je-
doch temporar zu sein: bis zu drei Jahre halt der Effekt an, danach nimmt die
Sehkraft — aufgrund fortschreitender Degeneration— ab (Cideciyan et al., 2013,
Testa et al., 2013, Bainbridge et al., 2015). An (Kombinations-)Strategien, die
Sehfunktion nicht nur kurzzeitig zu verbessern, sondern das Fortschreiten der
retinalen Degeneration langfristig zu verhindern, wird gearbeitet. Ebenso wird
versucht, den besten Interventionszeitpunkt, die geeignete Dosis, sowie den ide-
alen Injektionsort zu bestimmen.

2014 wurde die RPE65-Gentherapie von der US-Arzneibehdrde FDA als Durch-
bruch (,breakthrough therapy designation®) eingestuft. Die Zulassung durch die
amerikanischen Arzneimittelbehérde FDA (Food and Drug Administration) wurde

2017 erteilt (sparktx.com Homepage).

Weitere LCA-Gene, die im Therapiefokus stehen, sind GUCY2D (LCA 1) (Boye
et al., 2010, Boye et al., 2013), AIPL1 (LCA 4) (Tan et al., 2009, Testa et al.,
2011) und CEP290 (LCA 10).

Flr CEP290, einem wichtigen Gen flr die Entwicklung und Funktion des Ziliums,

wurde eine Lentiviraler (LV) Vektor konstruiert, der in der Zellkultur den Zilioge-
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nese-Defekt beheben konnte (Burnight et al.,, 2014). Ein anderer vielverspre-
chender Ansatz besteht im Einsatz der ,Genschere” CRISPR/Cas9 (Dalkara et
al., 2016). Mit CRISPR/Cas9 als Skalpell wird gezielt das Genom geschnitten,
korrigierte Gensequenz kdnnen anschlie3end eingeflgt werden (,Genchirurgie®).
Die CRISPR/Cas9-Methode wurde vor wenigen Jahren entwickelt (Jinek et al.,
2012, Doudna und Charpentier, 2014) und hat rasant Einzug in samtliche medi-
zinische Felder, von der Organtransplantation Uber die Krebstherapie bis zur Re-
produktionsmedizin, gehalten. Aktuell entwickelt die Firma Editas (Cambridge,
MA, USA) eine CRISPR/Cas9 Gentherapie fur CEP290.

Im Folgenden werden die wichtigsten in der Studie vorkommenden erblichen

Netzhauterkrankungen und deren Klinik besprochen: LCA und RP.

1.4.2 Lebersche kongenitale Amaurose (LCA)

Die LCA ist die schwerste und friheste Form aller erblichen Netzhauterkrankun-
gen (Perrault et al., 1999a). Mit einer Haufigkeit von 1 : 81.000 (Stone, 2007) bis
1:30.000 (Koenekoop, 2004) gehdrt sie zu den seltenen Erkrankungen. Als sel-
ten wird eine Erkrankung in Europa ab einer Haufigkeit von 1 : 2.000 klassifiziert
(Orpha.net), sodass die LCA, verglichen damit, sogar sehr selten ist. Deutsch-
landweit gibt es schatzungsweise 2000 Falle (ProRetina). Die LCA macht etwa 5
% aller erblichen Netzhauterkrankungen aus (Schappert-Kimmijser et al., 1959).
20 % der Kinder an Schulen fur Sehbehinderung sind von LCA betroffen (Chung
und Traboulsi, 2009).

Namensgeber der Erkrankung ist der deutsche Ophthalmologe Theodor Gustav
von Leber (1840-1917), der die Krankheit erstmals 1869 in Ueber Retinitis pig-

mentosa und angeborene Amaurose als Unterform der RP beschrieb (Abb. 8).
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Ueber Retinitis pigmentosa und angeborene
Amaurose,

Yon

Dr. Th. Leber.

Die Retinitis pigmentosa theilt das Schicksal so mancher
anderen ophthalmoscopisch diagnosticirten Krankheitsform,
dass némlich ihre pathologische Anatomie eigentlich noch
zu machen ist. Ebensowcnig wie von den als Chorioi-

Abb. 8 Theodor Gustav von Leber mit seinem Werk von 1869
(http://www.ianlogan.co.uk/lhon/history.htm)

LCA: Pathophysiologie und Klinik

Pathophysiologisch kommt es durch eine Funktionsstérung in den Photorezep-

toren und/oder dem RPE zu einem Funktionsverlust der Netzhaut. Entweder
kann bereits die Entwicklung gestort sein oder es kommt zu einer sehr frihen
Degeneration normal entwickelter Zellen (Mizuno et al., 1977). Zapfen und Stab-
chen sind betroffen, wobei die Degeneration zunachst zapfen- oder stabchendo-
minant verlaufen kann (den Hollander et al., 2010).

Klinisch auldert sich die Erkrankung in einer ausgepragten Sehbeeintrachtigung
oder Blindheit, die in den meisten Fallen schon bei der Geburt besteht oder im
ersten Lebensjahr eintritt (Perrault et al., 1999a). Die Kinder fallen initial oft
dadurch auf, dass sie nicht fixieren kdnnen und schielen. Selten ist die Seh-
scharfe besser als 0,05 = 5 % (Cremers et al., 2002), in manchen Fallen wird
jedoch eine brauchbare Sehscharfe von 20 % erreicht. Eine Lichtwahrnehmung
ist haufig noch moglich. Die vorhandenen Seheindricke bleiben oft viele Jahre
erhalten, in der Mehrzahl der Falle tritt aber eine Progression der Erkrankung ein.
Typisch neben der kongenitalen Blindheit ist ein Nystagmus (unwillkurliche Au-
genbewegungen in Form von Augenrollen oder -zittern) sowie ein okulodigitales
Phanomen, auch ,Franceschetti-Zeichen® genannt. Durch Druck auf den Augap-

fel, Augenbohren und -reiben lésen die Kinder Lichterscheinungen aus. Ein
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Enophtalmus (Zurtcksinken des Augapfels in die Orbita) ist moglich. Weiter tre-
ten eine hohe Hyperopie (typisch >5 Dioptrien (Foxman et al., 1985) sowie ge-
hauft ein Keratokonus (kegelférmige Vorwdlbung der Hornhaut) und eine Kata-
rakt auf (Chung und Traboulsi, 2009, Karel, 1968). Farbsinnstérungen/ Farben-
blindheit, Nachtsehstérungen/ -blindheit, Blendungsempfindlichkeit und hochgra-
dige Gesichtsfeldeinschrankungen sind —wie bei dem massiven Funktionsverlust

der Photorezeptoren zu erwarten — meist vorhanden.

LCA: Genetik

Bereits vor 150 Jahren sah Theodor Leber einen Zusammenhang zwischen
Blutsverwandtschaft und dem Auftreten der Erkrankung und betonte die Wichtig-
keit erblicher Faktoren (Leber, 1869). Es dauerte jedoch bis 1995, ehe das erste
LCA-Gen (GUCYZ2D) kartiert wurde (Camuzat et al., 1995).

Aktuell sind Uber 20 krankheitsassoziierte Gene identifiziert (RetNet, 2017). Der
Erbgang ist meist autosomal rezessiv, aber auch autosomal dominant vererbte
Gendefekte kdnnen in selteneren Fallen ursachlich sein (RetNet, 2017). Mit Ana-
lyse dieser Gene kdnnen bei etwa 70 % aller LCA Patienten die vermutlich ur-
sachlichen Gene und Mutationen identifiziert werden (Abb. 9). Jedes Gen kodiert
ein anderes retinales Protein und tragt mit unterschiedlicher Haufigkeit zur Er-
krankung bei (Tabelle 1). Die Pravalenz der Gene unterscheidet sich je nach
Land/ ethnischer Herkunft der Patienten.

CEP290 zahlt in Nordeuropa zu den am haufigsten mutierten Genen. Die Muta-
tion ¢.2991+1655A>G ist die Haufigste, verantwortlich fur Uber 20 % der LCA-
Falle (den Hollander et al., 2006, Perrault et al., 2007, Coppieters et al., 2010a,
Coppieters et al., 2010c). In Sudeuropa, Korea, Sudindien, Saudi-Arabien und
Pakistan ist die Pravalenz dagegen deutlich geringer (Simonelli et al., 2007,
Vallespin et al., 2007, Seong et al., 2008, Sundaresan et al., 2009, Li et al.,
2009b, McKibbin et al., 2010).
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CEP290, \
Unbekannt

(30%)

RD3
LRAT
MERTK
TULP1
CRX
LCA5
SPATA7
CRB1 RDH12
RPGRIP1

GucyYaD

RPE65 AIPL1

Abb. 9 Geschitzte Pravalenz von Mutationen in LCA-Genen

(den Hollander et al., 2010). Bei etwa 30 % der LCA-Patienten ist der genetische Hintergrund
noch unklar.

Tabelle 1 Ubersicht iiber LCA-Typen und betroffene Gene

Vererbung (ar= autosomal rezessiv, AD= autosomal dominant), kodiertes Protein, dessen ange-
nommene Funktion (PR= Photorezeptor), geschatzte Haufigkeit bei LCA und weitere durch das
Gen bedingte Netzhauterkrankungen (IRDs; CSNB= Kongenitale stationare Nachtblindheit, RP=
Retinitis pigmentosa, Z(S)D= Zapfen-(Stabchen-)Dystrophie); *= LCA nicht klassifiziert; 7= Hau-
figkeit unbekannt.

In der Tabelle sind Gene aufgenommen, die in der Studie relevant waren. (Haufigkeit in Klammer:
den Hollander et al, 2008, Rest: Quellen aus ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1298/, Stand: 01/2017)
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LCA: Diagnostik

Die Kombination aus kongenitaler Blindheit und Nystagmus muss immer an eine

LCA denken lassen. Die Visuspriifung beschrankt sich oft darauf, die Fahigkeit,
Fingerzeigen, Handbewegungen oder Lichtschein wahrnehmen zu kénnen, zu
testen. Die Pupillen zeigen keine oder nur eine trage Lichtreaktion, da entspre-
chend dem Funktionsverlust der Photorezeptoren auch kein Signal an das Gehirn
weitergeleitet wird. Im Gesichtsfeld zeigen sich oft nur minimale zentrale Restin-
seln. Elementar fur die Diagnostik der LCA ist die elektrophysiologische Untersu-
chung. Mit dem Elektroretinogramm lasst sich die Funktion der Netzhaut objektiv
prufen. Typischerweise zeigt sich bereits vor dem ersten Lebensjahr (Foxman et
al., 1985) ein kompletter Funktionsausfall von Zapfen und Stabchen, was auch
als ,erloschenes ERG" bezeichnet wird.

Der Fundusaspekt ist variabel. Bei Kindern ist der Augenhintergrund haufig nor-
mal oder weist nur milde Veranderungen auf. Im Verlauf kénnen sich ein ,Salz-
und Pfeffer‘-Aspekt sowie verschiedene fur Netzhauterkrankungen typischen
Zeichen zeigen (verengte Gefalle, blasse Papille, RPE-Veranderungen, Pigmen-
tablagerungen) (Perrault et al., 1999b). Die Optische Kohérenztomographie
(OCT), die histologieahnliche retinale Schnittbilder liefert, kann einen kompletten
Photorezeptorverlust oder erhaltene Restinseln zeigen (Jacobson et al., 2016).
Die zentrale foveale Dicke kann, je nach betroffenem Gen, normal (beispiels-
weise bei RPE65 Mutation) oder reduziert sein (beispielsweise bei CRB1 Muta-
tion) (Simonelli et al., 2007). Die Fundusautofluoreszenz ist typischerweise her-
abgesetzt und kann beispielsweise bei RPE65 Mutation ganz erloschen sein
(Lorenz et al., 2004). Zu Dokumentationszwecken sollte im Verlauf eine Farbtest-
prifung und eine Dunkeladaptationstestung erfolgen. Meist liefern diese Testun-

gen jedoch keinen zusatzlichen Informationsgewinn.

1.4.3 Retinitis pigmentosa (RP)

RP ist die haufigste erbliche Netzhauterkrankung. lhre Pravalenz weltweit liegt
bei 1 : 3000 bis 1 : 7000 (Ferrari et al., 2011). Deutschlandweit leiden 30.000 bis
40.000 Betroffene an der Erkrankung (ProRetina). Der Name RP umfasst eine

klinisch variable Gruppe von progressiven erblichen Netzhauterkrankungen, bei
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denen zunachst meist die Stabchen, im Verlauf auch die Zapfen und das RPE
betroffen sind. Sie wird deshalb auch als Stabchen-Zapfen-Dystrophie bezeich-
net. Der Erkrankungsbeginn, die Progressionsrate und das Ausmal} des Sehver-
lustes sind unterschiedlich und meist vom genetischen Hintergrund abhangig
(Zobor und Zrenner, 2012). Obwohl die RP zu den seltenen Erkrankungen zahlt,
ist sie eine der haufigsten Ursachen des Sehverlustes im mittleren Erwachsenen-

alter in Industrielandern und damit von groRer soziobkonomischer Relevanz.

RP: Pathophysiologie und Klinik

Das Erstsymptom ist typischerweise Nachtblindheit, die in der Kindheit oder im
frihen Erwachsenenalter auftritt. Gehen die Stabchen in der mittleren Peripherie
und der Peripherie zugrunde, kommt es zu einer konzentrischen Gesichtsfeldein-
engung, dem ,Tunnelblick“. Mit dem Fortschreiten der Erkrankung tber die Jahre
wird auch die Zapfenfunktion in Mitleidenschaft gezogen und die Sehscharfe
nimmt ab. Im schlimmsten Fall fihrt dies zur vélligen Erblindung (Amaurose)
(Heckenlively, 1988).

Neben den genannten Symptomen treten eine Blendungsempfindlichkeit und
eine Farbsinnstdrung auf. Zusatzlich entwickeln Patienten mit RP gehauft eine
Katarakt (grauer Star) und ein zystoides Makuladédem, was zu weiteren Funkti-
onsminderungen flhren kann. Die Erstvorstellung der Patienten erfolgt haufig
erst bei fortgeschrittener Erkrankung. Die Diagnose wird meist in der dritten bis

vierten Lebensdekade gestellt (Zobor und Zrenner, 2012).

RP: Genetik

Zusatzlich zur klinischen Variabilitat zeigt die RP eine grol3e genetische Hetero-
genitat. Uber 60 Gene wurden bisher identifiziert, deren Mutationen zu RP fiihren
konnen (RetNet, 2017). Alle Formen der Vererbung, autosomal dominant (AD,
~30 %), autosomal rezessiv (ar, ~20 %), x-chromosomal (Xr, ~10 %) und sehr
selten auch mitochondrial und digenisch, sind méglich (den Hollander et al.,
2010). In etwa 40 % kommt die RP sporadisch isoliert, also ohne weitere Be-

troffene in der Familie, vor (den Hollander et al., 2010).
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RP: Diagnostik

Der Visus kann lange kaum beeintrachtigt sein. Ein Farbtest kann frih eine Farb-

sinnstérung (meist entlang der Blau-Gelb-Achse (Zobor und Zrenner, 2012)) auf-
decken. In der Gesichtsfeldpriifung zeigt sich anfangs typischerweise ein Ring-
skotom. Im Verlauf kommt es, analog zur fortschreitenden Schadigung der Stab-
chen, zum Verlust der peripheren Restinseln und einer konzentrischen Gesichts-
feldeinengung. Mit dem Dunkeladaptometer oder einer FST-Messung (Full-field-
Stimulus-Test) kdnnen subjektive Nachtsehbeschwerden oder Anpassungs-
schwierigkeiten beim Wechsel von Hell nach Dunkel objektiviert werden. Ein
Elektroretinogramm ist wichtig, um die Funktion der Photorezeptoren zu prifen.
Das skotopische (dunkeladaptierte) Ganzfeld-ERG, bei dem hauptsachlich die
Stabchenfunktion erfasst wird, ist frih gestort (reduzierte Amplituden und verlan-
gerte Gipfelzeiten der Antworten) und kann spater erloschen sein (Antworten
nicht mehr vom Rauschen zu trennen). Das photopische (helladaptierte), zapfen-
dominierte Ganzfeld ERG ist anfangs meist unauffallig, zeigt in fortgeschrittenen
Fallen aber auch keine reproduzierbaren Antworten mehr. Das multifokale ERG,
mit dem die Netzhautfunktion v. a. der Zapfen 6rtlich erfasst werden kann, eignet
sich fur die Kontrolle von fortgeschrittenen Fallen und um Restfunktionen zu be-
urteilen. Typischerweise sind die Antworten zentral, also im Bereich der Makula,
gut und (mittel)peripher reduziert. Spater zeigen sich zentral noch Restantworten,
wahrend (mittel)peripher keine Antworten mehr nachweisbar sind. Im Endsta-
dium gibt es auch hier keine vom Rauschen zu trennenden Antworten mehr.

In der Funduskopie sind Knochenkorperchen charakteristisch, weiter zeigen sich
die fur Netzhauterkrankungen typischen Zeichen: verengte Gefalde, abgeblasste
wachsgelbe Papillen sowie Pigmentepithelveranderungen mit Atrophie, De- und
Hyperpigmentierungen (Zobor und Zrenner, 2012) (Abb.10). Fur die Beurteilung
der Morphologie ist die Optische Kohédrenztomographie (OCT) und die Fundus-
autofluoreszenz (FAF) wichtig. Typisch in der OCT ist ein Verlust der aulderen
Netzhautschichten (Photorezeptoren) nach peripher sowie eine Atrophie des
RPE. Die inneren Netzhautschichten sind unauffallig. Die zentral erhaltenen Pho-
torezeptoren korrespondieren gut mit der Sehscharfe und dem zentralen Ge-
sichtsfeldrest (Zobor und Zrenner, 2012). In der FAF, mit der das RPE beurteilt
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werden kann, zeigt sich mittelperipher typischerweise eine herabgesetzte oder
fehlende Autofluoreszenz, d.h. das RPE ist degenerativ zugrunde gegangen.
Zentral ist die Autofluoreszenz oft unauffallig, d.h. das RPE ist in seiner Funktion
intakt. Perizentral zeigt sich ein Ring erhohter Autofluoreszenz, als Zeichen eines

zentral fortschreitenden aktiv-degenerativen Prozesses (Abb. 10).

Abb. 10 Fundusautofluoreszenz und Funduskopie bei Retinitis pigmentosa

Erkennbar ist der typische Ring perizentral erhdhter Autofluoreszenz (links). Am Augenhinter-
grund zeigen sich multiple Pigmentverklumpungen peripher, verengte retinale Gefale, und Pig-
mentverschiebungen sowie retinale Pigmentepitheldefekte im Bereich der Makula (rechts).
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1.5 Ziel der Arbeit

In Tubingen ist seit 25 Jahren eine Sprechstunde flur erbliche Netzhauterkran-
kungen etabliert. Uber die Jahre wurden viele Patienten mit Leberscher kongeni-
taler Amaurose (LCA) vorstellig und wertvolles Wissen uUber diese seltene Er-
krankung hat sich angesammelt. Flr Deutschland fehlt bisher die ausfiuhrliche
Beschreibung einer grof3en Kohorte sowie Angaben zur Pravalenz der Gene. Die
ausfuhrliche klinische und genetische Charakterisierung der LCA-Patienten ist
essentiell, um die in der ndheren Zukunft geplanten gentherapeutischen Studien

vorbereiten zu kdnnen und geeignete Patienten(-gruppen) zu identifizieren.

Ziele der Studie sind

1. Ubersicht tber die Pravalenz der verschiedenen LCA-assoziierten Gene
und Mutationen in der TUbinger Kohorte, einer der groten Deutschlands.

2. Komplettierung der Kohorte: genetische Analyse klinisch diagnostizierter,
molekulargenetisch bisher nicht aufgeklarter LCA-Patienten.

3. Ausfluhrliche klinische Charakterisierung mit Phanotyp-Genotyp-Korrela-
tion und Vergleich zwischen den Gruppen.

Dies soll

e die Lucke in der Literatur Uber die Pravalenz der LCA-Subtypen in
Deutschland schlieRRen.

e ermdglichen, LCA-Patienten, die noch nie oder bisher erfolglos genetisch
untersucht wurden, aufzuklaren.

e zuklnftige Gentherapie Studien vorbereiten.

Aufgrund der Relevanz und Aktualitat der Thematik sowie dem Nutzen fir die

Patienten wurde das Projekt von ProRetina Deutschland finanziert.
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2 Material und Methoden

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der

Universitat Tubingen genehmigt und hielt sich an die Grundsatze der Deklaration

von Helsinki. Alle Erwachsenen, die ophthalmologisch und molekulargenetisch

untersucht wurden, gaben nach Aufklarung eine schriftliche Einwilligung zur Teil-

nahme ab. Flr einen Teil der Teilnehmer lag bereits eine unterschriebene schrift-

liche Einverstandniserklarung fur die genetische Testung vor. Fur alle Minderjah-

rigen wurde die Zustimmung der Eltern eingeholt.

21

Einschlusskriterien der Studienpopulation

Die Einschlusskriterien waren alters- und geschlechtsunabhangig

eine klinisch diagnostizierte Lebersche kongenitale Amaurose (LCA)
und/oder

molekulargenetisch gesicherte homozygote, compound heterozygote oder
zwei heterozygote Mutationen in mindestens einem der folgenden bekannten
LCA-Gene:

AIPL1 (Gene ID: 23746; OMIM 604392), CABP4 (Gene ID 57010: OMIM
608965), CEP290 (Gene ID: 80184; OMIM 610142), CRB1 (Gene ID: 23418;
OMIM 604210), CRX (Gene ID: 1406; OMIM 602225), GUCY2D (Gene ID:
3000; OMIM 600179), IFT140 (Gene ID: 9742; OMIM 614620), IQCB1 (Gene
ID: 9657; OMIM 609237), KCNJ13 (Gene ID: 3769; OMIM 603208), LCA5
(Gene ID: 167691; OMIM 611408), LRAT (Gene ID: 9227; OMIM 604863),
NMNAT1 (Gene ID: 64802; OMIM 608700), RD3 (Gene ID: 343035; OMIM
180040), RDH12 (Gene ID: 145226; OMIM 608830), RPE65 (Gene ID: 6121;
OMIM 180069), RPGRIP1 (Gene ID: 57096; OMIM 605446), SPATA7 (Gene
ID: 55812; OMIM 609868) und TULP1 (Gene ID: 7287; OMIM 602280).

Fir die Untersuchung galt weiter die schriftliche Einverstandniserklarung als Vo-

raussetzung.
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2.2 Studienablauf

Patientendaten und DNA-Proben werden am Department flr Augenklinik der Uni-
versitat Tubingen im Rahmen einer Daten- und Probenbank asserviert. Zunachst
wurde durch eine Abfrage der Patienten-Datenbank der Universitats-Augenklinik
Tubingen nach der klinischen Diagnose ,Lebersche kongenitale Amaurose®
(LCA) sowie durch eine Abfrage der Patienten-Daten- und Probenbank des Mo-
lekulargenetischen Labors am Forschungsinstitut fir Augenheilkunde der Univer-
sitat Tubingen nach der klinischen Diagnose LCA bzw. den mit LCA-assoziierten
Genen ein LCA-Patientenkollektiv erstellt. AnschlieBend wurden die Daten, die
zu dieser grol3en Gesamtkohorte bereits vorhanden waren, aus dem klinikinter-
nen AlS (Arztinformationssystem) sowie aus Archivakten erfasst. Die Gesamtko-
horte wurde in Untergruppen geteilt, wobei nach betroffenem Gen bzw. in gene-
tisch ungeklarte Falle unterteilt wurde.

Patienten mit klinisch diagnostizierter LCA, die bisher genetisch nicht aufgeklart
werden konnten, wurden zu einer molekulargenetischen Untersuchung eingela-
den.

Patienten, die eine genetisch gesicherte Mutation im CEP290-Gen aufwiesen
und deren letzte Visite langer als funf Jahre zurticklag bzw. bei denen bisher
keine OCT-Aufnahme der Netzhaut gemacht worden war, wurden zu einer er-
neuten ophthalmologischen Untersuchung in die Universitats-Augenklinik Tubin-
gen eingeladen.

Die Patienten wurden telefonisch und/oder schriftlich kontaktiert.

2.3 Untersuchungen

Bei allen Patienten wurde zunachst eine ausfuhrliche Anamnese zu der beste-
henden erblichen Augenerkrankung erhoben, wobei Erkrankungsbeginn,
Nystagmus, Sehvermdgen, Vorhandensein eines okulodigitalen Phanomens,
Strabismus, Nachtsehbeschwerden, Blendempfindlichkeit und Farbsehen abge-
fragt wurden. Zusatzlich wurde eine Familienanamnese erhoben und nach Auf-
falligkeiten von Niere, Skelett, Atemwegen und Lunge, Schilddrise, Herz, Neu-

rologie und Gehor gefragt, als Hinweis auf eine mogliche Systembeteiligung.
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2.3.1 Allgemeine ophthalmologische Untersuchung

Objektive und subjektive Refraktionsbestimmung und Visuspriifung an beiden
Augen mittels Snellen-Sehtest. Flr die Auswertung war der Fernvisus rele-
vant, gemessen wurde mit bester Korrektur. Den Patienten wurden Optotypen
(Sehzeichen) in Form von Buchstaben zuerst im Abstand von 5 Metern, bzw.
wenn dies nicht mdglich war, im Abstand von einem Meter dargeboten. Bei

Patienten mit sehr niedrigem Visus wurde weiter die Fahigkeit gepruft, Finger

zu zahlen und Handbewegungen oder Lichtschein wahrnehmen zu kénnen.

Die Angaben wurden anschlieend folgendermalRen umgerechnet (Schulze-

Bonsel et al., 2006):

- 0 = Nulla lux, Lichtscheinwahrnehmung, Lichtscheinprojektion

- 0,005 = Handbewegungen

- 0,014 = Finger zahlen

Beurteilung des vorderen Augenabschnitts (Bindehaut, Hornhaut, Linse, Iris)

mittels Spaltlampenmikroskopie.

Beurteilung des Augenhintergrundes mittels Fundusbiomikroskopie und digi-

taler Farbfundusfotografie.

Gesichtsfelduntersuchung mit

- kinetischer Perimetrie nach Goldmann innerhalb des 90° Feldes zur Be-
stimmung der Aullengrenzen. Genutzt wurde die gutachtenrelevante
Lichtmarke lll4e sowie die V4e-Marke. Fir die Auswertung wurde augen-
getrennt die Flache des Gesichtsfeldes mit lll4e in deg? bestimmt.

- statischer Punkt-/ Raster-Perimetrie zur Detektion kleinerer zentral gele-
gener Skotome. Dies war nur bei Patienten mit besserer Sehfunktion mog-
lich.

Der Patient sal} dabei vor einer gleichmalig ausgeleuchteten Halbkugel und

fixierte einen Punkt im Zentrum der Halbkugel. Jeweils ein Auge war abge-

deckt. Lichtreize verschiedener Intensitat und GroRe wurden von peripher
nach zentral laufend bzw. als unbewegte Lichtmarken an festgelegten Punk-
ten dargeboten. Der Patient war aufgefordert einen Knopf zu driicken, sobald
er einen Lichtreiz wahrnahm. (Gerate Oculus 900, Firma Oculus, Wetzlar,

Deutschland, und Octopus 101, Firma Haag Streit, Kbniz, Schweiz)
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e Wenn maoglich eine Farbsinnpriifung mit dem Panel D-15 Test (saturiert/ de-
saturiert). Die Farbsinnprufung gehért zu den Untersuchungen, die bei jedem
Patienten mit einer erblichen Netzhauterkrankung einmal durchgefihrt wer-
den sollten. Voraussetzung flr den Test ist jedoch eine ausreichend gute
Sehscharfe. Bei einem Visus < 0,1 oder der subjektiven Angabe des Patien-
ten, keine Farben wahrzunehmen, beispielsweise wenn auch nicht die Fahig-
keit zur Hell-Dunkel-Diskrimination oder Handbewegungen zu sehen be-
stand, wurde auf eine Prifung verzichtet. Fuir den Farbsehtest mussten
Steine verschiedener Farbabstufungen in die richtige Reihenfolge gelegt wer-

den.

2.3.2 Elektrophysiologische Untersuchung

Es wurden ein Ganzfeld-Elektroretinogramm (ERG) und ein multifokales ERG
nach ISCEV-Standard-Protokoll (International Society for Clinical Electrophysio-
logy of Vision Standards) zur Beurteilung der Funktion der Photorezeptoren
durchgefuhrt (McCulloch et al., 2015, Hood et al., 2012) (Gerat ESPION, Firma
Diagnosys LLC, Lowell, MA, USA).

Beim Elektroretinogramm (ERG) werden die elektrischen Antworten der Zellen
der Netzhaut auf einen Lichtreiz hin aufgezeichnet und so die Funktion der Pho-
torezeptoren objektiv und quantitativ untersucht. Durch die Kombination von
multifokalem ERG und Ganzfeld-ERG kann zwischen regionalen und
generalisierten Netzhautfunktionsstérungen differenziert werden.

Fallt Licht ins Auge, wird die Phototransduktionskaskade in Gang gesetzt (siehe
Einleitung) und in den Photorezeptoren entsteht ein Rezeptorpotential, das Uber
die Bipolarzellen an die Ganglienzellen weitergeleitet wird. Horizontal- und Ama-
krinzellen, modifizieren das Potential. Uber spezielle Elektroden kénnen diese
Potentialverschiebungen abgeleitet werden. Das ableitbare Netzhautpotential ist
trotz Verstarkung sehr schwach, weshalb mehrere Lichtblitze hintereinander ab-
geleitet und die erhaltenen Antworten Ubereinandergelegt werden. Durch die Ad-

dition der immer gleichen Antworten auf einen Reiz wird das Signal verstarkt.
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Zusatzlich kénnen zufallige Storartefakte aus dem Signalrauschen gefiltert wer-
den. Ein wichtiger Storfaktor, insbesondere bei Patienten mit LCA, sind Uberla-

gerte Augenbewegungen durch einen Nystagmus sowie Blinzeln.

2.3.2.1 Ganzfeld-ERG

Beim Ganzfeld-ERG werden Summenantworten der gesamten Netzhaut gemes-

sen. Es kdnnen keine Rlckschlisse auf einzelne Netzhautareale gezogen wer-

den. Der Patient bekommt unterschiedliche Lichtreize dargeboten, die sich in ih-

rer Intensitat (gemessen in cds/m?), der Frequenz (in Hz) und der Hintergrund-

beleuchtung (skotopisch oder photopisch) unterscheiden. Je nach Lichtreiz wer-

den Zapfen und Stabchen unterschiedlich stark angeregt, sodass beide Rezep-

tortypen gezielt gepruft werden kénnen.

Die ISCEV hat Standards fur die Durchfihrung des Ganzfeld-ERGs festgelegt,

zu denen folgende Punkte gehoren (McCulloch et al., 2015):

- dunkeladaptiertes ERG bei 0,001 und 0,01 cds/m? (Stabchen-bedingte Ant-
wort der Bipolarzellen)

- dunkeladaptiertes ERG bei 3 cds/m? (Zapfen-Stiabchen-Mischantwort, ent-
spricht dem Standard-Flash-ERG)

- dunkeladaptierte Oszillatorische Potentiale bei 3 cds/m? (Amakrinzellen)

- dunkeladaptiertes ERG bei 10 cds/m? (Mischantwort)

- helladaptierte ERG bei 3 cds/m? (Zapfensystem)

- helladaptierte 31 Herz Flicker ERG bei 3 cds/m? (Zapfenfunktion)

Wesentliche Komponenten der Signalantwort sind

- die a-Welle: fruh auftretend, negativ, durch die summierten Photorezeptorant-
worten bedingt

- die b-Welle: der a-Welle nachgeschaltet, positiv, durch Mullerzellen und ON-
Bipolarzellen bedingt

- die oszillatorischen Potentiale (OP): als wellige Uberlagerungen im aufstei-
genden Ast der b-Welle, durch die Amakrinzellen bedingt

- weitere Nachschwingungen:

- c-Welle: bedingt durch die Potentialanderung der Pigmentepithelzellen
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bei Belichtung
- d-Welle: durch OFF-Bipolarzellen bedingt
Ausgewertet wird zum einen die Zeit, die von der Reizausldsung bis zum Auftre-
ten des Maximums der a- bzw. b-Welle vergeht (,implicit time“ oder ,Gipfelzeit®).
Zum anderen die Amplitude der a- bzw. b-Welle. Sie entspricht dem Spannungs-
potential und ermdglicht einen Rickschluss auf die Anzahl der erregten Zellen.
Normale ERG Ableitungen sind in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11 Normale Ganzfeld-ERG Antworten auf verschiedene Lichtreize

Die typische ERG-Welle, zweite Grafik von links, ist eine Mischantwort von Zapfen und Stachen.
A- und b-Welle sind markiert. DA= skotopisch, LA= photopisch, OD= rechtes Auge, OS= linkes
Auge (Zobor et al., 2012).

2.3.2.2 Multifokales ERG
Mit dem multifokalen ERG (mfERG) werden im Gegensatz zum Ganzfeld-ERG

einzelne Netzhautareale gepruft. Es ist deshalb beispielsweise dazu geeignet,
Aussagen uber die Funktion der Makula zu treffen. Dem Patienten werden aufei-
nanderfolgende Reizmuster aus 61 schwarz-weilden Hexagonen, ahnlich einem
Schachbrettmuster, prasentiert. Die Folge der Reizmuster macht es moglich aus
dem Signal nur einer Messelektrode eine ,ortsaufgeloste Funktionskartierung“ zu
errechnen (Bach und Kellner, 2000). Etwa 40.000 verschiedenartige Muster fol-
gen in einer 5- bis 10-mindtigen Ableitung aufeinander. Da bei multifokalen Reiz-
bedingungen alle Netzhautzellen zur Signalantwort beitragen kénnen, kann nur
durch Variation der Reize zwischen den Zelltypen unterschieden werden. Bei-
spielsweise aktivieren lokale Blitzreize die Zapfen und Reize mit hoher Frequenz
und hoher Leuchtdichte unterdricken die Funktion der Stabchen (Bach und

Kellner, 2000). Die festgelegte Sequenz, mit der jedes Hexagon von Hell nach
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Dunkel wechselt, nennt sich m-Sequenz (Sutter, 1991).
Abb. 12 zeigt ein normales mfERG.
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Abb. 12 Multifokales ERG (mfERG)

(Adaptiert nach Bach und Keller, 2000) A: Beispiele fur aufeinander folgende Reizmuster. Die
zentralen Hexagone sind kleiner als die dufReren, da die peripheren rezeptiven Felder gréflier
sind. B: Normales mfERG, sichtbar sind die ortsaufgelosten Reizantworten.

2.3.2.3 Ablauf

Fir die elektrophysiologische Untersuchung der Patienten wurden die Pupillen
mit Augentropfen (Wirkstoff: Tropicamid und Phenylephrin, 1-2 Tropfen je Auge)
weitgestellt. An Stirn und Schlafen wurden mittels Kontaktcreme Elektroden an-
gebracht. Um den Widerstand zu optimieren wurden die Hautstellen vorher mit
einer Reinigungspaste entfettet und von Hautschippchen befreit. Die Augen-
oberflache wurde mit je einem Augentropfen Novesine 0,4%® betaubt. Anschlie-

Rend wurden spezielle Augenelektroden (Dawson-Trick-Litzkow Elektroden,
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DTL-Elektroden) in Form eines dunnen Fadens ins Unterlid eingelegt. Nach einer
20-minutigen Phase der Dunkeladaptation wurden dem Patienten entsprechend
ISCEV-Standard-Protokoll die oben beschriebenen Lichtreize dargeboten und

ein mMfERG aufgezeichnet.

2.3.3 Bildgebende Untersuchungen

2.3.3.1 Fundusautofluoreszenz (FAF)

Mit der FAF wurden Aufnahmen vom Augenhintergrund zur Beurteilung des re-
tinalen Pigmentepithels (RPE) erstellt. (Gerat Heidelberg Retina Angiograph
(HRA), Firma Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Zu den Funktionen des RPE zahlt die Versorgung der Photorezeptoren, die Ent-
sorgung von Stoffwechselabbauprodukten, sowie die Absorption des Uberschis-
sigen Lichts. Ein Abbauprodukt im RPE, Lipofuszin, ist fluoreszierend, d.h. es
nimmt Lichtenergie einer bestimmten Wellenlange auf und strahlt es in einer an-
deren Wellenlange wieder ab. Mit Filtern kann bei der FAF gezielt nur der Wel-
lenlangenbereich des abgestrahlten Lichtes aufgezeichnet werden. Auf diese
Weise erhalt man eine Darstellung des Lipofuszins und dessen Verteilungsmus-
ters. Ist das RPE durch degenerative Prozesse geschadigt, fehlt auch das darin
enthaltene Lipofuszin. Ohne Lipofuszin fehlt das Lichtsignal und die FAF zeigt
sich dunkel. Dies deutet auf weit fortgeschrittene degenerative Prozesse hin. Bei
aktiven degenerativen Prozesse dagegen sammelt sich Lipofuszin vermehrt im
RPE an. Die FAF zeigt sich somit verstarkt. Abb. 13 zeigt eine normale, sowie

pathologische FAF.
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Abb. 13 FAF eines gesunden Auges (A) sowie zweier Patienten mit erblichen Netzhauter-
krankungen (B, C)

(Quelle von A: Heildelberg Engeneering unter augenwissen.de/untersuchungen/netzhautunter-
suchungen/)

2.3.3.2 Spectral-Domain Optische Koharenztomographie (SD-OCT)

Mit dem SD-OCT wurden Aufnahmen der Netzhaut erstellt, mit denen die Netzhaut-
morphologie beurteilt und die Dicke der zentralen fovealen Netzhaut gemessen
wurde. (Gerat Spectralis OCT, Firma Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

Die Optische Koharenztomographie ist ein nicht-invasives hochauflésendes bildge-
bendes Verfahren. Die Technik ist vergleichbar mit der Ultraschall-Technik, jedoch
wird statt Schallwellen niedriges koharentes Infrarotlicht mit einer Wellenlange von
820 bis 870 nm genutzt. Wie beim Ultraschall dringt das Licht in das Gewebe ein
und wird an Grenzmembranen reflektiert. Wieviel Licht reflektiert wird hangt von der
Absorption des Lichtes durch das Gewebe, von der Streustrahlung sowie von den
unterschiedlichen Brechzahlen angrenzender Gewebeschichten ab. Die Eindring-
tiefe ist abhangig von der Wellenlange des Lichtes und betragt beim SD-OCT etwa
1,9 mm. Das vom Gewebe reflektierte Licht wird verglichen mit der Streuung an ei-
ner Refernzoberflache und die Interferenz, also die Uberlagerungserscheinungen,
die beim Zusammentreffen der Wellen auftreten und die zu Verstarkung oder Ab-
schwachung bzw. Ausléschung fuhren, wird ausgewertet. Im sogenannten TD-OCT

(Time Domain OCT) wurde ursprunglich die zeitliche Verzdégerung der vom Gewebe
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reflektierten Strahlung zum Referenzstrahl gemessen. Beim SD-OCT werden die In-
terferenzsignale der Wellenldngen innerhalb eines Spektrums analysiert. Uber die
Signale kdnnen Ruickschllsse auf die Gewebetiefe gezogen und daraus Schnittbil-
der errechnet werden, die die Netzhautstrukturen in hoher axialer Auflésung dar-
stellen.

Das OCT wurde erstmals 1991 eingefthrt (Huang et al., 1991) und seither stetig in
Bezug auf Aufldsung und Geschwindigkeit der Aufnahmen verbessert. Nachdem
1993 die ersten in-vivo-Aufnahmen gemacht wurden (Fercher et al., 1993), folgten
1995 die ersten Aufnahmen von Netzhauterkrankungen (Puliafito et al., 1995). Das
erste Spectral-Domain-OCT wurde 2002 beschrieben (Wojtkowski et al., 2002) und
kam 2006 kommerziell auf den Markt. Heutzutage ist es ein wichtiger Bestandteil in
der Diagnosestellung und Verlaufsbeurteilung vieler Augenerkrankungen (Hee et
al., 19953, Hee et al., 1995c, Hee et al., 1995b, Hee et al., 1996, Apushkin et al.,
2004, Gabriele et al., 2011, Fu et al., 2016).

Ein normales OCT einer gesunden Netzhaut zeigt Abb. 14.

BlutgefafRe

+— Choroidea '

AuRere Grenzmembran

— Nervenfaserschicht ~ Fotorezeptorinnensegmente
—— Ganglienzellschicht — Ubergang Innen-/
Innere plexiforme Schicht — AuRensegmente
Innere Kornerschicht FotorezeptorauBensegmente
AuBere plexiforme Schicht — RPE Interdigitation
AuBere Kornerschicht — RPE / Bruch’sche Membran

Abb. 14 Spectralis OCT einer normalen Netzhaut im Bereich der Makula

(Adaptiert nach Heidelberg Engineering) Die einzelnen Schichten sind gut abgrenzbar, die Pho-
torezeptoren und das RPE stellen sich als durchgangiges schwarzes Band dar, die Fovea zeigt
sich als Vertiefung. Anstelle der Schicht der ,Photorezeptorinnensegmente® spricht man heute
von ,Myoid-Zone*: hier liegen die Golgi-Apparate der Zellen, wo die Proteinsynthese stattfindet.
Anstelle von ,Ubergang Innen-/AuRensegmente” sagt man heute ,Ellipsoid-Zone*: hier liegen
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dicht gepackt die Mitochondrien, die ATP (Adenosintriphosphat), also die Energie der Zellen, pro-
duzieren (Spaide und Curcio, 2011). Beide Schichten sind wichtig fir die normale Funktion der
Photorezeptoren. RPE= Retinales Pigmentepithel.

2.3.3.3 Ablauf

Fur die FAF- und OCT-Aufnahmen sal} der Patient vor dem Gerat. Der Kopf war
ruhig an Kinn- und Stirnstltze positioniert, um Bewegungen zu minimieren. Der
Patient war aufgefordert einen vorgegebenen Punkt zu fixieren. Bei Patienten mit
ausreichend guter Sehscharfe und zentraler Fixation rlickt so die Fovea, ins Zent-
rum der Messung. Bei Patienten mit LCA fehlt aufgrund von niedrigem Visus oder
Nystagmus oft die Fixationsfahigkeit, was die Aufnahmebedingungen flur eine
transfoveale Messung erschwert. Obwohl OCT-Aufnahmen nur den Bruchteil ei-
ner Sekunde dauern, kdnnen Bewegungsartefakte nicht immer vermieden wer-
den.

Das beste transfoveale OCT-Bild und FAF-Bild des Patienten wurde ausgewahlt
und anschlieend die Morphologie (beim OCT insbesondere der aul3eren Netz-
hautschichten) beurteilt, sowie beim OCT, wenn von der Bildqualitat moglich, die

zentrale foveale Dicke gemessen.

2.3.4 Genetik

Die molekulargenetischen Untersuchungen zur Identifikation der ursachlichen
LCA-assoziierten Gene und Mutationen unterschieden sich je nach Zeitpunkt und
Labor, wann bzw. in welchem die Untersuchung urspriinglich eingeleitet oder
durchgefuhrt wurde.

Patienten mit klinisch diagnostizierter LCA, die genetisch bisher nicht aufgeklart
waren, wurden zu einer molekulargenetischen Untersuchung eingeladen.

Es werden immer noch vereinzelt neue Gene gefunden, die bei Mutation eine
LCA auslésen konnen. Die Anzahl an moéglichen LCA-Genen wachst somit und
ist heute groRer als noch vor einigen Jahren. Gleichzeitig haben sich die Mog-
lichkeiten der genetischen Diagnostik verandert.

Patienten, die zu einem friiheren Zeitpunkt genetisch untersucht worden waren,

bei denen jedoch kein die Erkrankung erklarender Befund erhoben werden
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konnte, wurden deshalb erneut untersucht. Die Testung erfolgte aus asservierten
DNA-Proben.

Patienten, die noch nie getestet worden waren bzw. von denen keine DNA-
Proben asserviert waren, wurden kontaktiert, Uber die Studie informiert und ihnen
wurden per Post EDTA-Blutrohrchen (2x5ml), die Aufklarungsunterlagen und die
Einverstandniserklarungen zur molekulargenetischen Testung geschickt. Die
Blutentnahme erfolgte durch den Hausarzt. Die Blutproben wurden anschliel3end
an das Molekulargenetische Labor am Forschungsinstitut fur Augenheilkunde
der Universitat Tubingen geschickt. Da die Patienten aufgrund der Seltenheit der
Erkrankung in ganz Deutschland verteilt leben, bedeutete dies eine erhebliche

Aufwandserleichterung fur die Patienten.

2.3.4.1 Panel-Diagnostik

Aktuell erfolgt die diagnostisch-genetische Untersuchung mittels Panel-Diagnos-
tik in der Praxis fir Humangenetik, (ehemals CeGaT, Center for Genomics and
Transcriptomics), Tubingen. Bei der Panel-Diagnostik werden alle Gene fur erbli-
che Netzhauterkrankungen parallel angereichert und mittels Hochdurchsatzse-
quenzierung analysiert. Die Validierung und Befundung erfolgt jedoch nur fur die
Gene, die fur eine Erkrankung differentialdiagnostisch in Betracht kommen, so-
genanntes Gen-Panel. Die Panel-Diagnostik bietet gegentber Verfahren, bei de-
nen nacheinander einzelne Gene gepruft werden (Stufen-Diagnostik, ,Gen-fur-
Gen“-Sequenzierung), viele Vorteile: Die Diagnostik ist schneller und auch kos-
tengunstiger und die Erfolgswahrscheinlichkeit fur das Auffinden der genetischen
Ursache einer Erkrankung ist deutlich héher, vor allem bei genetisch heteroge-
nen Erkrankungen. Alle fur diese Studie relevanten LCA-Gene (siehe Abschnitt

Einschlusskriterien) waren im Gen-Set fur LCA abgedeckt.

Ablauf

1. Sequenzierung: Die kodierenden Bereiche (Exons) sowie die angrenzen-
den Intronbereiche wurden mit der in-Solution-Technologie von Agilent
angereichert (SureSelectXT, Firma Agilent Technologies, Santa Clara,

USA). Anschliel3end erfolgte die Hochdurchsatz-Sequenzierung auf der
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lllumina-HiSeqg-Plattform (HiSeq2500/4000 System, Firma llumina, San

Diego, USA). Alle vermeintlich ursachlichen oder seltenen Varianten wur-

den mittels herkdbmmlicher Sanger-Sequenzierung validiert und der Be-

fund so in einem unabhangigen Ansatz durch eine zweite Methode be-
statigt.

Frahere Analysen wurden mit der SOLID (Sequencing by Oligonucleotide

Ligation and Detection)-Technologie durchgeflhrt (Firma Applied Biosys-

tems, Waltham, USA). Material und Methode sind in ,Panel-based next

generation sequencing as a reliable and efficient technique to detect mu-
tations in unselected patients with retinal dystrophies“ beschrieben

(Glockle et al., 2014).

Bioinformatik: Die Ergebnisse der Sequenizierung wurden mit der Soft-

ware lllumina CASAVA aufbereitet (Firma llumina, Inc. San Diego, USA).

Die Adaptersequenzen wurden mit Skewer (Jiang et al., 2014) entfernt.

Die verbleibende Sequenz wurde dann mit der Software Burrow Wheeler

Aligner (Li und Durbin, 2009, Li und Durbin, 2010) gegen das humane

Referenzgenom (hg19) abgeglichen. Varianten wurden mit Hilfe der Soft-

wares SAMtools und VarScan bestimmt (Li et al., 2009a, Koboldt et al.,

2009).

Genetische Datenauswertung: Bewertet wurden

1) Varianten innerhalb von kodierenden Exons und ihren flankierenden
Introns (+ 8 bp (Basenpaare)), die eine Populationsfrequenz (MAF) von
<1,5 % aufwiesen.

2) bekannte krankheitsauslésende Varianten (nach Human Gene Muta-
tion Database, HGMD) innerhalb der kodierenden Regionen und in
flankierenden Introns (+ 30 bp), die eine Populationsfrequenz von 0-5
% aufwiesen.

Befundet wurden nur Varianten, die nicht als benigne eingestuft wurden

oder deren Allelfrequenz zum Zeitpunkt der Auswertung unter 1,0 % flr

rezessive vererbte Gene lag. Die Allelfrequenz der Varianten wurden mit-
tels 1000Genomes, dbSNP, Exome Variant Server, EXAC und einer inter-

nen Datenbank der Praxis fur Humangenetik Tubingen ermittelt.
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Fur die in-silico-Vorhersage uber die Pathogenitat der gefundenen Varian-
ten wurden folgende Programme genutzt: Mutation Taster, fathmm, Muta-
tion Assessor, SIFT, fathmm-MKL coding, LRT und PROVEAN.

Links zu den Datenbanken:

1000Genomes http://www.1000genomes.org

dbSNP https://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/

ExAC http://exac.broadinstitute.org

Exome Variant Server http://evs.gs.washington.edu/EVS/

Fathmm http://fathmm.biocompute.org.uk

Fathmm-MKL coding http://fathmm.biocompute.org.uk/fathmmMKL.htm
HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

LRT http://www.genetics.wustl.edu/jflab/README.txt
Mutation Assessor http://mutationassessor.org/r3/

Mutation Taster http://www.mutationtaster.org

OMIM http://www.omim.org

PROVEAN http://provean.jcvi.org/index.php

SIFT http://sift.jcvi.org

2.3.4.2 MIP-Screen

Fir Patienten, die nicht durch eine Panel-Diagnostik der CeGaT untersucht wer-
den konnten, wurde DNA fur eine andere Form der Hochdurchsatz-Anreicherung
und Sequenzierung nach Nijmegen, Holland geschickt. Diese Anreichungstech-
nologie (MIP-Screen — molecular inversion probe) wurde im Rahmen einer wis-
senschaftlichen Kooperation am Institut fir Humangenetik, Nijmegen, Nieder-
lande entwickelt. Es werden parallel 108 Gene fur isolierte erbliche Netzhauter-
krankungen angereichert (ABCA4, ADAM9, ADAMTS18, AIPL1, ARL6, ARL2BP,
BBS1, BBS2, BEST1, C21orf2, C20rf71, C80rf37, CA4, CABP4, CACNATF,
CACNA2D4, CDHR1, CEP290, CERKL, CHM, CLRN1, CNGA1, CNGAS3,
CNGB1, CNGB3, CNNM4, CRB1, CRX, CYP4V2, DHDDS, DTHD1, EMC1, EYS,
FAM161A, FSCN2, GPR125, GUCA1A, GUCA1B, GUCY2D, IDH3B, IMPDH1,
IMPG2, IQCB1, KCNJ13, KCNV2, KIAA1549, KLHL7, LCAS5, LRAT, MAK,
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MERTK, MFRP, NEK2, NMNAT1, NR2E3, NRL, OFD1, OTX2, PDE6A, PDEG6B,
PDEG6C, PDE6G, PDE6H, PDZD7, PITPNM3, PRCD, PROM1, PRPF3, PRPF31,
PRPF6, PRPF8, PRPH2, RAB28, RAX2, RBP3, RD3, RDH12, RDH5, RGR,
RHO, RIMS1, RLBP1, ROM1, RP1, RP1L1, RP2, RP9Y9, RPE65 RPGR,
RPGRIP1, SAG, SEMA4A, SNRNP200, SPATA7, TOPORS, TTC8, TULP1,
UNC119, USH1C-ex15, USH2A, WDR19, ZNF408, ZNF513). Die Sequenzie-
rung erfolgt auf einem lllumina NextSeq 500 System. BAM files wurden mittels
Burrows-Wheeler Aligner (BWA) gegen das humane Referenzgenom (hg19) ab-
geglichen, und in Nijmegen mittels deren hauseigener automatisierten Datenana-
lyse Pipeplien und Varianten Interpretationsprogramme evaluiert und ausgewer-
tet. Die Validierung der Varianten erfolgte mittels PCR und Sanger-Sequenzie-
rung im Molekulargenetischen Labor des Forschungsinstituts fur Augenheilkunde

in TUbingen.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen der klinischen Daten erfolgten mit dem Statistikpro-
gramm JMP (John’s Macintosh Project) Version 12.2 fir Mac OS X von Macin-
tosh (Firma SAS Institute, Cary, NC, USA). Es wurde eine deskriptive Statistik
durchgefuhrt. Fur die Gesamtkohorte sowie flir die einzelnen Gengruppen wur-
den die klinischen PrufgroRen mittels absoluter und relativer Haufigkeit sowie
Median (m), Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) bzw. Spannweite dar-

gestellt. Rechtes und linkes Auge wurden jeweils getrennt ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtkohorte
109 Patienten (3-76 Jahre, mittleres Alter 31 Jahre; 55 weiblich, 54 mannlich) mit

Mutationen in LCA-Genen wurden eingeschlossen. Die Gesamtkohorte kann von
zwei Aspekten aufgeteilt werden: nach genetischem und nach klinischem Be-
fund.

3.1.1 Gruppen nach genetischem Befund (Genotypen)

Die Gesamtkohorte setzte sich aus 16 Gengruppen flur folgende Gene zusam-
men: AIPL1, CABP4, CEP290, CRB1, CRX, IFT140, IQCB1, LCA5, LRAT,
NMNAT1, RD3, RDH12, RPE65, RPGRIP1, SPATA7, TULP1. Fir die Gene
GUCY2D und KCNJ13 gab es keine Patienten, die die Einschlusskriterien erfull-
ten. Die grofRte genetische Gruppe war fur CEP290 (22 %, 24/109), gefolgt von
CRB1 (21 %, 23/109) und RPE65 (14 %, 15/109). Mutationen in diesen Genen
(CEP290, CRB1, RPE65) lagen bei mehr als der Halfte der Patienten krank-
heitsursachlich vor (57 %, 62/109), wahrend andere Gene nur vereinzelt vorka-
men (Abb. 15 und 16).

TULP1

AIPL1 cRB1

5% RDH12 21%
13% RPE65

14%

Abb. 15 Genetische Zusammensetzung der Gesamtkohorte
Unter ,Andere* zusammengefasst sind LRAT, CABP4, NMNAT1, RPGRIP1, SPATA7, CRX,
IFT140, LCA5 und RD3.
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Tubinger LCA-Gengruppen
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Abb. 16 Ubersicht iiber die 16 Gengruppen und deren GréRe
Die CEP290-Kohorte war mit 24 Patienten die Grdfte in Tlbingen.

3.1.2 Gruppen nach klinischem Befund (Phanotyp)

Eine Ubersicht (iber die Diagnosen der Patienten sowie die jeweils betroffenen
Gene zeigt Tabelle 2. Die haufigste Diagnose war LCA (52 %, 57/109) gefolgt
von RP (40 %, 44/109).

Tabelle 2 Klinischen Diagnosen der Gesamtkohorte mit ursachlichen Genen.

Gene nach Haufigkeit geordnet. LCA= Lebersche kongenitale Amaurose; RP= Retinitis pigmen-
tosa; ZSD= Zapfen-Stabchen-Dystrophie; CSNB= Kongenitale stationdre Nachtblindheit; ZD=
Zapfen-Dystrophie.

. N (Anzahl Relative
Diagnose . g . Betroffene Gene
Patienten) Haufigkeit
LCA 57 52 % CEP290, RPE65, CRB1, AIPL1, IQCB1, RDH12,
LRAT, NMNAT1, CRX, RD3, RPGRIP1
RP 44 40 % CRB1, RDH12, CEP290, TULP1, RPEG6S5,
AIPL1, LCA5, SPATA7, IFT140, LRAT
ZSD 5 5 % TULP1, CRB1, SPATA7, RPGRIP1
CSNB 2 2% CABP4
ZD 1 1% CEP290
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Innerhalb der 57 LCA-Falle waren am haufigsten CEP290 (29 %, 16/57) und
RPEG65 (21 %, 12/57) betroffen. Bei den 44 RP-Fallen war am haufigsten CRB1
ursachlich (36 %, 16/44), gefolgt von RDH12 (23 %, 10/44) (Abb. 17).

RPGRIP1 IFT140
0,
LCA CRX  RD3 2% RP LRAT  APL1 2%
2% 2% / NMNAT1 LRAT 2% "5y, / LCAS
3% 29
3% ° % SPATA7
2%
R%':z RPE65
7%
CRB1
36%
TULP1

RPE65

21% CRB1
1%

RDH12
22%

Abb. 17 Genetische Zusammensetzung der Diagnosegruppen Lebersche kongenitale
Amaurose (LCA) und Retinitis pigmentosa (RP)

3.1.3 Anamnese / Erkrankungsbeginn
FUr den Erkrankungsbeginn waren zwei Haufigkeitsgipfel ausgepragt: Geburt
und Kindheit. 34 % der Patienten (33/96) zeigten bereits bei Geburt Auffalligkei-
ten, bis zum Abschluss des ersten Lebensjahres waren 51 % (49/96) der Patien-
ten erkrankt. Da die Patienten nicht immer eine klare Altersangabe fur den Be-
ginn geben konnten, wurde in folgende Kategorien geordnet (nach EBM (Einheit-
licher Bewertungsmalstab) der Kassenarztlichen Vereinigung):

e Geburt

e Saugling: Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12. Monat

¢ Kileinkind: Beginn des 2. bis zum vollendeten 3. Lebensjahr

¢ Kind: Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. Lebensjahr

e Jugendlicher: Beginn des 13. bis zum vollendeten 18. Lebensjahr

e Erwachsener: ab Beginn des 19. Lebensjahres

Eine Ubersicht (iber den Erkrankungsbeginn der Patienten zeigt Abb. 18.
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Daten von 13 Patienten, die keine genauen Angaben machen konnten bzw. bei

denen keine Fremdanamnese maoglich war, fehlen (109-13=96).
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Abb. 18 Erkrankungsbeginn (EB) der Patienten der Gesamtkohorte in Kategorien

3.1.4 Klinische Befunde

Die Patienten zeigten allgemein ein fortgeschrittenes Krankheitsbild. Einen Uber-
blick Uber die klinischen und morphologischen Befunde der Gesamtkohorte mit
109 Patienten gibt Tabelle 3. Eine Ubersicht tiber das Vorkommen assoziierter
Erkrankungen (Nystagmus, Strabismus, okulodigitales Phanomen, Photophobie,
Nachtblindheit, Farbsehstérungen, Katarakt, Keratokonus) innerhalb der 16 Gen-

gruppen gibt Tabelle 4.

Visus: Die zentrale Sehscharfe war stark vermindert (Mittelwert + Standardab-
weichung (M+SD): 0,12+0,20; Median (m): 0,03 (Snellen); Angaben fur das
rechte Auge (OD)). 28 % der Patienten (31/109) hatten nulla lux oder nur Licht-
scheinwahrnehmung und 15 % (16/109) konnten nur Handbewegungen wahr-
nehmen (fur OD).

Gesichtsfeld (GF): Das Gesichtsfeld war meist stark eingeschrankt oder nicht
mehr messbar (M+SD: 140342702 deg?; m: 23 deg? (fir OD); Angaben fiir die

gutachtenrelevante Lichtmarke Ill4e). Bei 41 % der Patienten (33/80) war kein
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Gesichtsfeld mehr nachweisbar und bei weiteren 5 Patienten war das Gesichts-
feld kleiner 5 Grad' (jeweils OD). Bei 29 Patienten (37 %, 29/109) fehlte die GF-
Messung, bzw. es lagen alte Befunde vor, aus denen keine GF-Flache in deg?

bestimmt werden konnte.

Elektrophysiologie: Das ERG (vorliegend bzw. durchfuhrbar bei 84/109) war

meist nicht reproduzierbar (73 %, 61/84). Am haufigsten lag bei Patienten mit
nicht-reproduzierbaren Antworten die Diagnose LCA vor (62 %, 38/61), gefolgt
von RP (33 %, 20/61) und ZSD (5 %, 3/61).

Restantworten im ERG gab es bei 21 % (23/109). Haufigste Diagnose in dieser
Gruppe war RP (61 %, 4/23), absteigend gefolgt von LCA (17 %, 4/23), CSNB (9
%, 2/23), ZSD (9 %, 2/23), und ZD (4%, 1/23).

Vorderer Augenabschnitt (VAA): 64 Patienten (59 %) hatten eine Katarakt entwi-

ckelt. 23 Patienten davon (36 %, 23/64) waren deshalb bereits operiert worden

und pseudo- bzw. aphak. 6 Patienten (6 %) wiesen einen Keratokonus auf.

Fundus: In der Funduskopie zeigten sich typische Zeichen erblicher Netzhauter-
krankungen (abgeblasste Papillen, verengte Gefalde, Pigmentepithelatrophie,
Pigmentablagerungen, veranderte Reflexe, makulare Veranderungen) jedoch mit
klinischer Variabilitat. 6 Patienten (6 %) hatten eine Drusenpapille (CEP290 n=3,
CRB1 n=3). Weitere Besonderheiten waren makulare Narben (NMNAT1 n=2,
CRB1 n=2, RDH12 n=1), ein peripapillarer Konus (CABP4 n=1, RDH12 n=1,
RPE65 n=1, SPATA7 n=1), Bull's eye-Konfiguration (CEP290 n=2, RPE65 n=1),
zentrale weilliche Gefalieinscheidungen (CRB1 n=3), Glitzerpunkte (CEP290
n=1, CRB1 n=1), Pflastersteine (CEP290 n=1, SPATA7 n=1) und Naevi (CRX
n=1, LCA5 n=1).

Optische Koharenztomographie (OCT): Im OCT (vorliegend bzw. auswertbar bei

etwa der Halfte der Patienten (51 %, 56/109 fur OD)) zeigte sich allgemein ein

! Entspricht Blindheit im Sinne des Gesetztes, unabhangig vom Visus.
http://cms.augeninfo.de/nc/hauptmenu/presse/statistiken/statistik-blindheit.html
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fortgeschrittenes Krankheitsbild mit starkem Photorezeptorverlust. Bei 57 %
(32/56) waren die Photorezeptoren zerstért und die Ellipsoid-Zone (EZ), der
Ubergang der Photorezeptor-Innen-/ Auflensegmente, war nicht messbar. Bei
39 % der Patienten (22/56) waren zentral Photorezeptoren messbar. Die EZ lag
hier durchschnittlich bei 1215 um (Beispiele Abb. 19). Eine morphologisch kom-
plett intakte Photorezeptorschicht (und dementsprechend eine normale EZ)
zeigte sich nur bei CABP4-Patienten (4 %, 2/56; Abb. 19).

Die zentrale foveale Dicke (Central Foveal Thickness, CFT) war durchschnittlich
auf 160 ym vermindert (OD; Tabelle 3). Ausnahmen mit normaler CFT waren die
Gengruppen CABP4, IFT140, IQCB1 und RPGRIP (Tabelle 3). Besonders
atroph war die Fovea bei AIPL1 (110 ym) und TULP1 (131 um; flr OD).

Die auliere Kornerschicht, Outer Nuclear Layer (ONL; messbar bei 28/56), war
durchschnittlich auf 92 ym reduziert (OD).

Zusatzbefunde: 3 Patienten hatten ein zystoides Makuladdem (Gengruppen
CRB1, AIP1, RDH12). 7 Patienten eine epiretinale Gliose (Abb. 19; Gengruppen
CRB1 n=3, CEP290 n=2, RDH12 n=2).

Abb. 19 Optischen Kohdrenztomographie bei Patienten mit Mutationen in LCA-Genen

A: Beispiele fur den Erhalt (weil3e Pfeile) bzw. Verlust von Photorezeptoren: Oben sind die Pho-
torezeptoren erhalten (CABP4_1), in der mittleren Abb. zeigt sich ein kompletter Verlust
(TULP1_4), unten sind foveale Photorezeptorreste sichtbar (RPE65_11).

B: Epiretinale Gliose (CEP290_12 oben, CRB1_07 unten). In der unteren Abb. zeigt sich zusatz-
lich ein Verlust der duReren Netzhautschichten, sowie ein zystoides Makulaédem (Pfeil).

C: Zystoides Makuladdem (schwarze Pfeile; AIPL1_07 oben, RDH12_07 unten).

Fundusautofluoreszenz (FAF): Die Fundusautofluoreszenz war typischerweise

vermindert. Eine genaue Zuordnung zum Genotyp war nicht moglich. Oft zeigte

sich perizentral ein Ring erhodhter Autofluoreszenz. Charakteristisch war bei
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RPE65-Patienten sowie CEP290-Patienten mit homozygoter ¢.2991+1655A>G
Mutation die FAF fehlend.

3.1.5 Typische Beschwerden

Nystagmus: 59 % hatten einen Nystagmus (64/109), 22 % nicht (24/109). Bei 21
Patienten (19 %) fehlte die Angabe. Verhaltnismalig selten war ein Nystagmus
in der RDH12-Gruppe (21 %, 3/14; Tabelle 4). Das teils stark ausgepragte, un-
willklrliche Augenzittern und -rollen der Patienten erschwerte die Untersuchung.
Aufgrund fehlender Fixation konnten OCT-Bilder, Gesichtsfeld, ERG und Fun-

duskopie nicht immer durchgefuhrt oder ausgewertet werden (vgl. Tabelle 3).

Strabismus: 43 % hatten einen Strabismus divergens oder convergens (47/109;
Tabelle 4).

Okulodigitales Phanomen: Bei 5 % (5/109) war ein okulodigitales Phanomen ex-

plizit beschreiben. Beim Rest fehlte die Angabe hierzu (Tabelle 4).

Photophobie, Nachtblindheit und Farbsehstdrung: zeigt Tabelle 4.
68 % (74/109) hatten eine Farbsehstérung, 10 % (11/109) nicht. Bei 24 Patienten

fehlten Angaben zum Farbensehen, davon hatten 14 jedoch einen Visus von 0

(2 nulla lux oder Lichtschein Wahrnehmung). Zahlt man diese hinzu, waren

81 % (88/109) von einer Farbsinnstérung betroffen.

Tabelle 3 Vergleich funktioneller und morphologischer Befunde zwischen den Gengrup-
pen sowie gemittelt liber die Gesamtkohorte.

Dargestellt sind die Anzahl an Patienten (N), Median (m), sowie Mittelwert (M) + Standardabwei-
chung (SD). Bei N=1 konnten M+SD statistisch nicht angegeben werden (Felder markiert
durch * ). Rechtes und linkes Auge sind getrennt dargestellt. Fehlende Fixation bei Nystagmus
fuhrte leider oft dazu, dass bei der OCT-Untersuchung die Fovea nicht getroffen werden konnte
und/oder die Qualitdt der Aufnahme schlecht war. In beiden Féllen konnte die zentrale foveale
Dicke im OCT nicht ausgewertet werden.

OD-= rechtes Auge; OS= linkes Auge; BCVA= bestmoglich korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux
bzw. Lichtwahrnehmung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen; GF= Gesichtsfeld;
Ill4e= gutachtenrelevante Lichtmarke; OCT= Optische Koharenztomographie; CFT= zentrale
foveale Dicke.
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Tabelle 4 Vorkommen assoziierter Erkrankungen in den einzelnen Gengruppen sowie in
der Gesamtkohorte.

N= Anzahl Patienten, - = nicht vorhanden / Angabe fehlend. * = Bei 24 Patienten fehlten Angaben
zum Farbensehen, davon 14 Patienten mit Visus 0. Zahlt man diese 14 dazu, waren 88 Patienten
(81 %) von einer Farbsinnstérung betroffen.

o
4 ) 2 3 ) <
: ¢ 55 ¢ 2 3 § 3 3
) @ =& o 2 2 £ < ®
8 e T c I =] S 2 <) c
Gen N 3 g 28 8 o @ £ 2 ®
z n <0 v T & < 2
(®) x (=] -4 o [
w
N
AIPL1 7 6 2 - 2 1 - 2 4 4
CABP4 2 1 2 - - - - 1 1 2
CEP290 24 18 9 4 11 4 3 13 13 12
CRB1 23 12 9 - 10 1 3 18 15 18
CRX 1 ; ; - - - - - - -
IFT140 1 - - - 1 - R 1 1 .
lQCB1 5 3 3 - 2 - - 4 2 4
LCA5 1 . . - - - - 1 1 -
LRAT 3 3 1 - 1 - - 1 - 1
NMNAT1 2 1 - - - - - - 1 1
RD3 1 1 1 - - - - - 1 1
RDH12 14 3 10 - 9 - - 10 7 11
RPE65 15 12 6 1 7 - - 12 9 11
RPGRIP1 2 2 - - - - - 1 2 2
SPATA7 2 1 1 - 2 - - 2 1 2
TULP1 6 1 - - 1 - - 6 3 5
Gesamt 109 64 47 5 54 6 6 72 63 74*
(N; Haufigkeit) 59% 43% 5% 50% 6% 5,5% 66% 56% 68%*
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Organische Begleiterkrankungen

Auffallend haufig waren Begleiterkrankungen bei Patienten mit CRB7- und

RDH

12-Mutationen. Im Folgenden sind die Begleiterkrankungen (mit relativer

Haufigkeit) nach Gengruppen aufgelistet.

31.7

CRB1 (30 %, 7/23): Schilddrisenerkrankungen (n=3), Tremor der Hande
(n=1), Polydaktylie mit Asthma und erhdhten Pankreasenzymen (n=1),
Hoérminderung (n=1), Enophtalmus (n=1).

RDH12 (29 %, 4/14): Schilddrisenerkrankungen (n=3), respiratorische
Arrhythmie und Knick-SenkftiRe (n=1), Diabetes mellitus (n=1).

TULP1 (33 %, 2/6): reduzierte Lungenfunktion und rezidivierenden Bron-
chitiden (n=1), Skoliose und Korsettbehandlung (n=1).

AIPL1 (29 %, 2/7): Pyelonephritis (n=1), Polyposis nasi (n=1).

IQCB1 (20 %, 1/5): Nieren-Transplantation bei Nierenversagen (n=1).
CEP290 (8 %, 2/24): Mikrophtalmus (n=1), Enophtalmus (n=1).

Symmetrie der Befunde

Die Befunde von rechtem und linkem Auge zeigten eine starke Korrelation (vgl.
Tabelle 5 und Abb. 20).

Tabelle 5 Korrelationen (paarweise) nach Pearson funktioneller und morphologischer Be-
funde zwischen rechtem und linkem Auge der Gesamtkohorte.

BCVA= bestmdglich korrigierter Fernvisus; GF= Gesichtsfeld; Ill4e= gutachtenrelevante Licht-
marke; OCT= Optische Koharenztomographie; CFT= zentrale foveale Dicke.

Korrelation r 5% Ki 95%-KI
BCVA (Snellen) 0,88 0,83 0,92
GF Ill4e (deg?) 0,84 0,76 0,89
OCT CFT (um) 0,80 0,67 0,88
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Abb. 20 Streudiagramme fiir Visus (BCVA, Snellen), Gesichtsfeld (GF, degz) und zentrale
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Die Abbildungen zeigen die Korrelation zwischen rechtem und linken Auge. Die Befunde fiir rech-
tes (OD) und linkes Auge (OS) sind gegeneinander aufgetragen, jeder Punkt stellt einen Patien-

GF OS

ten dar. Farbzuordnung je nach betroffenem Gen.

Im Folgenden werden die Befunde der einzelnen Gengruppen beschrieben, ge-

ordnet nach alphabetischer Reihenfolge.
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3.2 Gengruppen

3.21 AIPL1

7 nicht verwandte Patienten (Alter 10-49 Jahre; 3 weiblich, 4 mannlich) hatten
AIPL1-Mutationen. Diagnosen waren LCA (86 %, 6/7) und RP (14 %, 1/7).

Genetik: Es gab 3 Genotypen und 5 verschiedene AIPL1-Mutationen (Tabelle 6).
Haufigste Mutation war die nonsense Mutation ¢.834G>A, die bei 5 Patientinnen

(71 %, 5/7) homozygot vorlag.

Anamnese: Krankheitsbeginn war meist zur Geburt (71 %, 5/7) (Tabelle 6). In
einer Familie war Konsanguinitat bekannt (AIPL1_5). Nebenbefundlich bestand
bei AIPL1_1 eine Poliposis nasi’ und bei AIPL1_3 seit dem 6. Lebensjahr eine

Pyelonephritis®.

Typische Beschwerden: waren Nystagmus (86 %, 6/7; Tabelle 6), Farbsinnsto-
rung (57 %, 4/7; IQCB1_01 bis -04) sowie Photophobie (40 %, 4/7; IQCB1_02
und -04). Je 29 % hatten Strabismus (2/7) und Nachtblindheit (2/7; IQCB1_01 bis
-04).

Visus, GF, ERG: Der Visus war reduziert (M+SD: 0,04+0,09; m: 0,005 (= Hand-

bewegungen); Spannweite: 0-0,25 (Snellen) fir OD) (Tabelle 6). Das Gesichts-
feld war konzentrisch eingeengt oder erloschen (Abb. 21). Bei AIPL1_6 zeigten
sich regelrechte Aullengrenzen mit mittelperipherem Ringskotom (vgl. GF-
Flache Tabelle 6). Das ERG war meist nicht reproduzierbar (57 %, 4/7), nur die
RP-Patientin zeigte Restanworten (AIPL1_7; Tabelle 6).

VAA: 2 Patienten hatten eine Katarakt entwickelt (29 %; 2/7) und waren bereits

operiert. Ein Patient hatte zusatzlich einen Keratokonus mit Hornhautnarben und

2 Schleimhautvorwdélbung in das Lumen der Nase; kann gehauft bei Ziliendyskinesie auftreten*
® Infektion des Niereninterstitiums und des Nierenkelchsystems*
*Quelle: Pschyrembel.de

54



ERGEBNISSE

pigmentierten Einlagerungen sowie eine bulldse Keratopathie® (14 %, 1/7;
AIPL1_5).

Fundus: Neben typischen Funduszeichen (verengte Gefalle, blasse Papillen,
wenige Pigmentveranderungen) zeigten AIPL1 c.834G>A-Patienten eine PE-
Atrophie im Bereich der Makula (Abb. 21).

OCT: Bei AIPL1 c.834G>A-Patienten war ein vollstandiger Verlust der Photore-
zeptoren, eine foveale Atrophie sowie ein Verlust der inneren Netzhautschichten
sichtbar (Abb. 21). Patient AIPL1_7 ohne c.834G>A-Mutation hatte eine weniger
reduzierte foveale Dicke (Tabelle 6), zentral erhaltene Photorezeptoren und ein
zystoides Makuladdem (Abb. 21).

FAF: lag nicht vor.

Fazit / Interessante Falle:

Ein homozygoter ¢.834G>A-Genotyp schien zum schwersten Phanotyp zu fuh-
ren (Tabelle 6, Abb. 21). Innerhalb dieser Gruppe zeigte sich folgender Verlauf:
je alter die Betroffenen, desto schlechter der (ohnehin eingeschrankte) Visus (Ta-
belle 6). Bei den jlingeren Patienten (10 bzw. 12 Jahre, AIPL1_1 und -2) lag die
Sehkraft noch im Bereich von Handbewegungen/ Fingerzeigen bzw. bei 2-3 %,
bei dem 24-jahrigen Patienten (AIPL1_3) im Bereich von Lichtscheinprojektion

und bei den Uber 40-jahrigen Patienten (AIPL1_4) bei nulla lux.

* Blasen im Hornhautepithel; méglich nach Hornhauttrauma durch Kataraktchirurgie
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Tabelle 6 Klinische und genetische Befunde der AIPL1-Gruppe.

EB= Erkrankungsbeginn, EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12. Lebensmonat);

BCVA= Bestmdglich korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrnehmung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.

OD-= rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, Ill4e: gutachterlich relevante Lichtmarke; OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale
foveale Dicke; ERG= Elektroretinogramm, ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; ¢ = vorhanden, x = nicht vorhan-
den, - = Angabe fehlt / Untersuchung fehlt oder nicht auswertbar.

§ zusatzliche Mutation: ¢.14753C>T p.T4918M heterozygot im USH2A-Gen; der Beitrag dieser zusatzlichen heterozygoten Mutation zum Phanotyp ist
unklar.

- 2] 3

%E AIPL1- Genotyp % § Cova lﬁ:e ercrr é % g é gé

ID 3% 25 FB  (Snellen)  (deg2) (um) ERe & 5 £ 5 32

g 8 Nukleotidsequenz Proteinsequenz 0 oD os oD oD os > | X E P g £
AIPL1_1 10, M c.834G>A/ c.834G>A p.W278* / p.W278* LCA 2 0,005 0,014 - - - 1 (4 X v -
AIPL1_2 12, M c.834G>A/ c.834G>A p.W278* / p.W278* LCA - 0,02 0,03 5510 95 151 1 4 X - X -
AIPL1_3 24, F c.834G>A/ c.834G>A p.W278* / p.W278* LCA 1 0 0 - 94 70 - 4 X - X -
AIPL1_4 48, M c.834G>A/ c.834G>A p.W278* / p.W278* LCA 1 0 0 - - - - v - - 4 -
AIPL1_5 46, F c.834G>A/ c.834G>A p.W278* / p.W278* LCA 1 0 0 - - - 1 (4 v v X -
AIPL1_6 30, M c.34dupG / ¢.238C>T p.V12Gfs*32 / p.R8OW LCA 1 0,03 0,05 10371 - - 1 v X - X -
A":’L1_7§ 49, F ¢.140C>G / ¢.937G>T p.T47R / p.A313S RP - 0,25 0,4 95 140 161 2 - 4 - X -
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AIPL1_2: Visus: 0,02 /0,03; Mutation: AIPL1 c.834G>A/c.834G>A

........

Abb. 21 Klinische und morphologische Befunde der AIPL7-Patienten mit und ohne
c.834G>A Mutation

Bilder von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, optische Koharenztomographie
(OCT). Gezeigt ist das rechte Auge. Bei beiden ist eine konzentrische GF-Einengung deutlich,
bei AIPL1_7 auf < 5° (Testmarke rot=lll14e, blau=V4e). Der Augenhintergrund zeigt pathologische
Veranderungen. Im OCT zeigen sich bei homozygoter ¢.834G>A-Mutation ein Verlust der Pho-
torezeptoren und des Pigmentepithels (AIPL1_2) bzw. foveale Photorezeptorreste und ein zysto-
ides Makuladdem (AIPL1_7).
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3.2.2 CABP4

Zwei nicht verwandte Patienten (Alter 27 und 28 Jahre; 2 mannlich) hatten
CABP4-Mutationen. Beide litten an Kongenitaler stationarer Nachtblindheit
(CSNB) mit reduzierter Sehscharfe, Nachtblindheit und charakteristischen ERG-
Zeichen (negatives ERG). Die Familienanamnese war unauffallig. Den geneti-
schen Befund sowie die eher mild ausgepragten klinischen-morphologischen Be-
funde zeigen Tabelle 7 und Abb. 22.

CABP4_1: Visus: 0,63 /0,63; Mutation: CABP4 ¢.800_801delAG / c.370C>T

Abb. 22 Klinische und morphologische Befunde eines CABP4-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Fundus, Fundusautofluoreszenz (FAF), OCT. Rechtes
Auge. Es liegt ein fiir kongenitale stationare Nachtblindheit typischer, vergleichsweise milder Be-
fund vor. Das GF zeigt fast normale AuRengrenzen, die FAF ist peripher leicht vermindert, Fundus
und OCT sind unauffallig.
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Tabelle 7 Klinische und genetische Befunde der CABP4-Patienten.

EB= Erkrankungsbeginn, GF= Gesichtsfeld, lll4e= gutachtenrelevante Testmarke, OCT= Opti-
sche Koharenztomographie, CFT= Zentrale foveale Dicke, EZ= Ellipsoid Zone, ONL= Outer nu-
clear layer, ERG= Elektroretinogramm, OD=rechtes Auge, OS= linkes Auge, x= nein, v=ja, - =
Angabe/ Untersuchung fehlend.

*Konus= peripapillarer Dehnungsschwund der Aderhaut bei Myopie.

CABP4_1

CABP4_2

Alter (Jahre), Geschlecht
Nukleotidsequenz
Proteinsequenz
Diagnose
EB
BCVA (Snellen) OD/OS

oD

Refraktion
oS

GF lll4e (OD/OS)

OCT CFT (OD/OS)
EZ
ONL

OCT Morphologie

ERG
Nystagmus
Farbsinnstérung
Nachtsehstorung
Photophobie
Strabismus
Okulodigitales Ph.
Katarakt

Keratokonus

Fundus

Fundusautofluoreszenz

28, M
CABP4: c.800_801delAG / c.370C>T
p.E267fs / p.R124C
Kongenitale stationare Nachtblindheit
Kindheit
0,63/0,63
+1,5sph -2,5¢cyl 170°
+1,25sph -1,75¢cyl 175°
12417 deg® / 13125 deg®
AuBengrenzen fast regelrecht
196 um /180 pm
erhalten
89 um /90 um

Unauffallig, Schichten intakt,
Photorezeptoren erhalten

Negatives ERG
X
v
v

X

AN

v
X
Papille vital, randscharf,
positive makulare Reflexe,

Gefale unauffallig
Peripherie unauffallig

Peripher leichte Hypofluoreszenz

27, M
CABP4: c.646C>T / c.646C>T
p.R216* / p.R216*
Kongenitale stationare Nachtblindheit
Geburt (Nystagmus)
0,1/0,1
-9sph -2,75¢cyl 20°
-8sph -2cyl 160°
5278 deg® / 7615 deg’

zentral Relativskotome, Au3engren-
zen konzentrisch eingeschrankt

211 uym / 247 ym
erhalten
96 um /126 um

Unauffallig, Schichten intakt,
Photorezeptoren erhalten

Skotopisch elektronegatives ERG,
photopisch minimale Restantworten

v

R R <X X

AN

X

Papille klein, vital, randscharf,
atropher Konus*, Makula atrophisch.
Gefale etwas verengt
periphere Degenerationen
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3.2.3 CEP290

24 Patienten (Alter 4-72 Jahre; 12 weiblich, 12 mannlich) hatten Mutationen im
CEP290-Gen. Haufigste Diagnosen war LCA (67 %, 16/24), gefolgt von RP (29
%, 7/24) und Zapfen-Dystrophie (4 %, 1/24) (Abb. 23).

Genetik: Insgesamt gab es 16 Genotypen und 19 unterschiedliche CEP290-
Mutationen (Tabelle 8). Auffalig war die Haufigkeit der Mutation
€.2991+1655A>G, die bei 29 % (7/24) aller CEP290-Falle homozygot und bei
50 % (12/24) compound heterozygot vorlag (Abb. 23). Nur funf Patienten wiesen
die Mutation nicht auf. Zweithaufigste Mutation war ¢.5587-1G>C (13 %, 3/24).

CEP290: Diagnoseverteilung CEP290: Vorkommen der Mutation
€.2991+1655A>G

compound
heterozygot

1/24 = andere

5/24

Abb. 23 Klinische Diagnosen und Haufigkeit der Mutation ¢.2991+1655A>G in der CEP290-
Kohorte
LCA= Lebersche kongenitale Amaurose; RP= Retinitis pigmentosa; ZD= Zapfen-Dystrophie.

Anamnese: Krankheitsbeginn war bei 63 % (15/24) zur Geburt und bei 8 % (2/24)
innerhalb des ersten Lebensjahres (Tabelle 8). Ausnahmen waren ein LCA-
Patient (CEP290_15°), sowie 3 RP-Patienten und ein Patient mit Zapfen-Dystro-
phie, die im Kindes- (8 %, 2/24) bzw. Jugendalter (13 %, 3/24) erkrankten. In

keiner Familie war Blutsverwandtschaft bekannt. Es gab zwei Geschwisterpaare.

° CEP290_15: In Zusammenschau der Befunde scheint die Diagnose RP passender.
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Typische Beschwerden waren Nystagmus (75 %, 18/24), Photophobie (54 %,
13/24), Nachtblindheit (54 %, 13/24), Farbsinnstorung (50 %, 12/24) und Strabis-
mus (38 %, 9/24) (Tabelle 8). Ein okulodigitales Phanomen bestand bei 17 %
(4/24).

Visus, GF, ERG: Allgemein zeigten die Patienten ein fortgeschrittenes Krank-

heitsbild mit stark reduziertem Visus (M+SD: 0,13+0,25; m: 0,005 (= Handbewe-

gungen); Spannweite: 0-0,8 (Snellen) fir OD), deutlich eingeschranktem bis nicht
mehr nachweisbarem Gesichtsfeld und nicht reproduzierbaren Antworten im
ERG (Tabelle 8). 33 % (8/24) konnten kein Licht oder nur Lichtschein, und 25 %
(6/24) nur Handbewegungen wahrnehmen (fur OD). Ausnahmen waren drei Pa-
tienten mit Visus 0,8 (Snellen; CEP290_15, -16, -21; Tabelle 8).

VAA: 58 % (14/24) hatten eine Katarakt entwickelt, darunter auch ein 11-jahriger
LCA-Patient (CEP290_10). 17 % (4/24) wiesen einen Keratokonus auf.

Fundus: Funduskopisch zeigten sich typische Zeichen erblicher Netzhauterkran-
kungen, jedoch mit Variabilitat. Die Pigmentierung, vorhanden bei 67 % (16/24),
war nur vereinzelt und zart (Abb. 25). Die Patienten zeigten verschiedene Ma-
kula-Veranderungen. Dazu gehdrten RPE-Veranderungen (50 %, 12/24), ein
stumpfes Erscheinungsbild (38 %, 9/24) und Makula-Atrophie (13 %, 3/24;
CEP290 06, -10, -12). 2 Patienten hatten einen erhaltenen Zentralreflex
(CEP290_13, -15). 6 Patienten, alle mit homozygoter bzw. compound heterozy-
goter ¢.2991+1655A>G-Mutation, hatten vitale Papillen (CEP290_01, -02, -08,
-12, -14, -16).

Weitere Auffalligkeiten waren Drusenpapillen (13 %, 3/24; CEP290_04, -20, -21),
ringférmige PE-Atrophie mit weilllichen Reflexen (8 %, 2/24; CEP290_02, -03),
Pfeffer-und-Salz-Fundus im Aquatorbereich (CEP290_21), Bull’'s eye-Konfigura-
tion (8 %, 2/24; CEP290_23, -24; Abb. 25), Glitzerpunkte (CEP290_23), und
Pflastersteine (CEP290_16; Abb. 25).
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OCT: Im OCT (durchgefuhrt bei 18/24, Qualitat ausreichend zur Befundung bei
10/24) zeigte sich ein ausgepragter Photorezeptorverlust. Bei 70 % der CEP290-
Patienten (7/10) waren zentral noch Photorezeptoren erhalten und die Ellipsoid-
Zone (stark reduziert) messbar (Abb. 24). Die foveale Dicke war reduziert, jedoch
in unterschiedlichem Ausmalf} (103 um - 244 um; Abb. 24, Tabelle 8). Die Dicke
der auBeren Kornerschicht lag zwischen 74 um und 140 pym. 2 Patienten hatten
eine epiretinale Gliose (8 %; CEP290_12, -19; Abb. 25). Es gab kein zystoides

Makulaodem.
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Abb. 24 Optische Kohdrenztomographie Auswertung der CEP290-Gruppe

Dargestellt ist die Verteilungen der zentralen fovealen Dicke (CFT), Breite der Ellipsoid-Zone (EZ)
und Dicke der Outer Nuclear Layer (ONL) fiir das rechte Auge (OD). N= Anzahl an Patienten.
Mittelwerte + Standartabweichung, Median und Spannweite (in pm):

CFT: 177 £ 47,168 (min. 103, max. 244)

EZ: 997 1 548, 741(min. 639, max. 2045)

ONL: 105 £ 27, 103 (min. 74, max. 140)

FAF: In der Autofluoreszenz zeigte sich Variabilitat. Bei Patienten mit homozygo-
ter ¢.2991+1655A>G-Mutation war die Autofluoreszenz fehlend. Bei compound
heterozygoten ¢.2991+1655A>G-Patienten war sie ebenfalls erloschen oder fle-
ckig reduziert mit perizentralem Ring erhohter Autofluoreszenz und nach peripher
fast erloschenem Signal (Abb. 25). Es gab keinen Zusammenhang zwischen Au-

tofluoreszenz und klinischer Diagnose (Abb. 25).
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Fazit / Besondere Falle:

Von der Mutation liel3 sich nicht auf die Diagnose schlie3en. Jedoch schien eine
€.2991+1655A>G Mutation in homozygotem Status am wenigsten gunstig.

Der Phanotyp bei compound heterozygoten ¢.2991+1655A>G-Genotyp war un-
terschiedlich und zeigte ein grofldes Spektrum von schwer (z.B. CEP290_10, -11,
-14, -17) bis vergleichsweise mild. Beispiele von besonders guten Fallen waren
CEP290_12,-15und -16, mit Visus bis 0,8 und vergleichsweise grolien Gesichts-
feldresten durch periphere Inseln (Abb. 11).

Einen auffallend guten Visus bei fast erloschenem Gesichtsfeld hatten die Ge-
schwister mit ¢.2991+1665A>G- / ¢.6964A>T-Mutation (CEP290_20 und -21; Ta-
belle 8). Interessant war, dass trotz gleichen Genotyps die eine Schwester seit
Geburt betroffen und mit LCA diagnostiziert war, die andere erst als Jugendliche

auffallig wurde und RP hatte.

Einen Uberblick liber die genetischen und klinisch-morphologischen Befunde der
Gruppe zeigen Tabelle 8 und Abb. 25.

Tabelle 8 Klinische und genetische Befunde der CEP290-Gruppe.

Die Patienten CEP290_02 und CEP290_03 waren Geschwister, ebenso CEP290_ 20 und
CEP290_21. Patientin CEP290_01 war zu jung um den Visus seitengetrennt zu prifen, der Visus
binokular betrug 0,01. Ein ERG war nicht durchflihrbar bei CEP290_01 und CEP290_09.

EB= Erkrankungsbeginn; BCVA= Best-korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrneh-
mung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.

OD-= rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, Ill4e= gutachterlich relevante Licht-
marke; OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale foveale Dicke; ERG= Elektroreti-
nogramm, ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; = vor-
handen, x= nicht vorhanden, - = Angabe fehlt / Untersuchung fehlt oder nicht auswertbar.

EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12.
Lebensmonat), 3= Kleinkind (Beginn des 2. bis zum vollendeten 3. Lebensjahr (LJ)), 4= Kind
(Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. LJ), 5= Jugendlicher (Beginn des 13. bis zum vollendeten
18. LJ).

*In Zusammenschau der Befunde scheint bei CEP290_15 die Diagnose RP passender.
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= 2] 8
% E CEP290-Genotyp % § Cou |ﬁ4Fe et orr é % g é g é
ID ?f;; ZE § EB (Snellen) (deg2) (um) ERG § ‘E é % 3 g
2 $ . . =) oD os oD oD os 2> X 3 % 3 £
< Nukleotidsequenz Proteinsequenz X o
CEP290_01 | 4, F  c.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C998* / p.C998* LCA 2 - - - - - - vV X v v
CEP290_02 | 6,F ¢.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C998* / p.C998* LCA 1 0,005 0,005 - - - 2 v - - - -
CEP290_03 | 10,F @ ¢.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C998* / p.C998* LCA 1 0,005 0,005 - - - 1 v - - - -
CEP290_04 | 16,F ¢.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C988* / p.C998* RP 1 0,005 0,005 - n.a. n.a. 1 v - - Vv -
CEP290_05 | 35,F ¢.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C998* / p.C998* LCA 1 0 0,2 - - - 1 v v - vV -
CEP290_06 | 54,F ¢.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C988* / p.C998* LCA - 0,05 0,1 3 154 157 1 v v - vV -
CEP290_07 | 57,M = ¢.2991+1655A>G / ¢.2991+1655A>G p.C988* / p.C998* LCA 1 0 0 0 n.a. n.a. - v v Vv - v
CEP290_08 | 8,F €.2991+1655A>G / ¢.1936C>T p.C998* / p.Q646* LCA 1 0 0 0 n.a. n.a. 1 vV X - - -
CEP290_09 | 9, F €2991+1655A>G / ¢.4360C>T p.C998* / p.E1454* LCA 1 0,005 0,005 - n.a. n.a. - v X - - -
CEP290_10 | 11, M €.2991+1655A>G / ¢.3310-1G>C p.C998* / p.? LCA 1 0 0 - n.a. n.a. 1 v v - Vv v
CEP290_11 | 28, M €.2991+1655A>G / c.4882C>T p.C998* / p.Q1628* RP 1 0 0 - - - - v x v - -
CEP290_12 | 28, M €.2991+1655A>G / ¢.5587-1G>C p.C998* / p. ? RP 5 0,25 0,5 2255 150 144 1 - - - - -
CEP290_13 | 28,F €.2991+1665A>G/ ¢.5668G>T p.C998* / p.G1890* LCA 1 0,1 0,2 2 157 157 1 v - - v -
CEP290_14 | 32, M €.2291+1655A>G / ¢.5866G>T p.C998* / p.E1956* LCA 1 0 0 0 - - - Vv v - - -
CEP290_15 | 32, M €.2991+1655A>G / c.7341dupA p.C998* / p.L2448Tfs*8 = LCA* 3/4 0,5 0,8 22 244 219 1 v v - Vv -
CEP290_16 | 33, M €.2991+1655A>G / ¢.5587-1G>C p.C998* / p. ? RP 4 0,8 0,8 4683 223 238 2 x v - - -
CEP290_17 | 39, M €.2991+1655A>G / ¢.3811C>T p.C998* / p.R1271* LCA 1 0 0 0 - - - - vV Vv - -
CEP290_18 | 48,F €.2991+1655A>G / c.255delC p.C998* / p.Q86Nfs*2 LCA 1 0,005 0,005 0 n.a. n.a. 1 v v v Vv v
CEP290_19 | 72, M €.2991+1655A>G / c.4723A>T p.C998* / p.K1575* RP 1 0,005 0,005 - - - - Vv v - - -
CEP290_20 | 28, F €.2991+1665A>G / c.6964A>T p.C988* / p.K2322* LCA 1 0,32 0,63 14 192 207 1 vV X - - -
CEP290_21 | 29,F €.2991+1665A>G / c.6964A>T p.C988* / p.K2322* RP 5 0,8 0,8 44 235 227 1 x v - - -
CEP290_22 | 31, M c.5493delA / ¢.5587-1G>C p.A1832Pfs*19 /p. ? LCA - 0,125 0,16 28 178 175 1 - v - - -
CEP290_23 | 39, M c.4029+1G>A/ c.7048G>A p. ?/p.Q2350 RP 2 0 0 0 130 146 1 v v - vV -
CEP290_24 | 66, M €.289G>T / ¢.5237G>A p.E7*/ p.R1746Q ZD 5 0,05 0,014 5014 103 128 2 X v - -
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Abb. 25 Klinische und morphologische Befunde von CEP290-Patienten mit den Diagnosen
Leberscher kongenitaler Amaurose und Retinitis pigmentosa

LCA-Falle sind im schwarz gerahmter Kasten oben, RP-Falle im schwarz gerahmter Kasten un-
ten. Dargestellt sind Beispiele fir die Genotypen ¢.2991+1655A>G homozygot (links), compound
heterozygot (Mitte), sowie flir andere CEP290-Mutationen (rechts). A= Gesichtsfeld, B=Fundus,
C= Autofluoreszenz, D= OCT.
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3.24 CRB1

23 Patienten (Alter 8-64 Jahre; 14 mannlich, 9 weiblich) hatten Mutationen im
CRB1-Gen. Haufigste Diagnose war RP (69 %, 16/23), gefolgt von LCA (26 %,
6/23) und Zapfen-Stabchen-Dystrophie (4 %, 1/23) (Tabelle 9).

Genetik: Insgesamt lagen 22 verschiedene CRB7-Mutationen vor. Die haufigste
Mutation war ¢.2843G>A (p.C948Y), die bei 5 Patienten, 22 % der CRB1-Falle,
homozygot vorlag (Tabelle 9).

Anamnese: Krankheitsbeginn war bei 56 % (10/23) in der Kindheit, bei 22 %
(4/23) zur Geburt, und bei 17 % (3/23) innerhalb des ersten Lebensjahres (Ta-
belle 9). Es gab vier Geschwisterpaare. In zwei Familien war eine Blutsverwandt-
schaft bekannt (Eltern von CRB1_11 und -12, sowie Eltern von CRB1_20). Ne-
benbefundlich gab es Schilddrisenerkrankungen (13 %, 3/23; CRB1_13, -19, -
23), Tremor der Hande (CRB1_11), Hérminderung (CRB1_22), Polydaktylie mit
Asthma und erhdhten Pankreasenzymen (CRB1_16), und Enophtalmus
(CRB1_14).

Typische Beschwerden: waren Nystagmus (52 %, 12/23) Photophobie (65 %,
15/23), Nachtblindheit (78 %, 18/23), Farbsinnstérung (91 %, 21/23) und Strabis-
mus (39 %, 9/23) (Tabelle 9). Bei keinem Patienten bestand ein okulodigitales

Phanomen.

Visus, GF, ERG: Allgemein zeigten die Patienten ein fortgeschrittenes Krank-
heitsbild (Tabelle 9). Der Visus war reduziert (M+SD: 0,10+0,15; m: 0,014 (= Fin-
ger zahlen); Spannweite: 0-0,5 (Snellen) fur OD). 30 % (7/23) konnten nulla lux

oder nur Lichtschein, 17 % (4/23) nur Handbewegungen wahrnehmen. Jingere

Patienten schienen verhaltnismaRig noch einen besseren Visus zu haben als al-
tere (Tabelle 9). Alle Patienten mit Angaben zur Refraktion (13/23) waren hy-
perop (Spannweite +1,25 bis +10,25).

Das GF war meist deutlich eingeschrankt, mit konzentrischer Einengung von klei-
ner 5° bis 10° (35 %; 8/23). Bei 7 Patienten war kein GF erhalten (CRB1_07, -

67



ERGEBNISSE

08, -09, -10, -15, -18, -19). Zu 4 Patienten mit Visus 0 lag keine GF-Untersuchung
zur Auswertung vor (CRB1_20, -21, -22 und -23). VerhaltnismaRig bessere Falle
waren CRB1_05 und -06, mit konzentrischer Einengung von 10 bis 20° und gro-
Ren Restinseln in der Peripherie (Abb. 28).

Im ERG waren bei 30 % Restantworten (7/23) ableitbar. Bei den Ubrigen waren

keine Antworten reproduzierbar (Tabelle 8).

VAA: 52 % hatten eine Katarakt (12/23) entwickelt, davon war die Halfte der Pa-
tienten bereits operiert worden (6/12). Jingere Falle mit Katarakt waren 16, 20
und 22 Jahre alt (Tabelle 8). Ein Patient (4 %, 1/23) wies einen Keratokonus auf.

Fundus: Auffallend waren neben verengten Gefallen die reichliche Pigmentie-
rung in Form von runden unregelmafigen Pigmentverklumpungen mit Lokalisa-
tion in der mittleren Peripherie und Peripherie, bei einigen sogar am gesamten
Fundus bis in die perimakulare Region reichend (Abb. 27 und 28). Die Pigmen-
tierung nahm Uber die Zeit zu. An makularen Veranderungen zeigten sich:

e Pigmentverschiebungen (CRB1_05, -15, -20)

e RPE-Defekte (CRB1_06, CRB1_09, CRB1_13)

e Hyperpigmentierung (CRB1_12, CRB1_21, CRB1_22)

e Atrophie und Hyperpigmentierung (CRB1_08, CRB1_13, CRB1_19)
Vereinzelt vorkommende Besonderheiten waren Drusen (13 %, 3/24; CRB1_16,
-19 und -21; Abb. 28), zentrale weil3liche Gefalleinscheidungen (13 %, 3/24;
CRB1_04, -07 und -08; Abb. 27), Glitzerpunkte (4 %, 1/23; CRB1_01), und zent-
rale Vernarbung (9 %, 2/23; CRB1_10 und -21).

OCT: Im OCT (durchgefuhrt bei 16/24, Qualitat ausreichend zur Befundung bei
13/24) war eine foveale Netzhautatrophie mit RPE- und Photorezeptorverlust auf-
fallend (CFT Median: 134 um fur OD). Es gab jedoch ein Spektrum von beson-
ders schlimmen Fallen bis hin zu Fallen mit normaler Dicke (CFT 58 um
(CRB1_19) vs. 269 um (CRB1_08)). Ein Zusammenhang zwischen Visus und
CFT war nicht ersichtlich (Tabelle 9).
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Nur bei 13 % der CRB1-Patienten waren foveal Photorezeptoren abgrenzbar
(2/13; CRB1_14 und -16) (vgl. EZ, Abb. 26). Die aul3ere Kornerschicht war nur
bei 3 Patienten erhalten (23 % fur OD) und stark reduziert (ONL, Abb. 26).

2 Patienten hatten eine epiretinale Gliose (8 %, 2/23; CRB1_07, -17). Ein Patient
hatte ein zystoides Makuladédem (4 %, 1/23; CRB1_06).
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Abb. 26 Optische Kohdrenztomographie Auswertung der CRB1-Gruppe.

Dargestellt ist die Verteilungen der zentralen fovealen Dicke (CFT), Breite der Ellipsoid-Zone (EZ)
und Dicke der Outer Nuclear Layer (ONL) fiir das rechte Auge (OD). N= Anzahl an Patienten.
Mittelwerte + Standartabweichung, Median und Spannweite (in pm):

CFT: 146 £ 60, 134 (min.58, max. 269)

EZ: 677 £ 125, 741(min. 588, max. 765)

ONL: 65+ 18, 74 (min. 44, max. 78)

FAF: In der Autofluoreszenz zeigte sich eine grole Variabilitat (Abb. 28).

Fazit / Besondere Falle:

Allgemein zeigte die CRB1-Patienten ein schweres Erkrankungsbild. Es gab ver-
haltnismaRig haufig zusatzliche extra-okulare Erkrankungen (vgl. S. 51).

Interessant sind die LCA-Geschwister (CRB1_01 und -02). Der 8-jahrige Bruder
hat noch einen fur LCA sehr guten Visus (0,2 / 0,6 fir OD/OS), das GF war mit
,nasale Einschrankungen sowie zusatzliche temporal gelegene groliflachige ab-

solute Ausfalle; AuRengrenzen reichen temporal jeweils bis an die Normgrenze

69



ERGEBNISSE

heran® beschrieben. Sein 11-jahriger Bruder hatte bereits einen schlechteren Vi-

sus (0,1) und ein GF mit konzentrische Einengung auf 5°.

Die am haufigsten vorkommende Mutation ¢.2843G>A (homozygot) schien zu
einem schweren Phanotyp zu fuhren (CRB1_06 bis -10). Die erteilten Diagnosen

sowie der angegebene Erkrankungsbeginn waren jedoch unterschiedlich.

Der Nachweis von Photorezeptoren im OCT schien gut mit erhaltenem Visus
bzw. GF Ubereinzustimmen (vgl. Tabelle 9, Abb. 28).

Einen Uberblick liber die genetischen und klinisch-morphologischen Befunde der
CRB1-Gruppe zeigen Tabelle 9 und Abb. 28.

Tabelle 9 Klinische und genetische Befunde der CRB1-Gruppe
Es gab vier Geschwisterpaare: CRB1_01 und CRB1_02, CRB1_03 und CRB1_04, CRB1_07 und
CRB1_08, sowie CRB1_06 und CRB1_09. Ein ERG war bei CRB1_19 nicht durchfihrbar.

EB= Erkrankungsbeginn; BCVA= Best-korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrneh-
mung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.

OD-=rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, |ll4e: gutachterlich relevante Lichtmarke;
OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale foveale Dicke; ERG= Elektroretinogramm,
ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; = vorhanden, x=
nicht vorhanden, - = Angabe fehlt / Untersuchung fehlt oder nicht auswertbar.

EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12.
Lebensmonat), 3= Kleinkind (Beginn des 2. bis zum vollendeten 3. Lebensjahr (LJ)), 4= Kind
(Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. LJ).

§ zusatzliche Mutation: ¢.514G>A p.G172S heterozygot im ABCA4-Gen; der Beitrag dieser zu-
satzlichen heterozygoten Mutation zum Phanotyp ist unklar.
# zusatzliche Mutation: c. 410A>C p.D137A heterozygot im PDE6A-Gen; der Beitrag dieser zu-
satzlichen heterozygoten Mutation zum Phanotyp ist unklar.
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1D %E _E E’ EB (Snellen) (degeZ) (1um) ERG g :ﬁ E :é :g i‘:c"
Z0 Nukleotidsequenz Proteinsequenz ¥a oD 0s oD oD OS z = k] a 3 E
CRB1_01 8, M €.3299T>G / ¢.3331G>T p.1100R / p.E1333* LCA 1 0,2 0,6 - - - 2 v X - v -
CRB1_02 11, M €.3299T>G / ¢.3331G>T p.I100R / p.E1333* LCA 1 0,1 0,1 - 172 179 2 v X - - -
CRB1_03 9, M €.2234C>T / c.2234C>T p.T745M / p.T745M RP 4 0,2 0,2 - - - 2 - X - v -
CRB1_04 14, M €.2234C>T / c.2234C>T p.T745M / p.T745M RP 4 0,2 0,2 - - - 1 - X - v -
CRB1_05 16, M c.1171+2T>G / c.1171+2T>G p.?/p.? RP 2 0,4 0,5 5926,2 125 100 2 X v - - -
CRB1_06 19, M €.2843G>A / c.2843G>A p.C948Y / p.C948Y RP k.A. 0,05 0,25 6015,7 239 304 2 X X - - -
CRB1_07 20, M €.2843G>A / c.2843G>A p.C948Y / p.C948Y LCA k.A. 0,005 0,005 0 82 179 1 - v - - -
CRB1_08 21, M €.2843G>A / c.2843G>A p.C948Y / p.C948Y LCA 1 0,005 0 0 269 - 1 v X - - -
CRB1_09 22, M €.2843G>A/ c.2843G>A p.C948Y / p.C948Y RP 3 0 0 0 134 189 1 v v - v -
CRB1_10 44, F €.2843G>A / c.2843G>A p.C948Y / p.C948Y RP 4 0 0 0 - - 1 v v - - -
CRB1_11 24, M €.2230C>T / c.2230C>T p.R7444* | p.R7444* LCA 2 0,014 0,014 840,11 189 124 1 v X - - -
CRB1_12§ 37, M €.2230C>T / ¢.2230C>T p.R744* | p.R744* RP 4 0,056 0,014 110,99 - - - v X - - -
CRB1_13 26,F c.733delG / ¢.1914G>T p.A245Pfs*57 / p.S638S RP 4 0,5 0,1 2711,3 105 75 2 v - - - -
CRB1_14 26, F c.1483delT / ¢.3934T>A p.W495Gfs*7 / p.C1312S RP 4 0,25 0,16 72,6 138 138 1 v X - - -
CRB1_15 33, M c.1181G>A/c.1181G>A p.C394Y / p.C394Y LCA 2 0,005 0,005 0 - - 1 v v - v -
CRB1_16 34, F c.803_806del / c.2234C>T p.S268Nfs*33 / p.T745M RP 1 0,3 0,4 221,5 161 160 2 X v = v -
CRB1_17# 41, M c.407G>A/c.1465G>T p.C136Y / p.E489* ZSD  k.A. 0,04 0,05 6239 172 179 1 X X - - -
CRB1_18# 47, F c.407G>A/ c.1465G>T p.C136Y / p.E489* RP 4 0,005 0,005 0 - - 1 = v = = S
CRB1_19 47, F €.2308G>A / c.2308G>A p.G770S / p.G770S RP 4 0 0 0 58 62 - X v - v -
CRB1_20 51, F €.2248G>A / ¢.2248G>A p.G750S / p.G750S RP k.A. 0 0 - 132 - - - v - - -
CRB1_21 54, M c.1349G>A/ c.3541T>C p.C450Y / p.C1181R RP k.A. 0 0 - - - 1 v v - v -
CRB1_22 64, F c.506del / ¢.2290C>T p.G169Vfs*37 / p.R764C RP 4 0 0 - 97 - 1 v v - - -
CRB1_23 64, F c.506del / ¢.2290C>T p.G169Vfs*37 / p.R764C RP 4 0 0 - - - - - v - v -
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CRB1_05

CRB1_12

CRB1_19

CRB1_ 22

CRB1_17

Abb. 27 Klinisch-morphologische Befunde der CRB7-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Dargestellt sind bessere Falle, mit groRen GF-Resten und vereinzelt erhaltenen Photorezeptoren
zentral (CRB1_05, -17), und schwere Falle, mit atropher Fovea und nicht-messabrem GF
(CRB1_12, -19). Der Fundus zeigt sich variable, allerdings ist bei allen eine starke Pigmentierung
auffallig. Die Fundusautofluoreszenz ahnelt bei CRB1_05 und -17 einem halbmondférmigen
,Ying und Yang"®, welches gut mit dem GF-Rest zusammenpasst.
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CRB1_08
CRB1_13

Zentrale Gefalleinscheidungen Pigmentverteilung in der Peripherie

Abb. 28 Funduskopische Befunde von CRB17-Patienten
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3.25 CRX

Eine Patientin (Alter 46 Jahre; weiblich) mit Diagnose LCA hatte eine homozy-
gote Mutation im CRX-Gen. Die Mutation war ¢.128G>A (p.R43H). Krankheits-
beginn mit eingeschrankter Sehscharfe war zur Geburt. Es lag eine Konsangui-

nitat vor. Der Bruder war ebenfalls von einer Augenerkrankung betroffen (genaue
Daten fehlten).

Typische Beschwerden: Angaben zu Nystagmus, Photophobie, Nachtblindheit,

Farbsinnstérung, Strabismus und okulodigitalen Phanomen fehlten.

Visus, GF, ERG: Die Sehscharfe lag im Bereich von Lichtscheinwahrnehmung in

allen vier Quadranten. Im Gesichtsfeld waren beidseits fiir die Marke ll14e und

V4e keine AulRengrenzen mehr darstellbar. Es gab keine Angaben zum ERG.

VAA: Der VAA war altersentsprechend reizfrei, regelrecht.

Fundus: Funduskopisch zeigten sich eine blasse, nicht exkavierte Papille, ver-
engte Gefalde, eine homogene trockene Makula, sowie reichliche Pigmentierung
in Form von runden unregelmafligen Pigmentklumpen am gesamten Fundus
(Abb. 29). Am rechten Auge gab es eine Pigmentepithelhyperplasie temporal,

am linken Auge einen kleinen Navus.

OCT, FAF: Fehlte.

Abb. 29 Fundus-Morphologie der CRX-Patientin mit homozygoter c.128G>A Mutation
Linkes Auge. Auffallig sind eine blasse Papille, fadendiinne Gefalie, eine degenerierte Makula,
reichliche Pigmentverklumpungen sowie ein kleiner Navus (Bild rechts oben).
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3.2.6 IFT140

Ein Patient (Alter 76 Jahre; mannlich) mit Diagnose RP hatte Mutationen im
IFT140-Gen. Der Genotyp war c.472C>T / ¢c.1565G>A (p.R158W / p.G522E). Der
Symptombeginn war erst im 60 Lebensjahr. Anamnestisch war ein Bruder eben-

falls von RP betroffen (genaue Daten fehlten).

Typische Beschwerden: Es bestand Nachtblindheit und Blendempfindlichkeit. Es

fehlten Angaben zu Nystagmus, Farbsinnstérung und dem Vorliegen eines

okulodigitalen Phanomens.

Visus, GF, ERG: Der Patient zeigte ein RP-typisches Krankheitsbild mit guter
Sehscharfe (0,8 / 1,0 (Snellen) mit +0,75sph -2,5cyl 57° bzw. +1sph -2cyl 118°

fur OD/OS) und konzentrisch eingeengtem GF mit Ringskotom und zentraler

Restinsel < 5° (Abb. 30). Im ERG waren skotopisch und photpopisch Restant-

worten ableitbar.

VAA: Auffallend war eine Blepharitis sowie eine beginnende Katarakt.

Fundus: Funduskopisch zeigte sich eine ausgepragte RPE-Atrophie mit zentraler

Restinsel (Abb. 30). Es gab keine Knochenkdrperchen.

OCT: Zentral waren die Photorezeptoren sowie die retinalen Schichten erhalten.
Zur Peripherie hin zeigte sich ein Verlust der Photorezeptoren sowie des RPE
(Abb. 30). Dementsprechend war die Ellipsoid Zone auf 1785 ym/ 1740 um re-
duziert, die zentrale fovealen Dicke mit 244 ym/ 233 ym normal und die ONL mit
142 ym/ 135 uym ebenfalls unauffallig (jeweils fir OD/OS).

FAF: Die Autofluoreszenz war zentral unauffallig, nach peripher zeigte sich ein
fleckig erloschenes Signal, umgeben von einem Saum erhdhter Fluoreszenz
(Abb. 29).
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Abb. 30 Klinisch-morphologische Befunde des IFT140-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF) Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Gezeigt ist das linke Auge.

Passend zur Diagnose Retinitis pigmentosa zeigt das GF ein Ringskotom und eine zentrale GF-
Einengung auf <5° (Testmarke rot=lll14e, blau=V4e). Funduskopisch ist eine RPE-Atrophie mit
zentraler Aussparung sichtbar. In der FAF zeigt sich mittelperipher und peripher eine fleckige
Hypofluoreszenz. Im OCT ist eine zentral erhaltene retinale Schichtung bei Verlust nach peripher
sichtbar.
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3.2.7 1QCB1

5 Patientinnen (Alter 10-61 Jahre; 5 weiblich) hatten Mutationen im IQCB17-Gen.
Alle waren von LCA betroffen, bei IQCB1_05 lag die LCA im Rahmen eines Se-

nior-Loken-Syndroms vor (Tabelle 10).

Genetik: Insgesamt gab es 4 verschiedene IQCB7-Mutationen (Tabelle 10). Hau-
figste Mutation war ¢.1558C>T, die bei 3 Patientinnen homozygot vorlag. Diese
Patientinnen waren Schwestern und stammten aus einer nicht konsanguinen Fa-

milie.

Anamnese: Krankheitsbeginn war meist im Sauglings- (20 %, 1/5) bzw. Klein-
kindalter (60 %, 3/5) (Tabelle 10). Patientin IQCB1_05 mit Senior-Loken-Syn-
drom wurde als Kind auffallig und mit 57 Jahren erfolgte eine Nierentransplanta-

tion aufgrund Nierenversagens.

Typische Beschwerden: 60 % (3/5) wiesen einen Nystagmus und einen Strabis-
mus (3/5) auf (Tabelle 10). Weitere Beschwerden waren Nachtblindheit (80 %,
4/5; 1QCB1_01 bis -04), Farbsinnstérung (80 %, 4/5; IQCB1_01 bis -04), und
Photophobie (40 %, 2/5; IQCB1_02 und -04).

Visus, GF, ERG: Der Visus war reduziert (M£SD: 0,23+0,19; m: 0,32; Spann-
weite: 0-0,4 (Snellen) fir OD) (Tabelle 10). Alle waren hyperop. Auffallig war,

dass die Schwestern mit homozygoter ¢.1558C>T-Mutation verhaltnismafig bes-
ser waren als die anderen beiden Patientinnen: Visus 0,25 bis 0,4 (IQCB1_01 bis
-03) im Vergleich zu Lichtscheinprojektion bzw. 0,05 (IQCB1_04 und -05). Bei
allen IQCB1-Patientinnen war das Gesichtsfeld konzentrisch auf 3-5° eingeengt,
ohne periphere Restinseln (Abb. 31). Das ERG war nicht reproduzierbar (Ta-
belle 10).

VAA: IQCB1_04 und -05 hatten eine Katarakt entwickelt (40 %, 2/5) und waren

bereits operiert worden. Die Schwestern mit /QCB17 ¢.1558C>T-Mutation hatten

keine Katarakt, der VAA war reizfrei und regelrecht.
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Fundus: Funduskopisch zeigten sich verengte Gefalen, eine gering ausgepragte
Pigmentierung (IQCB1_02 bis -05), vitale Papillen (IQCB1_01 bis -04) sowie eine
Makula ohne Reflex (IQCB1_01 bis -04). IQCB1_01, die jungste Patientin (14
Jahre), hatte keine Pigmente, aber peripher eine fleckige RPE-Atrophie und in
der mittleren Peripherie plaqueartige Auflagerungen. Bei IQCB1_04 war eine
RPE-Atrophie schon zentral der GefalRbogen beginnend (Abb. 31). Es gab keine

Drusen, Glitzerpunkte, Coat’s oder Gefalineubildungen.

OCT: Bei den drei ¢c.1558C>T-Schwestern (IQCB1_01 bis -03) waren zentral
Photorezeptoren sowie die retinale Schichtung erhalten (Abb. 31), die Ellipsoid-
Zone (EZ) war durchschnittlich 2695 um/ 2483 pm breit, die ONL 129 uym / 122
pm dick (OD/ODS). Die zentrale foveale Dicke war fast normal (232 ym/ 234 pym
(OD/OS); Tabelle 10).

Bei IQCB1_04 waren die aulReren Netzhautschichten zerstért und keine EZ oder
ONL messbar. Die zentrale foveale Dicke war leicht reduziert (219 ym (OD); Ta-
belle 10). Ein OCT fur IQCB1_05 fehlte.

FAF: Es zeigte sich perizentral ein Ring erhéhter Autofluoreszenz (Abb. 31). Bei

IQCB1_04 war analog zum RPE-Verlust das Signal peripher erloschen.
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Tabelle 10 Klinische und genetische Befunde der IQCB7-Gruppe.

Die Patienten IQCB1_01, IQCB1_02 und IQCB1_03 waren Geschwister.

EB= Erkrankungsbeginn; BCVA= Best-korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrnehmung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.
OD-= rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, Ill4e: gutachterlich relevante Lichtmarke; OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale
foveale Dicke; ERG= Elektroretinogramm, ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; ¢ = vorhanden, x= nicht vorhan-
den, - = Angabe / Untersuchung fehlt bzw. nicht auswertbar.

EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12. Lebensmonat), 3= Kleinkind (Beginn des 2. bis zum vollen-
deten 3. Lebensjahr (LJ)), 4= Kind (Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. LJ).

# im Rahmen eines Senior-Loken Syndrom

- ("]

E IQCB1- Genot 0 S o 2

%§ ol % § (o] e OCTC g % g E 5 g

ID S= 25 BB govA e TCFT ere 3 5 3 2 £¢

g 2 , | S5 o "0 | on | op"™os 5 ¢ § g 38

i o Nukleotidsequenz Proteinsequenz X0 = g & S o
1QCB1_01 10, F c.1558C>T / c.1558C>T p.Q520* / p.Q520* LCA 3 0,4 0,32 24 235 236 1 X X - -
IQCB1_02 19, F c.1558C>T / c.1558C>T p.Q520* / p.Q520* LCA 3 0,32 0,25 61 227 231 1 v X - v -
1QCB1_03 21, F c.1558C>T / c.1558C>T p.Q520* / p.Q520* LCA 2 0,4 0,4 6 235 235 1 v X - v -
IQCB1_04 35, F c.424_425del / c.424_425del p.F142Pfs*5 | p.F142Pfs*5 LCA 3 0 0,05 24 219 - 1 X v - - -
1QCB1_05 61, F ¢.1518-1519del / ¢.825-828del = p.H506Qfs*13 / p.R275Sfs*6 = LCA* 4 0,05 0 65 - - - v Vv - v -
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Abb. 31 Klinisch-morphologische Befunde der IQCB17-Patientinnen

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Bei allen zeigt sich eine starke konzentrische GF-Einengung <5°. Die drei Schwestern (IQCB1_01
bis -03) zeigen einen ahnlichen, verhaltnismaRig milderen Phanotyp. Bei IQCB1_04 zeigt sich
funduskopisch eine Pigmentepithelatrophie schon zentral der GefaRbdgen beginnend, die FAF
ist stark reduziert, im OCT sind zentral keine Photorezeptoren abgrenzbar.
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3.2.8 LCAS5

Eine Patientin (Alter 64 Jahre; weiblich) mit Diagnose RP hatten LCAS5-
Mutationen. Der Genotyp war ¢.516_519delAGAA / c.401A>C (p.L172Nfs*3 /
p.L134T). Symptombeginn war im 5. Lebensjahrzehnt mit Gesichtsfeldausfallen,

Lichtphanomen und Nebel. Die Familienanamnese war leer.

Typische Beschwerden: Es bestanden Nachtblindheit und Blendempfindlichkeit.

Das Farbensehen war regelrecht. Es fehlten Angaben zum Vorliegen eines

Nystagmus und eines okulodigitalen Phanomens.

Visus, GF, ERG: Die Patientin zeigte ein RP-typisches Krankheitsbild mit relativ
guter Sehscharfe (0,63 / 0,5 (Snellen) fur OD/OS) sowie im Gesichtsfeld fast re-

gelrechten AulRengrenzen mit Ringskotom und kleiner zentraler Restinsel (Abb.

32). Im ERG waren skotopisch die Amplituden reduziert, die Gipfelzeiten regel-
recht; photpopisch waren die Amplituden reduziert und die Gipfelzeiten verlan-

gert. Im mfERG waren keine Potentiale messbar.

VAA: Die Patientin war nach Katarakt-OP pseudophak und hatte am linken Auge

hintere Synechien.

Fundus: Funduskopisch zeigten sich typische Zeichen (blasse Papillen, enge Ge-
fale, peripher rarefiziertes RPE, fehlender Makulareflex) (Abb. 32). Es gab keine

Knochenkoérperchen. Am linken Auge gab es einen kleinen Navus.

OCT: Die Photorezeptoren waren zentral erhalten. Nach peripher zeigte sich ein
Verlust der aulReren Netzhautschichten (Abb. 32). Die foveale Dicke war redu-
ziert (159 um /199 um), die ONL war reduziert (68 pm / 89 um) und die Ellipsoid-
Zone auf 737 ym / 1187 uym vermindert (jeweils OD/OS).

FAF: Parazentral und mittelperipher zeigte sich eine kleinfleckig-gepunktete Hy-

pofluoreszenz. (Abb. 32).
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Abb. 32 Klinisch-morphologische Befunde der LCA5-Patientin

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Passend zur Diagnose Retinitis pigmentosa zeigt das GF ein Ringskotom mit kleiner zentraler
Restinsel (Testmarke rot=lll4e, grin=I4e). Funduskopisch sind typische Zeichen (blasse Papille,
verengte Gefalle, RPE-Atrophie) sichtbar, Knochenkérperchen fehlen. Die FAF zeigt parazentral
und mittelperipher gepunktete Hypofluoreszenzen. Im OCT ist eine zentral erhaltene retinale
Schichtung bei Verlust nach peripher sichtbar.
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3.29 LRAT

3 Patienten (Alter 38-41 Jahre; 2 weiblich, 1 mannlich) hatten Mutationen im
LRAT-Gen. Diagnosen waren LCA (66 %; 2/3) und RP (33 %; 1/3).

Genetik: Es gab zwei LRAT-Genotypen:
e .449dupG (p.F151Lfs*33) homozygot bei LRAT_1 (41 Jahre; RP)

e ¢.481T>C (p.C161R) homozygot bei LRAT_2 (39 Jahre; LCA) und -3 (38
Jahre; LCA)

Anamnese: Krankheitsbeginn war bei allen in der Kindheit. LRAT _3 wurde mit
Nachtblindheit und GF-Einengung auffallig. Bei LRAT1_1 war bis zum 20. Le-
bensjahr Lesen ohne Hilfsmittel mdglich. LRAT 2 und -3 waren Geschwister aus

einer konsanguinen Familie.

Typische Beschwerden: Alle hatten Nystagmus (3/3). Die restlichen Angaben wa-

ren unvollstandig. Bei LRAT_3 bestanden Nachtblindheit und eine Farbsinnsto-
rung entlang der Tritanachse. LRAT 1 wies einen Strabismus auf. Bei keinem

Patienten bestand ein okulodigitales Phanomen.

Visus, GF, ERG: Visus und GF waren stark eingeschrankt (Tabelle 3 Seite 49),
im ERG zeigten sich keine reproduzierbaren Antworten.
LRAT_1 hatte 1/30 Metervisus (mit +6,5sph bds.), rechts war zentral kein GF

mehr, peripher eine kleine Restinsel erhalten (mit Testmarke V4e) (Abb. 33).

LRAT_2 hatte Lichtscheinwahrnehmung, das GF war rechts auf < 5° konzent-
risch eingeengt, links war kein GF erhalten (Testmarke V4e) (Abb. 33).
LRAT_3 hatte einen Visus von 0,05 / 0,25 (OD/OS; mit +1,75sph bds.), das GF

war konzentrisch auf < 5° eingeengt (Abb. 33).

VAA: LRAT_1 war nach Katarakt-OP pseudophak. Die anderen Patienten zeig-

ten keine Besonderheiten.
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Fundus: Funduskopisch auffallend war - neben den typischen Zeichen - peripher
eine feinfleckige RPE-Atrophie (Abb. 33).

OCT: Die aulieren Netzhautschichten waren nicht abgrenzbar (Abb. 33). Die
foveale Dicke war reduziert (M: 145 ym / 169 ym flr OD/OS). Interessant war,
dass bei LCA_3 im linken Auge mit verhaltnismaRig besseren Visus von 0,25 die

zentrale foveale Dicke normal war (231 pm).

FAF: In der Autofluoreszenz zeigte sich am gesamten Fundus eine fleckige Hy-
pofluoreszenz (Abb. x). Fir LRAT_1 fehlten FAF-Aufnahmen.

90°

Exsmemnche Fusten schas et e o e

LRAT 1

90°

LRAT_2

90°

.jg

LRAT_3

Abb. 33 Klinisch-morphologische Befunde der LRAT-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Auffallend sind jeweils das fehlende bzw. nur mit Testmarke V4e (blau) zentral messbare GF,
eine feinfleckige RPE-Atrophie am Augenhintergrund, eine fleckige Hypofluoreszenz in der FAF
und ein Verlust der aufReren Netzhautschichten im SD-OCT. (FAF und SD-OCT fiir LRAT _1 fehl-
ten
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3.2.10 NMNAT1

2 Patientinnen (Alter 10 und 55 Jahre; 2 weiblich) mit Diagnose LCA hatten Mu-
tationen im NMNAT1-Gen.

Genetik: Es gab drei NMNAT 7-Mutationen und zwei Genotypen:

e C.769G>A/c.629T>C (p.E257K / p.I1210T) bei NMNAT1_1 (55 Jahre)
e C.769G>A/c.253T>C (p.E257K / p.W85R) bei NMNAT1_2 (10 Jahre)

Anamnese: Krankheitsbeginn war zur Geburt (NMNAT_2) bzw. im ersten Le-
bensjahr (NMNAT _1). Im Alter von 4 Jahren war NMNAT _1 erblindet. Die Fami-

lienanamnese war unauffallig.

Typische Beschwerden: Bei NMNAT_2 bestand ein Nystagmus sowie eine Pho-

tophobie und das Farbsehen war gestort. Samtliche Angaben zu NMNAT _1 fehl-

ten.

Visus, GF, ERG: Der Visus war bei beiden Patientinnen auf Lichtscheinwahrneh-

mung reduziert. Das GF war nicht erhalten. Das ERG (nur vorliegend fur
NMNAT _2) war skotopisch erloschen, photopisch zeigten sich Restantworten im
30 Hz-Flicker.

VAA: NMNAT 1 war nach Katarakt-OP aphak. Es gab keinen Keratokonus oder

andere Auffalligkeiten.

Fundus: Funduskopisch zeigten sich neben deutlich verengten Gefalken hoch-
ovale, atrophe Papillen, ausgedehnte kolobomartige Makulanarben. Bei
NMNAT _1 gab es mittelperipher zusatzlich reichlich Pigmente in Form von run-
den unregelmaliigen Pigmentklumpen. Bei NMNAT _2 waren in der Funduspe-
ripherie eine fleckige RPE-Atrophie und wenige feingliedrige Pigmente sichtbar

(Fundusfotografie fehlte).

OCT, FAF: fehlte.
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3.2.11 RD3

Eine Patientin (Alter 20 Jahre; weiblich) mit Diagnose LCA hatte eine homozy-
gote RD3-Mutation. Die Mutation war c¢.112C>T (p.R38%). Die Familie war

konsanguin. Symptombeginn war im ersten Lebensjahr.

Typische Beschwerden: Es bestanden seit dem 3. Monat Nystagmus, Hyperopie,

Photophobie, Farbsinnstérung und Exotropie. Es fehlten Angaben zu Nachtblind-

heit und okulodigitalem Phanomen.

Visus, GF, ERG: Die Patientin zeigte ein LCA-typisches Krankheitsbild mit Seh-

scharfe im Bereich von Lichtscheinwahrnehmung, nicht messbarem Gesichtsfeld

und nicht-reproduzierbaren Antworten im ERG.

VAA: Der VAA war altersentsprechend reizfrei und regelrecht.

Fundus: Funduskopisch zeigten sich typische Zeichen (blasse Papillen, enge Ge-
falke, fehlender Makulareflex, fleckige PE-Atrophie) (Abb. 34). Peripher waren
zahlreiche Knochenkorperchen und in der mittleren Peripherie ein Pfeffer-Salz-

Fundus auffallig.

OCT: Die fovealen Dicke war stark reduziert auf 155 pm bzw. 186 um (OD/OS).

Die auReren Netzhautschichten waren nicht abgrenzbar (Abb. 34).

FAF: Die FAF war erloschen (Abb. 34).
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90°

Abb. 34 Klinisch-morphologische Befunde der RD3-Patientin

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge. Auffallend sind das fehlende GF, ein Pfeffer-Salz-Fun-
dus mit Pigmentepithel-Atrophie, die FAF mit erloschenem Signal und der Verlust der duf3eren
Netzhautschichten im SD-OCT.
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3.2.12 RDH12

14 Patienten (Alter 3-51 Jahre; 6 weiblich, 8 mannlich) hatten Mutationen im
RDH12-Gen. Diagnosen waren RP (71 %, 10/14) und LCA (29 %, 4/14) (Tabelle
11).

Genetik: Es gab 12 verschiedene Genotypen und 12 RDH12-Mutationen. (Ta-
belle 11). Die haufigste Mutation war ¢.806_810del (p.A269Gfs*2) (29 %, 4/14),

die bei 2 Patienten homozygot und bei 2 compound heterozygot vorlag.

Anamnese: Der Krankheitsbeginn war meist innerhalb des ersten Lebensjahres
(36 %, 5/14) oder in der Kindheit (36 %, 5/14; Tabelle 11). Die 14 Patienten der
RDH12-Kohorte stammten aus 14 verschiedenen Familien. In finf Familien (36
%, 5/14) war eine Blutsverwandtschaft bekannt, bei 7 RDH12-Patienten waren

weitere Familienangehdrige von Augenerkrankungen betroffen.

Typische Beschwerden: Typische Beschwerden waren Farbsinnstérung (83 %,
12/14), Nachtblindheit (71 %, 10/14), Photophobie (50 %, 7/14) und Strabismus
(71 %, 10/14). 21 % hatten einen Nystagmus (3/14) (Tabelle 11). Angaben zum

Vorliegen eines okulodigitalen Phanomens fehlten.

Visus, GF, ERG: Der Visus war reduziert (M+SD: 0,11+0,18; m: 0,02; Spann-
weite: 0-0,5 (Snellen) fir OD) (Tabelle 11). Alle Patienten, zu denen Angaben
zur Refraktion vorlagen (RDH12_02 bis -08), waren hyperop. Das Gesichtsfeld

war nicht mehr nachweisbar (36 % (5/14)) oder stark konzentrisch eingeengt. 6
Patienten (43 %) hatten jedoch groRRere periphere Restinseln (Abb. 35).

Das ERG war etwa bei der Halfte der Patienten nicht reproduzierbar (55 %, 6/11),
bei der anderen Halfte waren Restantworten ableitbar (45 %, 5/11; ERG fehlte
bei 3 Patienten) (Tabelle 11).

VAA: 64 % hatten eine Katarakt entwickelt (9/14; Tabelle 11), davon waren 4

Patienten bereits operiert. Ein Keratokonus kam nicht vor.
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Fundus: Der Augenhintergrund zeigte sich variabel. Auffallend bei allen RDH12-
Patienten war - neben den typischen Zeichen (blasse Papillen, verengte Gefalde,
periphere Pigmentepithelatrophie) — eine dichte Pigmentierung in der Peripherie
mit grofden Knochenkdrperchen und teils feingliedrigen Auslaufern (RDH12_01
bis -14; Ausnahme RDH12_03; Abb. 35) sowie unterschiedliche Makula-Veran-
derungen. Dazu zahlten

¢ Makula-Atrophie (RDH12_02)

e Pigmentverschiebungen (RDH12_03, -05, -09 und -14; Abb. 35)

e zentrale PE-Atrophie (RDH12_03, -04 und -12; Abb. 35)

e wie ausgestanzt wirkende narbige Veranderungen mit PE- und Aderhaut-

defekten mit kraftigen Hyperpigmentierungen (RDH12_06).

Der Patient RDH12_04 hatte einen peripapillaren Conus und eine ringférmige
grau-weildliche Pigmentepithelatrophie in der mittleren Peripherie. RDH12_05
zeigte kleine Coats-ahnliche Veranderungen parapapillar. RDH12_13 hatte ei-

nen Retina-Chip. Es gab keine Drusen, Glitzerpunkte, oder Gefalineubildungen.

OCT: Die OCT-Aufnahmen (vorliegend bei 7/14, auswertbar bzw. Qualitat aus-
reichend bei 4/14) zeigten allgemein ein schweres, aber variables Bild. Beispiele:

e RDH12_02 mit LCA hatte eine ausgepragte Makula-Atrophie (Abb. 35),
die CFT lag bei 72 ym / 28 ym (OD/OS), Photorezeptoren waren nicht
abgrenzbar.

e Bei RDH12_07 mit RP und Visus 0,5 waren zentral Photorezeptoren er-
halten, aber insgesamt bestand ein ausgepragter Verlust der Photore-
zeptoren und der RPE-Schicht (CFT: 215 um / 178 um (OD/OS)); weiter-
hin gab es beidseits ein zystoides Makuladdem (Abb. 35).

e Bei RDH12_08 zeigte sich ein asymmetrischer Befund: rechts war die
Fovea atroph (CFT 126 um) und es waren keine Photorezeptoren sicht-
bar (Abb. 35); links waren die fovealen Photorezeptoren gut erhalten und
die zentrale foveale Dicke mit 229 um fast normal. Interessanterweise
war analog der Visus rechts deutlich schlechter als links (0,02 vs. 0,6
(Snellen); Tabelle 11).
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FAF: Die FAF (vorliegend bei 3/14) war variabel. Bei RDH12_02 mit LCA war sie
fast erloschen, nur peripapillar war ein Signal detektierbar (Abb. 35). Bei
RDH12_07 mit RP zeigten sich parazentral bis mittelperipher grof3fleckige Hy-
pofluoreszenzen. Um die grolRen GefalRe war die FAF normal (Abb. 35). Bei
RDH12_08 zeigte sich ubiquitar eine fleckig reduziert FAF mit netzartigen Aus-
laufern (Abb. 35).
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Tabelle 11 Klinische und genetische Befunde der RDH12-Gruppe.

EB= Erkrankungsbeginn; BCVA= Best-korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrnehmung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.
OD-= rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, Ill4e: gutachterlich relevante Lichtmarke; OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale
foveale Dicke; ERG= Elektroretinogramm, ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; ¢ = vorhanden, x= nicht vorhan-
den, - = Angabe fehlt / Untersuchung fehlt oder nicht auswertbar.

EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12. Lebensmonat), 3= Kleinkind (Beginn des 2. bis zum vollen-
deten 3. Lebensjahr (LJ)), 4= Kind (Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. LJ), 5= Jugendlicher (Beginn des 13. bis zum vollendeten 18. LJ)

B z RDH12-Genotyp 'y GF 2z § 3 é g
D ?‘: % é % E BCVA 1l14e OCT CFT ERG g g f‘g g _gl s

§ ? . . S g (Snellen) (deg2) (um) s 8 g g % S

< © Nukleotidsequenz Proteinsequenz oD os oD oD os =z x 9 Z o
RDH12_01 3,M c.451C>G / c.464C>T p.H151D / pT155I RP 2 0,5 0,5 - - - 2 X X - v -
RDH12_02 4, F c.451C>G / c.146C>T p.H151D / p.T49M LCA 2 0,05 0,05 353 72 28 1 - v = v =
RDH12_03 4, M c.464C>T / c.806_810del p.T1551 / p.A269Gfs*2 LCA 2 0,3 0,2 - - - n.a. v X - v -
RDH12_04 5 M ¢.806_810del / ¢c.806_810del p.A269Gfs*2 / p.A269Gfs*2 RP - 0,1 0,1 - - - 2 - X = v =
RDH12_05 | 19, M ¢.806_810del / c.806_810del p.A269fs*270 / p.A269fs*2 LCA 4 0 0,05 - - - 1 v v - v -
RDH12_06 20, F c.806_810del / c.451C>G p.A269Gfs*2 / p.H151D RP 1 0,05 0,1 - - - 2 X v = v =
RDH12_07 | 12, M c.464C>T / c.464C>T p.T1551/ p.T155I RP 4 0,5 0,5 3798 215 178 1 X - - v -
RDH12_08 30, F c.481C>T / c.632C>T p.R161W / p.T211I RP 4 0,02 0,6 6502 126 229 2 X X = v =
RDH12_09 | 31, M Cc.444C>A | c.444C>A p.H148Q / p.H148Q RP 4 0,02 0,02 0 - - 1 - v - - -
RDH12_10 32, F c.379G>T / ¢.379G>T p.G127* | p.G127* RP 4 0,005 0,005 - - - - X v = v =
RDH12_11 32, M ¢.565C>T / ¢.565C>T p.Q189* / p.Q189* LCA 2 0 0,005 0 - - 1 v v - v -
RDH12_12 46, F c.448+1G>C / c.609C>A p. ?/ p.S203R RP 2 0 0 0 - - - - v = = =
RDH12_13 | 50, M c.821T>C/¢c.821T>C p.L274P [ p.L274P RP 5 0 0 0 - - 2 X v - - -
RDH12_14 51, F ¢.599A>C / ¢.599A>C p.Y200S / p.Y200S RP - 0 0 0 - - 1 v = = =
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RDH12_02

RDH12_07

RDH12_08

RDH12_09

RDH12_12

RDH12_14

Abb. 35 Klinisch-morphologische Befunde von RDH12-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Das GF ist konzentrisch eingeschrankt bzw. nicht erhalten (RDH12_12 und -14); einige Patienten
zeigen grole periphere Restinseln (RDH12_07 bis -09) (Testmarke rot=lll4e, blau=V4e,
grin=Il4e). Der Augenhintergrund ist variabel, auffallend bei allen sind jedoch fadendiinne Ge-
falke, blasse Papillen sowie eine starke Pigmentierung in der Peripherie, die teils bis an die Ma-
kula heranreicht (RDH12_08, -14). In der FAF ist kein einheitliches Muster erkennbar. Bei
RDH12_02 zeigt sich ein erloschenes Signal, im OCT ist ein Verlust der Photorezeptor- und Pig-
mentepithelschicht sichtbar. Bei RDH12_07 bestehen perizentral grolifleckige Hypofluoreszen-
zen; im OCT sind die Photorezeptoren teilweise erhalten, es besteht ein zystoides Makulaédem.
Bei RDH12_08 ist die FAF stark vermindert, im OCT gibt es foveale Atrophie mit Verlust der
Photorezeptoren.
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3.2.13 RPE65

15 Patienten (Alter 9-51 Jahre; 10 weiblich, 5 mannlich) hatten Mutationen im
RPEG65-Gen. Die haufigste Diagnose war LCA (80 %, 12/15), gefolgt von RP
(20 %, 3/15) (Tabelle 12).

Genetik: Es gab 13 verschiedene RPE65-Mutationen (Tabelle 12). 10 Patienten
waren homozygote und 5 Patienten compound heterozygote Mutationstrager.
Die haufigste Mutation war c¢.1451G>T (p.G484V), die bei 5 Patienten
(RPEG5_01 bis -05; 33 %, 5/15), alle Mitglieder einer konsanguinen Familie (El-
tern und drei Kinder), homozygot vorlag. Die zweithaufigste Mutation war
c.11+5G>A (p. ?) (20 %, 3/15).

Anamnese: Krankheitsbeginn war bei 47 % zur Geburt (4/15) bzw. im ersten Le-
bensjahr (3/15). Alle Ubrigen Patienten wurden als Kleinkind bzw. im Kindesalter
symptomatisch (Tabelle 12). Die 15 Patienten der RPE65-Kohorte stammten aus

11 Familien. In zwei Familien (13 %, 2/15) war eine Blutsverwandtschaft bekannt.

Typische Beschwerden: waren Nystagmus (80 %, 12/15), Nachtsehstorungen
(80 %, 12/15), Farbsinnstérung (73 %, 11/15), Photophobie (60 %, 9/15), und
Strabismus (40 %, 6/15) (Tabelle 12). Bei einer Patientin fiel im 3. bis 4. Lebens-

monat ein okulodigitales Phanomen auf (7 %, 1/15).

Visus, GF, ERG: Die Patienten zeigten ein schweres Erkrankungsbild mit stark
reduziertem Visus (M+SD: 0,06£0,08; m: 0,02; Spannweite: 0-0,3 (Snellen) fur
OD), eingeschranktem bis fehlendem Gesichtsfeld und nicht reproduzierbarem
ERG (Tabelle 12). Bei 60 % (9/15) war kein GF mehr messbar, bei den Ubrigen

war es auf 5 bis 15° konzentrisch eingeengt (Prifmarke 1ll4e; Abb. 37, Tabelle

12). Die Patienten mit Angaben zur Refraktion (7/15) waren zwischen -0,75sph

und -5,5sph myop (5/7) oder leicht hyperop (2/7; bis +1,5sph).

VAA: 47 % hatten eine Katarakt entwickelt (7/15; Tabelle 12). Es gab keinen

Keratokonus.
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Fundus: Funduskopisch zeigten sich verengte Gefalie, gering ausgepragte Pig-
mente (bzw. keine Pigmente bei RPE65 01 bis -03) und eine generalisierte oder
feinfleckige RPE-Atrophie (Abb. 37). Die Papillen waren vital (6/15), blass (3/15)
oder zeigten, auffallig bei 5 Patienten, eine temporale Blasse (33 %, 5/15). Weiter
gab es Pigmentverschiebungen der Makula (5/15 RPE65_02, -04, -05, -13), atro-
phische Areale der Makula (2/15; RPE65_ 06, -10) bzw. Bull's eye-ahnliche Ma-
kula (RPE65_11) und einen peripapillaren Konus (bei Myopie < - 5sph;
RPEG5_09). Es gab keine Drusen, Glitzerpunkte, Coat’s oder Gefal3neubildun-
gen.

OCT: Im OCT (vorliegend bei 9/15, auswertbar bei 7/9) zeigte sich eine zentrale
Netzhautatrophie mit RPE- und Photorezeptorverlust (Abb. 36 und Abb. 37). Bei
43 % (3/7) war die subfoveale Photorezeptorschicht erhalten, die Gbrigen zeigten
keine oder nur vereinzelte Photorezeptoren (57 %, 4/7). Es gab kein zystoides

Makuladdem und keine epiretinale Gliose.
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Abb. 36 Optische Kohdrenztomographie Auswertung der RPE65-Gruppe

Dargestellt ist die Verteilungen der zentralen fovealen Dicke (CFT), Breite der Ellipsoid-Zone (EZ)
und Dicke der Outer Nuclear Layer (ONL) fiir das rechte Auge (OD). N= Anzahl an Patienten.
Mittelwerte + Standartabweichung, Median und Spannweite (in pm):

CFT: 137 £ 47,125 (min. 77, max. 224)

EZ: 1285

ONL: 83 45 (min. 51, max. 114)
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FAF: Die Autofluoreszenz war erloschen bis fleckig reduziert (Abb. 37).

Fazit / Interessante Falle:

Es zeigte sich ein schweres Krankheitsbild bei allen RPE65-Patienten. Interes-
sant war die konsanguine LCA-Familie mit gleichem Genotyp (RPE65_01 bis -
05). Hier konnte eine Progression des Schweregrades Uber die Zeit bei Visus
und Gesichtsfeld beobachtet werden (vgl. Tabelle 12, Abb. 38). Das jlingste Kind
(11 Jahre) hatte noch eine Sehscharfe von 0,1 und GF von 5 bis 13°. Die alteren
Geschwister (16 bzw. 18 Jahre) waren schlechter (Visus 0,02 bzw. 0,05), mit der
Lichtmarke lll4e waren keine Aullengrenzen messbar. Die Eltern konnten nur

noch Lichtschein wahrnehmen und hatten kein GF mehr.
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Tabelle 12 Klinische und genetische Befunde der RPE65-Gruppe.

RPEG5_01 bis RPE65_05 gehdren zu einer konsanguinen Familie (RPE65_04 und RPE65_05 die Eltern, RPE65_01 bis RPE65_03 die drei Kinder).
EB= Erkrankungsbeginn; BCVA= Bestmoglich korrigierter Visus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrnehmung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.
OD-= rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, Ill4e: gutachterlich relevante Lichtmarke; OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale
foveale Dicke; ERG= Elektroretinogramm, ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; ¢ = vorhanden, x= nicht vorhan-
den, - = Angabe fehlt / Untersuchung fehlt oder nicht auswertbar.

EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12. Lebensmonat), 3= Kleinkind (Beginn des 2. bis zum vollen-
deten 3. Lebensjahr (LJ)), 4= Kind (Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. LJ).

P RPE65-Genotyp - oF s, 8 g $
S8 S8 BCVA lide E & S E &E
° T3 EF ™ (snellen)  (degz) OTCFTM ERG g 5B 5 3 g
‘2" ] Nukleotidsequenz Proteinsequenz %0 oD oS oD z = E & g £
RPE65_01 11, M c.1451G>T / ¢.1451G>T p.G484V / p.G484V LCA 2 0,1 0,16 227 - - 1 v X - v
RPE65_02 16, F c.1451G>T / ¢.1451G>T p.G484V / p.G484V LCA 4 0,02 0,01 0 - - - X X - v o
RPE65_03 18, F c.1451G>T / ¢.1451G>T p.G484V / p.G484V LCA 2 0,05 0,005 0 - - - v X - - -
RPE65_04 39, F c.1451G>T / ¢.1451G>T p.G484V / p.G484V LCA 3 0 0 0 - o o 4 v - - -
RPE65_05 44, M c.1451G>T / c.1451G>T p.G484V / p.G484V LCA 3 0 0 0 - - - 4 v - v -
RPE65_06§ 22, M c.11+45G>A / ¢.130C>T p.? / p.R44* LCA 1 0,01 0,01 438 - - 1 v X - - -
RPE65_07 24, F ¢.11+5G>A / ¢.1102T>C p.?/p.Y368H RP 2 0,12 0,32 726 164 162 1 4 v - v -
RPE65_08 35, F c.1145G>A / c.725+2T>A p.?/p.? LCA 1 0,005 0 0 117 148 1 v X - - -
RPE65_09 22,F €.272G>A / c.825C>G p.R91Q / p.Y275* LCA 1 0,05 0,05 566 224 204 1 4 4 - - -
RPE65_10 30, F €.271C>T / ¢.271C>T p.R91W / p.R91IW LCA 1 0,16 0,025 0 - - 1 v 4 - v -
RPE65_11 32,F ¢.304G>T / ¢.304G>T p.E102* / p.E102* LCA - 0,005 | 0,005 0 - - 1 4 4 - v v
RPE65_12 42, M €.1543C>T / ¢.1543C>T p.R515W / p.R91IW RP 4 0,005 0,014 0 125 145 1 X X - - -
RPE65_13 49, F €.283G>C/ ¢.283G>C p.E95Q / p.E95Q RP 4 0,1 0,05 1862 107 131 1 - X - - -
RPE65_14 51, M ¢.130C>T / ¢.1102T>C p.R44* / p. Y368H LCA 4 0 0 0 77 - 1 v 4 = o o
RPE65_15 9,F ¢.112T>C/ ¢.112T>C p. Y368H / p. Y368H LCA 4 0,3 0,25 34 142 133 1 v X - - -
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Abb. 37 Klinisch-morphologische Befunde von RPE65-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge. Es zeigt sich ein schweres Krankheitsbild. Bei besseren
Fallen ist zentral noch ein GF messbar (RPE65_06, -13, -07, -09, -15), teils mit peripheren Rest-
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inseln (RPE65_13, -07). Der Fundus zeigt sich variabel, mit verengten Gefallen und wenig Pig-
ment. Die FAF ist erloschen. Im OCT sind bei besseren Fallen subfoveal Photorezeptoren erhal-
ten (gut sichtbar bei RPE65_07, -09, -15).

RPE65_01 RPEG5_02 RPEG5_03 RPEG5_04 RPEG5_05

Visus: 0,1 0,02 0,05 0/LS 0/LS

Alter: 11

%66 ———— 18 —————— 39 ———— 44 Jahre

Abb. 38 Befundprogression liber die Zeit bei der konsanguinen RPE65 c.1451G>T-Familie
Von oben nach unten: Funduskopie, Gesichtsfeld (GF), Visus (Snellen), Alter (Jahre). Rechtes
Auge. Der Fundus scheint insgesamt heller/gelblicher, im Bereich der Makula kommt es zu Pig-
mentverschiebungen (RPE65_04, -05). Das GF ist beim jlingsten Kind (RPE65_01) noch mit der
Testmarke lll4e (rot) messbar, bei RPE65_02 noch mit der starkeren Testmarke V4e (blau), bei
RPEG65_03 und den Eltern ist kein GF mehr nachweisbar. Der Visus verschlechtert sich bis auf
Lichtscheinwahrnehmung (LS).
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3.2.14 RPGRIP1

2 Patienten (Alter 23 und 35 Jahre; 2 mannlich) hatten Mutationen im RPGRIP1-
Gen. Diagnosen waren LCA und Zapfen-Stabchen-Dystrophie. Der Krankheits-
beginn war zur Geburt. Die Familienanamnese war unauffallig. Patient
RPGRIP1_1 zeigte LCA-typische Beschwerden mit stark reduziertem Visus, mi-
nimalem Gesichtsfeld, nicht-reproduzierbarem ERG, und Netzhautatrophie im
OCT. Die Befunde von RPGRIP1_2 waren Zapfen-Stabchen-Dystrophie-typisch
und deutlich besser.

Die genetischen sowie die klinischen-morphologischen Befunde zeigen Tabelle
13 und Abb. 39.
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RPGRIP_1

RPGRIP_2

Abb. 39 Klinisch-morphologische Befunde der RPGRIP-Patienten

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Die Befunde von RPGRIP1_1 (schwere GF-Einengung auf 5-10°, funduskopisch blasse Papillen,
verengte Gefalle, PE-Atrophie, FAF mit perizentralem Ring erhdéhter AF, und im OCT Netz-
hautatrophie ohne nachweisbare Photorezeptorschicht) sind deutlich schwerer als von
RPGRIP1_2 (GF-Einengung auf 40°, vitale Papillen, milde Fundusveranderungen, leicht erhéhte
FAF mittelperipher, gut erhaltene Schichten im OCT).
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Tabelle 13 Klinische und genetische Befunde der RPGRIP1-Patienten.
EB= Erkrankungsbeginn, GF= Gesichtsfeld, lll4e= gutachtenrelevante Testmarke, OCT= Opti-

sche Koharenztomographie,

CFT=

Zentrale foveale Dicke,

ERG= Elektroretinogramm,

OD-=rechtes Auge, OS= linkes Auge, x= nein, v= ja, - = Angabe/ Untersuchung fehlend.
AF=Autofluoreszenz, PEV= Pigmentepithelverschiebung.

RPGRIP1_1 RPGRIP1_2
Alter (Jahre), Geschlecht 23, M 35, W
€.2021C>A/c.2021C>A

Nukleotidsequenz
Proteinsequenz
Diagnose
EB
BCVA (Snellen) OD/OS

GF lll4e (OD/OS)

OCT CFT (OD/OS)
OCT Morphologie

ERG

Nystagmus
Farbsinnstérung
Nachtsehstorung

Photophobie
Strabismus
Okulodigitales Ph.
Katarakt
Keratokonus

Fundus

Fundusautofluoreszenz

p.674H / p.674H
LCA
Geburt
0,03 /0,04 Metervisus
136 deg® / 118 deg®
Konz. Einengung auf 5-10°
165 um / -

AuReren Netzhautschichten und RPE atroph,
zentral kleine Restinsel erhalten

Nicht-reproduzierbar

x SN

X
X

Papille blass, Gefalle verengt,
Makula homogen, trocken,
moderate Pigmentierung (runde unregelmafi-
gen Pigmentklumpen in mittlerer Peripherie)

Leicht verminderte AF mit perizentralem Ring
erhohter AF; peripher stark vermindertem
Signal.

del Exon 21/ ¢.2432T>A
p.?/p.L811H
Zapfen-Stabchen-Dystrophie
Geburt
0,05/0,05

6030 deg®/ 6262 deg®
Konz. Einengung auf 40°

223 um /238 ym

Schichten relativ gut erhalten

Stabchenantwort fast im Normbe-
reich, Zapfenantwort nicht messbar

X X X X X x |\ N

Papille vital, tiefe Exkavation,
Makula stumpf,
Peripherie unauffallig, nur milde PEV

Mittelperipher ringférmig leicht
erhdhte AF
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3.2.15 SPATA7

Ein Geschwisterpaar (Schwester 48 Jahre, Bruder 50 Jahre) aus einer konsan-
guinen Familie wies Mutationen im SPATA7-Gen auf. Trotz identischen Geno-
typs (SPATA7 c.1112T>C (p.I371T) homozygot) zeigten beide einen unter-
schiedlichen Phanotyp. Die Schwester mit Diagnose Zapfen-Stabchen-Dystro-
phie war verhaltnismafig milder betroffen als der Bruder mit RP.

Den genetischen Befund sowie die klinischen-morphologischen Befunde zeigen
Tabelle 14 und Abb. 40.
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Abb. 40 Klinisch-morphologische Befunde der SPATA7-Geschwister

Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.

Trotz gleichen Genotyps zeigt sich ein unterschiedlicher Phanotyp. Beim Bruder (SPATA7_1) ist
das GF fast nicht mehr erhalten, am Fundus zeigen sich reichlich Knochenkérperchen, die FAF
ist stark vermindert mit einem parafovealen Ring erhéhter AF, im OCT zeigen sich subfoveal
erhaltene Rezeptoren. Die Schwester (SPATA7_2) scheint milder betroffen, mit grolem GF-Rest,
funduskopisch fehlender Pigmentierung und einer leicht erhéhter AF perizentral. Im OCT zeigt
sich eine Netzhautatrophie, die Schichten sind aber relativ gut erhaltenen.
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Tabelle 14 Klinische und genetische Befunde der SPATA7-Geschwister.

EB= Erkrankungsbeginn, GF= Gesichtsfeld, lll4e= gutachtenrelevante Testmarke, OCT= Opti-
sche Koharenztomographie, CFT= Zentrale foveale Dicke, ERG= Elektroretinogramm,
OD-=rechtes Auge, OS= linkes Auge, x= nein, v= ja, - = Angabe/ Untersuchung fehlend.
AF=Autofluoreszenz.

SPATA7_1 SPATA7_2

Alter (Jahre), Geschlecht 50, M 48, W

Nukleotidsequenz c.11127>C/ ¢c.1112T>C c.11127>C/ ¢c.1112T>C

Proteinsequenz p.1371T / p.1371T p.1371T / p.1371T

Diagnose RP Zapfen-Stabchen-Dystrophie
EB Kindheit Kindheit
BCVA (Snellen) OD/OS 0,2/0,16 0,125/0,125
oD -3,50 sph -0,50 cyl 28° -9,00 sph -2,25 cyl 45°
Refraktion
os -3,00 sph -0,75 cyl 141° -9,00 sph -4,25 cyl 134°

4272 deg?/ 3291 deg®
Konz. Einengung auf 30-40°

2 deg®/ 0 deg®

GF llide (OD/OS) Konz. Einengung auf 2°

OCT CFT (OD/OS) 220 ym /232 ym 154 um/ 143 pm
AuRere Netzhautschichten und RPE atroph,

zentral kleine Restinsel erhalten

Deutliche Netzhautatrophie,

OCT Morphologie Schichten relativ gut erhalten

ERG Nicht-reproduzierbar “Ampltiden. veningerte Giptelzation
Nystagmus X
Farbsinnstérung v
Nachtsehstorung v
Photophobie -
Strabismus -
Okulodigitales Ph. - -
Katarakt v

Keratokonus X X

AN NI U A N

AN

Fundus

Fundusautofluoreszenz

Papille blass, Gefalle verengt,

Makula homogen, trocken, zentrale RPE-

Restinsel, reichliche Pigmentierung,
mittelperipher Knochenkérperchen

Stark verminderte grof¥fleckige AF, zentral

kleine Restinsel mit erhéhter AF

Papille wachsern, peripapillarer Ko-

nus, GefaRe verengt, zentrales RPE

kornig verandert, mittelperipher we-
nige Pigmente und Pflastersteine

Perizentraler Ring leicht erhdhter AF,
leicht reduzierte AF makular
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3.2.16 TULP1

6 Patientinnen (Alter 10-39 Jahre; 2 weiblich, 4 mannlich) hatten Mutationen im
TULP1-Gen. Die haufigste Diagnose war RP (67 %, 4/6), gefolgt von Zapfen-
Stabchen-Dystrophie (33 %, 2/6) (Tabelle 15).

Genetik: Es gab 7 verschiedene TULP1-Mutationen (Tabelle 15). In der Gruppe

waren zwei Geschwisterpaare. Eine Konsanguinitat war nicht bekannt.

Anamnese: Der Krankheitsbeginn war meist in der Kindheit (67 %; 4/6) (Tabelle
15), wobei bei TULP1_01 bis -04 frih eine schlechte Nachtsicht auffiel. Neben-
befundlich waren bei TULP1 01 rezidivierende Bronchitiden sowie eine redu-
zierte Lungenfunktion auffallig. Seine Schwester (TULP1_02) trug aufgrund einer

Skoliose ein Korsett und war in jahrlicher Rehabilitationsbehandlung.

Typische Beschwerden: Alle litten an Nachtblindheit (6/6). 83 % (5/6) hatten eine
Farbsinnstérung, 50 % (3/6) eine Blendempfindlichkeit. Nystagmus und Strabis-
mus kamen nur bei einem Patienten vor (17 %, 1/6; TULP1_06) (Tabelle 15).

Visus, GF, ERG: Der Visus war reduziert (M£SD: 0,25+0,20; m: 0,25; Spann-
weite: 0,05-0,5 (Snellen) fir OD; Tabelle 15). Die Patienten waren zwischen
-0,5sph und -6,25sph myop (Ausnahme: TULP1_04, +0,5/ +0,75sph fur OD/OS).

Das Gesichtsfeld war bei allen konzentrisch eingeengt, wobei es besonders

schlechte Falle mit Einengung auf 3° (TULP1_01 und -06) und bessere Falle mit
Einengung auf 30 bis 60° (TULP1_05) bzw. auf 20 bis 35° (TULP1_03) gab (Abb.
41). Das ERG war nicht reproduzierbar.

VAA: 33 % hatten eine Katarakt entwickelt (2/6), wobei die Patienten zum Unter-
suchungszeitpunkt 16 und 39 Jahre alt waren (Tabelle 15). Es gab keinen

Keratokonus.

Fundus: Funduskopisch zeigten sich moderat verengte Gefalde, eher gering aus-

gepragte Pigmente und vitale (TULP1_01, -02 und -06) oder blasse Papillen
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(TULP1_4 und -6). Auffallig war ein eher dunkel pigmentierter Fundus, der um
die groRen Gefalde jedoch heller grau-weililich erschien (Abb. 41). Es gab keine

Drusen, Glitzerpunkte, Coat’s oder Gefalineubildungen.

OCT: Im OCT (vorliegend bei 5/6) zeigte sich eine Netzhautatrophie und ein Pho-
torezeptorverlust. Die zentrale foveale Dicke war stark reduziert (M+SD: 135+19
pm flr OD). Zentral waren Photorezeptoren erhalten, nur bei TULP1_04 mit
schlechtestem Visus waren diese nicht klar abgrenzbar (Abb. 41). Die Ellipsoid-
Zone (EZ) war durchschnittlich 565 um / 757 um breit, die ONL auf 52 ym / 56
pgm verdinnt (OD/ODS) Tabelle 15).

FAF: Es zeigte sich ein Ring erhdhter Autofluoreszenz. Bei TULP1_01, -02 und-
05 (mit Diagnose RP und besserer Sehscharfe; Tabelle 15) sah dieser Ring ko-

kardenformig aus (zentrifugal: dunkel, hell, dunkel, hell; Abb. 11).

Interessante Falle: Interessant war der rasch progrediente Verlauf der GF-

einengung, der Uber die Zeit bei den Geschwisterpaaren (hier lagen mehrere
Messungen vor) im Kindheits- bzw. Jugendalter beobachtet werden konnte (Abb.
42). Auffallend war weiterhin, dass bei dieser Gruppe der Beginn etwas spater

war.
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Tabelle 15 Klinische und genetische Befunde der TULP1-Gruppe.
Die Patienten TULP1_01 und TULP1_02 waren Geschwister, ebenso TULP1_03 und TULP1_04.

ERGEBNISSE

EB= Erkrankungsbeginn; BCVA= Best-korrigierter Fernvisus: 0 = nulla lux bzw. Lichtwahrnehmung, 0,005 = Handbewegungen, 0,014 = Fingerzahlen.

OD-= rechtes Auge, OS= linkes Auge; GF= Gesichtsfeld, Il14e: gutachterlich relevante Lichtmarke; OCT= Optische Koharenztomographie, CFT= zentrale
foveale Dicke; ERG= Elektroretinogramm, ERG Kategorie: 1= erloschen 2= Restantworten; F= weiblich, M= mannlich; = vorhanden, x= nicht vorhan-

den, - = Angabe fehlt / Untersuchung fehlt oder nicht auswertbar.

EB Kategorie: 1= Geburt, 2= Saugling (Beginn des 29. Lebenstages bis zum vollendeten 12. Lebensmonat), 3= Kleinkind (Beginn des 2. bis zum vollen-
deten 3. Lebensjahr (LJ)), 4= Kind (Beginn des 4. bis zum vollendeten 12. LJ), 5= Jugendlicher (Beginn des 13. bis zum vollendeten 18. LJ), 6= Erwach-

sener (ab Beginn des 19. LJ)

[
= . 2 2

E E TULP1- Genotyp @9 GF é . 3 é s <

D 52 22 BCVA ll4e  OCTCFT 5 & £ & 25

P £¥ (Snellen)  (deg2) (um) 2 = & £ 35

i 8 Nukleotidsequenz Proteinsequenz X oD os ob ob os 3> x 2 & 2 z
o
TULP1_01 | 12, M c.1081C>T / c.1258C>A p.R361* / p.R420S RP - 0,4 0,4 976 150 = 150 X X - -
TULP1_02 | 16,F c.1081C>T / c.1258C>A p.R361* / p.R420S RP 4 0,4 0,4 578 159 = 151 X v - - -
TULP1_03 | 22,F c.1025G>A / c.1496-6C>A p.R342Q/p.? CRD 4 0,1 0,2 1853 117 | 133 X X - - -
TULP1_04 | 29, M c.1025G>A / c.1496-6C>A p.R342Q/p.? CRD 4 005 0,05 261 131 119 X X - - -
TULP1_05 | 10,M €.629C>G/ c.629C>G p.S210* / p.S210* RP 3 0,5 0,5 8677 19 | 119 - X - - -
TULP1_06 | 39, M c.1199G>A / ¢.1268T>C p.R400Q / p.V423A RP 4 0,05 0,08 976 - - v v - v -
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Abb. 41 Klinisch-morphologische Befunde der TULP1-Patienten
Von links nach rechts: Gesichtsfeld (GF), Funduskopie, Autofluoreszenz (FAF), optische Koha-
renztomographie (OCT). Rechtes Auge.
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Abb. 42 Progression der Gesichtsfeldeinengung liber die Zeit bei TULP1_01
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Lebersche kongenitale Amaurose (LCA) ist die friheste und schwerste Form aller
degenerativen Netzhauterkrankungen (Leber, 1869, den Hollander et al., 2008,
Perrault et al., 1999a). Durch eine Funktionsstérung der Photorezeptoren und/
oder des retinalen Pigmentepithels kommen Betroffene haufig bereits mit schwe-
ren Sehbeeintrachtigungen zur Welt oder diese entwickeln sich frah. Mit einer
Haufigkeit von 1 : 50.000 (Stone, 2007, Astuti et al., 2016, Koenekoop, 2004) und
deutschlandweit geschatzt 2000 Betroffenen (ProRetina) gehdrt sie zu den sel-
tenen Erkrankungen. Uber 20 Gene wurden bisher identifiziert, die bei Mutation

die Erkrankung auslésen kdnnen (RetNet, 2017).

Mit der Studie ,Klinische Charakterisierung von Patienten mit Mutationen in LCA-
assoziierten Genen“ wurden erstmals fur Deutschland Daten zur Pravalenz der
LCA-Gene in einer gro3en Kohorte untersucht. Daflr wurden retrospektiv und
prospektiv Daten zum Genotyp der Betroffenen ausgewertet. Weiter wurden erst-
mals detaillierte klinische Daten zum Phanotyp in einer so grof3en Kohorte zu-
sammengetragen und die Daten hierflr retrospektiv, und in der genetischen Sub-

gruppe CEP290 auch prospektiv, erhoben.

Die Gesamtkohorte umfasste 109 Patienten im Alter von 3 bis 73 Jahren. Manner
und Frauen waren gleichermalen reprasentiert. Zu 16 LCA-assoziierten Genen
gab es Betroffene. Die Haufigkeitsverteilung war wie folgt: CEP290 (22 %), CRB1
(21 %), RPE65 (14 %), RDH12 (13 %), AIPL1 (6 %), TULP1 (6 %), IQCB1 (5 %),
sowie vereinzelt zu LRAT, CABP4, NMNAT1, RPGRIP1, SPATA7, CRX, IFT140,
LCAS und RD3 (insgesamt 13 % ausmachend).

Nicht alle Patienten hatten eine LCA (52 %). In der Gesamtkohorte gab es auch
die Diagnosen Retinitis pigmentosa (RP; 40 %), Zapfen-Stabchen-Dystrophie
(ZSD; 5 %), Kongenitale stationare Nachtblindheit (CSNB; 2 %) und Zapfen-Dys-
trophie (ZD; 1 %).
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Innerhalb der klinischen LCA-Falle war die Haufigkeitsverteilung CEP290 (29 %),
RPEG65 (21 %), CRB1 (11 %), AIPL1 (11 %), IQCB1 (9 %), RDH12 (7 %) und
vereinzelt LRAT, NMNAT1, CRX, RD3, RPGRIP1. Die haufigste Mutation war
CP290 c.2991+1655A>G, die bei 33 % aller LCA-Patienten (19/57) und bei 17 %
der Gesamtkohorte vorkam (19/109).

Klinisch zeigte sich allgemein ein fortgeschrittenes Krankheitsbild. Es gab jedoch
auch besonders gute Falle mit Sehscharfe bis 0,8 (Snellen), grolen Gesichtsfel-

dresten und erhaltenen Photorezeptoren in OCT.

Allgemein lie® sich nicht von dem betroffenen Gen auf die Diagnose schliel3en.
Es zeigte sich groRe Heterogenitat und klinische Variabilitdt sowohl zwischen
den, als auch innerhalb der Gengruppen. Ein Erklarungsansatz fur die Variabilitat
im Phanotyp sogar bei gleichem Genotyp sind 1. Altersunterschiede, 2. modifi-

zierende Allele und 3. Umwelteinfliisse.

Auch wenn keine longitudinale Studie durchgefuhrt wurde, konnte mit zunehmen-
dem Alter innerhalb einer Gruppe eine Progredienz der Erkrankung beobachtet

werden. Dies spricht daftir, moglichst fruh zu therapieren.

Klinisch assoziierte Beschwerden wie Nystagmus, okulodigitales Phanomen,
Photophobie oder Katarakt sind haufig, aber unspezifisch und eignen sich somit

nur bedingt fur die Eingrenzung der potentiell ursachlichen Gene.
Fir die Beurteilung des gentherapeutischen Potentials eines Patienten scheint

das Zusammenspiel aus der Genetik, dem Patientenalter und dem OCT, sowie

anderen bildgebenden Verfahren am besten geeignet.
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4.2 Diskussion der Methoden

Genetische Untersuchung

Die molekulargenetische Untersuchung von genetisch bisher nicht aufgeklarten
LCA-Patienten wurde durch die Praxis fur Humangenetik, CeGaT GmbH, durch-
gefuhrt. Das durchgefihrte LCA-Gen-Set (siehe Anhang) umfasste 21 Gene.
Diese Testung ist die zum derzeitigen Stand bestmogliche und sie deckt die hau-
figsten Gene sicherlich ab. Dennoch wachst die Anzahl an LCA-assoziierten Ge-
nen (RetNet, 2017; vgl. Abb. 6 S. 12). 1999 waren 3 Gene bekannt, mit deren
Analyse 27 % der LCA-Patienten geklart werden konnten (Perrault et al., 1999a),
2002 waren mit 6 bekannten Genen bereits etwa die Halfte der LCA-Patienten
l6sbar (Cremers et al., 2002), und 2008 konnten mit 14 zu dem Zeitpunkt bekann-
ten Genen geschatzt 70 % der LCA-Falle geklart werden (den Hollander et al.,
2008). Dies bedeutet, dass Falle, die zum jetzigen Zeitpunkt unklar sind, in der
Zukunft potentiell gelést werden, und die 16 Gene unserer Gesamtkohorte mog-
licherweise nicht das gesamte Spektrum LCA-assoziierter Gene abbilden. Der
Anteil der wichtigsten Gene (CEP290, RPE65 und CRB1) an der Gesamtheit wird

sich dadurch aber voraussichtlich kaum andern.

Klinische Untersuchung

Fir die Beschreibung des Phanotyps wurden retrospektiv und prospektiv Daten
erhoben. Da die Patienten der Gesamtkohorte Uber einen Zeitraum von Uber 20
Jahren in der Augenklinik vorstellig wurden, ergeben sich zwei Schwachen der
retrospektiven Datenerhebung. Erstens waren nicht immer alle Daten verflgbar,
da die ophthalmologische Untersuchung nicht standardisiert ablief, gewisse Un-
tersuchungen (beispielsweise SD-OCT oder Fundusautofluoreszenz) noch nicht
zur Verflgung standen, oder aber nicht alle Informationen (beispielsweise zum
Erkrankungsbeginn, dem Vorliegen eines okulodigitalen Phanomens oder zu
extra-okularen Begleiterkrankungen) erfragt bzw. dokumentiert worden waren.
Die Beschreibung des Phanotyps ist dementsprechend nur so gut und vollstandig

wie die Glte und Vollstandigkeit der zugrundeliegenden Daten. Zweitens haben
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sich im Laufe der Zeit die Untersuchungsgerate und die Datenspeicherung ge-
andert. Deshalb war beim Gesichtsfeld nicht immer eine quantitative Analyse der
Gesichtsfeldfliche mit Testmarke Ill4e in deg? mdglich, sondern teilweise nur
eine qualitative Aussage (beispielsweise Uber die Grol3e der konzentrischen Ein-

engung in Grad).

Eine Problematik der prospektiven Datenerhebung bei der CEP290-Kohorte ist,
dass nur 56 % der Patienten erneut ophthalmologisch untersucht werden konn-
ten. Grund dafur war, dass 11 % nicht kontaktierbar waren und 33 % eine Unter-
suchung aufgrund Zeitmangel, der Anreise an den Untersuchungsort oder man-
gels Interesse an neuen Studien ablehnten. Der Aspekt, dass nicht alle Patienten
an Studien interessiert sind, u.a. auch wenn sie seit Geburt blind sind und dies
akzeptiert haben bzw. keine Veranderung winschen, wurde in der Literatur bis-
her nicht beleuchtet. Die Zahl bzw. der Anteil solcher Patienten ist - moglicher-
weise auch aufgrund eines publication bias - eine Dunkelziffer. Fur die Planung
zukunftiger Studien sollte dies jedoch beachtet werden. Eine Mdglichkeit dies zu
umgehen konnte darin liegen, Betroffene bzw. die Eltern von Betroffenen frih auf
Therapie- und Studienoptionen aufmerksam zu machen, da gerade Eltern haufig

aktiv nach Verbesserungsmadglichkeiten suchen.

Eine weitere Einschrankung liegt in der Subjektivitat mancher Angaben. Be-
troffene konnen sich nicht immer erinnern, wann genau die Erkrankung begann
oder ob ein okulodigitales Phanomen o.a. bestand, und eine Fremdanamnese ist
oft nicht mdglich. In dieser Studie wurde versucht, die Fehlerwahrscheinlichkeit
zu vermindern, indem z. B. beim Erkrankungsbeginn oder bei assoziierten Merk-

malen in Kategorien geordnet wurde.

Statistik

Fir die Studie war nur eine deskriptive Datenanalyse moglich, da die Gruppen
zu klein und zu unterschiedlich gro® waren fir eine interferentielle Statistik bzw.
fur Gruppenvergleiche. Dennoch, angesichts der Seltenheit der Erkrankung und

im Vergleich mit bisher in der Literatur beschriebenen Gruppen (den Hollander et

110



DISKUSSION

al., 2006, Simonelli et al., 2007, Vallespin et al., 2007, Seong et al., 2008, Li et
al., 2009b, Sundaresan et al., 2009, Srilekha et al., 2015, Jacobson et al., 2016,
Perrault et al., 2007, Astuti et al., 2016), stellt unsere Kohorte mit 109 Patienten
und 57 LCA-Fallen eine der gréfdten dar und die gewonnenen Erkenntnisse sind

von hohem Wert.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

In Bezug auf die Ergebnisse fallt die Schwierigkeit der Erstellung eines Gruppen-
kollektivs auf. Einerseits gab es 109 Patienten mit Mutationen in LCA-
assoziierten Genen. Andererseits hatten nur 57 Patienten die klinische Diagnose
LCA. Die von den behandelnden Arzten gestellte Diagnose wurde jeweils (iber-
nommen.

Ein Problem liegt in der klinischen und genetischen Heterogenitat (Wang et al.,
2016b) und dem Fehlen einer klaren Definition von LCA. Eine haufig zitierte Klas-
sifikation von Foxman unterscheidet in unkomplizierte und komplizierte LCA so-
wie juvenile und Early-onset RP (Foxman et al., 1985). Hauptunterscheidungs-
kriterien sind der Erkrankungsbeginn und das ERG. Doch auch diese Kriterien
sind nicht eindeutig: Erkrankungsbeginn bei der unkomplizierten LCA ist vor dem
6. Lebensmonat, bei komplizierter LCA ist dieser ,schwierig festzulegen®; das
ERG ist bei unkomplizierter LCA ,erloschen®, bei komplizierter LCA ,erloschen‘
oder aber mit ,Restantworten” (Foxman et al., 1985). Andere legen als Kriterium
den Symptombeginn im Laufe des ersten Lebensjahres fest (Cremers et al.,
2002, den Hollander et al., 2008) oder nennen keine genauen Einschluss- bzw.
Diagnosekriterien. Der Erkrankungsbeginn selbst ist jedoch, wie bereits oben dis-
kutiert, oft schwierig zu determinieren und das ERG kann auch bei anderen Netz-
hauterkrankungen (im Verlauf) nicht-reproduzierbar sein - was sich auch in un-
serer Kohorte zeigte. Eine klinische Diagnose zu stellen bleibt schwierig. Unsere
Ergebnisse unterstreichen, dass es sinnvoll ist, LCA und RP, die sich klinisch
uberlappen, als ein Kontinuum von Phanotypen anzusehen (Mackay et al., 2013,
Astuti et al., 2016).

Foxman’s Klassifikation stammt aus dem Jahr 1985 und bericksichtigt nicht den

genetischen Hintergrund. Das erste LCA-assoziierte Gen wurde 1995 kartiert
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(Camuzat et al., 1995). Aber auch wenn die Genetik klar ist, ist nicht alles gelost,
denn fast alle LCA-assoziierten Gene, die fur diese Studie abgefragt wurden,
konnen auch andere erbliche Netzhauterkrankungen auslosen (RetNet, 2017;
vgl. Tabelle 1 S. 22).

Angesichts der klinischen und genetischen Heterogenitat (Wang et al., 2016b)
kann es als Starke unserer Studie angesehen werden, dass sowohl die klinische
Diagnose LCA als auch LCA-assoziierte Gene berlcksichtigt wurden. Unsere
Kohorte mit 16 Gengruppen und den Diagnosen LCA (52 %), RP (40 %), ZSD (5
%), CSNB (2 %) und ZD (1 %) deckt somit das gesamte mogliche Spektrum ab.

Pravalenz LCA-assoziierter Gene

Unsere Studie zeigt, dass CEP290, RPE65 und CRB1 die wichtigsten LCA-
assoziierten Gene in Deutschland sind. lhre Pravalenz lag bei 22 bzw. 29 %
(CEP290), 14 bzw. 21 % (RPEG65) und 21 bzw. 11 % (CRB1) (jeweils fur die

Gesamtkohorte bzw. innerhalb der LCA-Falle). Dies ist besonders fur zukinftige

Gentherapien relevant. Eine RPE65-Gentherapie wurde im Dezember 2017 zu-
gelassen (sparktx.com Homepage, 2017) und hat in Studien vielversprechende
Ergebnisse erzielt (Maguire et al., 2008, Simonelli et al., 2010, Jacobson et al.,
2015, Bennett et al., 2016). Eine CEP290-Gentherapie wird in Studien gepruft
(NCT03140969) (Burnight et al., 2014, Ruan et al., 2017). Ein grol3er Teil unserer
Population eignet sich vom genetischen Hintergrund fur diese Therapien und

kann moglicherweise/hoffentlich in Zukunft davon profitieren.

Befundsymmetrie

Die Befunde von rechtem und linkem Auge zeigten, wie bei erblichen Netzhau-
terkrankungen zu erwarten, eine starke Korrelation. Die Information bestatigt,

dass fur kunftige Therapien ein Auge als Kontrollauge genutzt werden kann.

Typische Beschwerden
Nystagmus (59 %), Strabismus (43 %), Photophobie (56 %), Nachtblindheit (66

%), Farbsehstérungen (68 %) und Katarakt (50 %) kamen insgesamt haufig vor.

Keratokonus (6 %) und okulodigitales Phanomen (5 %) gelten auch als typisch
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bei LCA (den Hollander et al., 2008), waren jedoch deutlich seltener. Unsere Be-
funde zeigen, dass die meisten der aufgeflihrten Beschwerden zwar sensitiv,
aber wenig spezifisch sind. Sie eignen sich nicht fir die eindeutige Unterschei-

dung zwischen den LCA-assoziierten Genen.

4.3.1 Genkohorten

AIPL1

AIPL1 (Gene ID 23746, OMIM 604392) liegt auf Chromosom 17p13.2 und kodiert
ein Protein, das flr die Phototransduktion und die Photorezeptorentwicklung
wichtig ist (van der Spuy et al., 2002). Mutationen dieses Gens bewirken meist
eine schwere Form der LCA (den Hollander et al., 2008).

6 % der Gesamtkohorte bzw. 11 % der LCA-Patienten hatten Mutationen in
AIPL1. Diese Pravalenz ist ahnlich bzw. etwas hoher als die zuvor in grof3en Ko-
horten publizierte Haufigkeiten von 2 bis 7 % (Tan et al., 2012, den Hollander et
al., 2008, Sohocki et al., 2000). Haufigste Mutation war die nonsense Mutation
c.834G>A (p.W278%). Sie fuhrte zum schwersten Phanotyp, mit komplettem Pho-
torezeptorverlust im OCT und Sehscharfe meist im Bereich nulla lux bzw. Licht-
scheinwahrnehmung.

c.834G>A ist als haufigste AIPL1-Mutation bekannt (Testa et al., 2011, Tan et
al., 2012, Dharmaraj et al., 2004, Jacobson et al., 2011). Der schwere Phanotyp
erklart sich dadurch, dass ¢.834G>A zu einem vollstandigen Funktionsverlust
des Proteins fuhrt (van der Spuy und Cheetham, 2004) und passt gut zu bisher
beschriebenen Fallen (Jacobson et al., 2011, Tan et al., 2012, Pasadhika et al.,
2010, Dharmaraj et al., 2004). Es gab bei AIPL1 extra-okulare Auffalligkeiten:
Poliposis nasi (bei AIPL1_1) und Pyelonephritis ab dem 6. Lebensjahr (bei
AIPL1_3). Ob diese Auffalligkeiten in direktem Zusammenhang mit A/IPL1 stehen
ist fraglich, denn A/PL1 wird fast ausschlie3lich in der Netzhaut exprimiert (pro-
teinatlas.org, 2017). Eine Proteinexpression in der Niere, der Nase oder den Si-
nus ist nicht bekannt.

Es gab eine Befundprogredienz in Bezug auf Visus und fovealer Atrophie im OCT

in der Gruppe (Spanne 10 — 46 Jahre). Dies spricht dafur, bei AIPL1 mdglichst
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frihzeitig mit einer (Gen)Therapie zu beginnen, um noch vorhandene Sehfunkti-
onen zu erhalten bzw. zu schitzen.

Die AIPL1-Mutationen ¢.34dupG (p.V12Gfs*32) und ¢.238C>T (p.R80W), die bei
Patient AIPL1_6 vorlagen, wurden nach unserem Kenntnisstand in der Literatur
bisher nicht beschrieben. Der 30-jahrige Patient war seit Geburt betroffen, hatte
LCA mit Nystagmus und nicht-reproduzierbarem ERG. Im Vergleich zu den an-
deren hatte er - mit Sehscharfe von 0,03 / 0,05 und erhaltenen GF-resten - einen
etwas besseren A/PL1-Phanotyp.

Die Mutationen von AIPL1_7, ¢.140C>G (p.T47R) und c.937G>T (p.A313S), wur-
den bereits bei Patienten mit LCA beschrieben (Coppieters et al., 2012) und wer-
den von Vorhersageprogrammen als pathogen (c.140C>G) bzw. als Polymor-
phismus (c.937G>T) eingestuft. Eine Genotyp-Phanotyp-Beschreibung fehlte
bislang. Die Patientin zeigte mit 49 Jahren ein RP-typisches Krankheitsbild mit
erhaltene Sehscharfe (0,25 / 0,4), konzentrisch stark eingeengtem GF, Restant-
worten im ERG und Katarakt. Im OCT waren zentral Photorezeptoren erhalten
und die foveale Dicke war weniger reduziert (140/161um fur OD/OS) als sonst
bei AIPL1-Patienten typisch (40-120um (Jacobson et al., 2011). Da die Eltern
nicht untersucht wurden und da der Phanotyp erheblich besser ist als die sonst
Beschriebenen, sind flr eine abschlieRende Einschatzung der Pathogenitat die-

ser Veranderungen im AIPL1-Gen weitere Studien nétig.

CABP4

CABP4 (Gene ID 64802, OMIM 608700) liegt auf Chromosom 11g13.1 und ko-
diert ein Calcium-bindendes Protein, welches in den Photorezeptoren exprimiert
wird und fur die Zell-SignalUbertragung wichtig ist (Haeseleer et al., 2004). Muta-
tionen flhren zu autosomal rezessiver kongenitaler stationarer Nachtblindheit
(CSNB) (Zeitz et al., 2006) oder LCA (Aldahmesh et al., 2010). Unsere zwei
CABP4 Patienten zeigten ein CSNB-typisches Krankheitsbild mit reduzierter
Sehscharfe, Nachtblindheit und charakteristischen ERG Zeichen (negatives
ERG).

Der Genotyp von CABP4_1, ¢.800_801delAG (p.E267fs) / c.370C>T (p.R124C),

wurde bereits zuvor bei einem CSNB Patienten beschrieben (Zeitz et al., 2006).
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Wir erganzen den Phanotyp um eine interessanterweise stark reduzierte foveale
Dicke im OCT (89 um) bei erhaltenen retinalen Schichten, Katarakt und Strabis-
mus.

2017 wurde die erste Studie zu OCT-Befunden bei CABP4 publiziert. Bei den 5
untersuchten CSNB-Patienten zeigte sich eine weniger reduzierte foveale Dicke
(175- 212 ym) und eine unauffallige FAF (Schatz et al., 2017). Die FAF war auch
bei uns unauffallig. Wir zeigen zusatzlich, dass auch bei stark reduzierter fovealer
Dicke an CABP4 gedacht werden muss.

Der homozygote ¢.646C>T (p.R216X) Genotyp von CABP4_2 wurde bereits bei
einem Geschwisterpaar beschrieben, das unter reduzierter Sehscharfe, Photo-
phobie, Hyperopie (+4.5 bzw. +5.5) und Farbenfehlsichtigkeit litt. Bemerkenswer-
terweise beschrieben sie keine Nachtblindheit und die skotopischen Antworten
im ERG waren normal bzw. subnormal (Littinket al. 2009). Wir erganzen den
Phanotyp um ein skotopisch elektronegatives ERG. Weiter war unser Patient, im
Gegensatz zu den Beschriebenen, stark myop (-8 bzw. -9), hatte ein unauffalliges
OCT, und begleitend Katarakt und Strabismus. Wir erganzen den Phanotyp und
erweitern die phanotypische Variabilitat bei CAPB4.

CEP290

CEP290 (Gene ID 80184, OMIM 610142) liegt auf Chromosom 12921.32 und
kodiert ein ziliares Protein, das fir den Zilienaufbau und -transport wichtig ist
(Coppieters et al., 2010c, Andersen et al., 2003) und in Photorezeptoren, aber
auch verschiedenen anderen Geweben (wie Niere, Lunge, Schilddriise und dem
Nervensystem) exprimiert wird (den Hollander et al., 2006, Papon et al., 2010).
Folglich reicht sein phanotypisches Spektrum von isolierter Sehbeeintrachtigung
bis hin zu Syndromen (Sayer et al., 2006, Valente et al., 2006, Baala et al., 2007,
Brancati et al., 2007, Leitch et al., 2008).

CEP290 Mutationen verursachen, je nach Population, 5 bis 22 % der LCA-Falle
(den Hollander et al., 2006, den Hollander et al., 2008, Yzer et al., 2012). Auffal-
lend sind geographische Unterschiede: mit 15 bis 30 % gilt es als das am hau-

figsten mutierte Gen in Nordeuropa (den Hollander et al., 2006, Perrault et al.,
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2007, Coppieters et al., 2010a). In Stdeuropa und Asien ist die Pravalenz deut-
lich geringer (Simonelli et al., 2007, Vallespin et al., 2007, Seong et al., 2008,
Sundaresan et al., 2009, Li et al., 2009b, McKibbin et al., 2010). Eine kirzlich
erschienene Studie zeigt jedoch, dass in Danemark die Verteilung eher der sud-
indischen gleicht (Astuti et al., 2016). Dies verdeutlicht, dass auch in vorwiegend
kaukasischer Bevolkerung nicht pauschalisiert werden kann.

In unserer Kohorte war CEP290 das haufigste Gen. Es war bei 22 % in der Ge-
samtkohorte bzw. 29 % der LCA-Falle ursachlich. Unser Befund passt zu der
beschriebenen Haufigkeit in Nordeuropa (den Hollander et al., 2006, Perrault et
al., 2007, Coppieters et al., 2010a). Dies zeigt, dass von einer Gentherapie fur
CEP290 potentiell die meisten LCA-Patienten in Deutschland bzw. Nordeuropa

profitieren wirden.

Bei den 24 CEP290-Patienten gab es 19 unterschiedliche CEP290-Mutationen.
Bei so vielen Mutationen ist eine einheitliche Beschreibung des Phanotyps fast
unmoglich. Die haufigste Mutation war ¢.2991+1655A>G. Sie kam bei 79 % der
CEP290-Patienten vor. Davon waren 50 % compound heterozygot und 29 % so-
gar homozygot.

€.2991+1655A>G (p.C998*) ist eine bekannte tiefe intronische Spleilimutation,
die zu einem gekurzten Protein fuhrt. Sie ist die haufigste LCA-assoziierte
CEP290-Mutation (den Hollander et al., 2006, Brancati et al., 2007, Perrault et
al., 2007, Yzer et al., 2012, Boye, 2016). Da wir die Mutation bei 25 % aller LCA-
Falle (14/57) detektieren konnten, deckt sich unser Befund mit der Literatur.

Die zweithaufigste Mutation war ¢.5587-1G>C, eine ebenfalls bekannte LCA-
assoziierte Spleillmutation (Perrault et al., 2007), die bei 13 % der CEP290-
Patienten vorlag. Dies ist kongruent mit zuvor publizierten Haufigkeiten von 11 %
(Yzer et al., 2012) bis 16 % (Perrault et al., 2007). Alle Gbrigen Mutationen kamen
nur vereinzelt vor und scheinen weniger wichtig.

Perrault et al. empfahlen 2007 eine Screeningstrategie flr folgende drei CEP290-
Mutationen: ¢.2991+1655A>G, ¢.5587-1G>C und c.4723A>T (Perrault et al.,

2007). Wahrend die ersten beiden Mutationen auch bei uns die haufigsten waren,
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kam c.4723A>T nicht vor. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die effektivste Scree-
ningstrategie in Deutschland fur CEP290 eine Suche nach den Mutationen
2991+1655A>G und ¢.5587-1G>C ware.

Aufgrund der groRen CEP290-Kohorte mit Patienten unterschiedlichen Alters
konnten wir verschiedene Stadien beurteilen. Allgemein zeigte sich ein schwerer
Phanotyp. Es gab aber eine leichte Variabilitat sowohl zwischen Mutationsgrup-
pen, als auch bei gleicher Mutation. 33 % der Patienten konnten nulla lux oder
nur Lichtschein und 25 % maximal Handbewegungen wahrnehmen, die besten
Falle hatten aber eine Sehscharfe von 0,8. Rein vom betroffenen Gen CEP290
lasst sich also nicht auf den Phanotyp schlieRen. Der Ausdruck ,CEP290 - ein
Gen mit vielen Gesichtern“ (Coppieters et al., 2010c) bestatigt sich in unserer
Kohorte.

Den schwersten Phanotyp hatten Patienten mit homozygoter ¢.2991+1655A>G-
Mutation. Dies steht im Gegensatz zur Uberlegung von den Hollander et al., dass
Patienten mit homozygoter ¢.2991+1655A>G-Mutation aufgrund einer moglichen
Proteinrestfunktion einen besseren Phanotyp haben kdnnten als compound he-
terozygoten Falle (den Hollander et al., 2006), passt jedoch zu neueren Studien-
ergebnisse von Yzer, den Hollander et al., in denen compound heterozygote
€.2991+1655A>G-Trager den besten Visus zeigten (Yzer et al., 2012). In unserer
Kohorte gab es unter den compound heterozygoten ¢.2991+1655A>G-Tragern
schlechte, aber auch Uberraschend gute Falle (meist mit Diagnose RP). Ein
Grund dafur kénnte sein, dass Varianten in anderen Genen, z.B. AHI1, den Pha-
notyp moglicherweise modifizieren (Coppieters et al., 2010b). Die Genotyp-Pha-
notyp-Vorhersagegenauigkeit ware dadurch komplizierter als ohnehin angenom-
men, und vom Ausmal einer ,Gesamtstérung“ abhangig (Yzer et al., 2012).
RP-Falle mit CEP290 waren generell besser als LCA-Falle, aber in hdherem Alter

zeigten Betroffene mit RP ebenso schlechte Befunde.
Eine einheitliche funduskopische Beschreibung fur CEP290 gibt es nicht. Es fan-

den sich bei uns aber funduskopische Besonderheiten, die Hinweise auf das Gen

geben kdnnten. Dazu zahlen Drusenpapillen, eine Bull's eye-Konfiguration sowie
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ein Pfeffer-und-Salz-Fundus. Sie wurden auch in anderen Studien beschrieben
(Pasadhika et al., 2010, Perrault et al., 2007, Yzer et al., 2012). Auffallig war
weiter, dass es — auch bei RP-Fallen- fast keine Pigmente gab und die Pigmen-
tierung, wenn vorhanden, nur sehr zart war. Diese Beobachtung wurde auch bei
anderen CEP290-Gruppen gemacht (Yzer et al., 2012) und hilft deshalb mdg-
licherweise dabei, klinisch einzuschatzen, welches Gen bei einem Patienten
krankheitsursachlich in Frage kommt.

Coat’s-ahnliche Veranderungen, die bei homozygoter ¢.2991+1655A>G Muta-
tion als neue Auffalligkeiten beschrieben wurden, fanden sich in unserer Kohorte
nicht (Yzer et al., 2012).

17 % hatten einen Keratokonus und 58 % hatten eine Katarakt. Interessant war
ein homozygoter ¢.2991+1655A>G-LCA-Patient, der mit 11 Jahren bereits aphak
war (CEP290_10). Ein Erklarungsversuch dafur, dass Katarakte haufig bei LCA
entstehen, ist die Kombination aus Genetik, toxischen Faktoren und Umweltfak-
toren (den Hollander et al., 2008).

Spannend war, dass wir bei homozygoten und auch compound heterozygoten
€.2991+1655A>G-Patienten eine erloschene FAF finden konnten. Dies wurde
unseres Wissens in der Literatur bisher nur fir RPE65 (Lorenz et al., 2004) und
noch nicht fur CEP290 beschrieben.

Im OCT waren bei allen Patienten mit OCT-Befund zentral noch Photorezeptoren
erhalten, wenn auch teilweise nur vereinzelt. Eine Ellipsoid-Zone (EZ-line) konnte
aber nur bei 70 % klar abgegrenzt werden. Diese Befunde legen nahe, dass
CEP290-Patienten verschiedenen Alters fur zuklnftige Gentherapien geeignet
sind. Es wird sich zeigen, ob Patienten, bei denen die EZ-line deutlich abgrenzbar
bzw. grofRer ist, mehr profitieren, als solche, bei denen nur vereinzelt Rezeptoren
erhalten sind, und ob dies als moglicher Parameter flr den Therapieverlauf ge-
eignet ist.

Perrault beschrieb einen Zapfen-Stabchen-betonten CEP290-LCA-Phanotyp, mit
Sehscharfe < 0,05, Photophobie, hoher Hyperopie und einem Pfeffer-und-Salz-
Fundus sowie Makuladegeneration (Perrault et al., 2007). Auch Coppieters
zeigte ein Zapfen-Stabchen-betontes Krankheitsbild, mit progredienten Fundus-

veranderungen in der Peripherie bei relativ intakter Makula (Coppieters et al.,
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2010a). Yzer beschrieb eine CEP290 LCA-Kohorte mit Nystagmus, Keratokonus
und juvenile Katarakt, die Sehscharfe lag mehrheitlich im Bereich von Licht-
scheinwahrnehmung bzw. nulla lux und der Erkrankungsverlauf war in Bezug auf
Visus und Fundus progredient (Yzer et al., 2012). Der Augenhintergrund konnte
normal oder verandert sein.

Unsere Befunde stimmen mit bisher in der Literatur Beschriebenen Uberein. Wir
erganzen jedoch das phanotypische Spektrum, insbesondere um neue FAF-
Aspekte. Die Befunde helfen mdglicherweise Klinikern, Patienten mit CEP290-

Mutationen einzuschatzen und diese zu beraten.

Therapie

Aktuell gibt es keine etabliete Behandlungsmdglichkeit fur CEP290-
Erkrankungen. Es laufen jedoch pharmakologische und gentherapeutische Stu-
dien. Ziel ist es, die Erkrankung aufzuhalten und im Idealfall sogar vorhandene
Einschrankungen rickgangig zu machen. Der genetische Defekt soll repariert
werden, das Absterben der Sehzellen verhindert oder abgestorbene Sehzellen
wieder aufgebaut werden.

Zu den erfolgversprechenden Therapiemethoden fir CEP290 zahlt die Genthe-
rapie. Fur CEP290 wurde eine Lentiviraler (LV) Vektor konstruiert, der in der Zell-
kultur den Ziliogenese-Defekt beheben konnte (Burnight et al., 2014). Ein anderer
vielversprechender Ansatz besteht im Einsatz der ,Genschere” CRISPR/Cas9
(Dalkara et al., 2016). Mit CRISPR/Cas9 als Skalpell wird gezielt das Genom
geschnitten und korrigierte Gensequenz kdnnen anschliel3end eingefligt werden
(,Genchirurgie®) (Jinek et al., 2012, Doudna und Charpentier, 2014). Aktuell ent-
wickelt die Firma Editas (Cambridge, MA, USA) eine CRISPR/Cas9-Gentherapie
fir CEP290.

2017 hat die Firma PROQR Therapeutics eine Phase I/l Studie gestartet, in der
Patienten mit CEP290 c¢.2991+1655A>G (p.C998*)-Mutation das Medikament
QR-110 verabreicht wird (NCT03140969). QR-110 ist ein Oligonukleotid, das in-
travitreal injiziert wird und den genetischen Defekt auf RNA-Ebene reparieren soll
(progr.com). Die RNA entspricht dem Bauplan fur die Proteinsynthese. Durch

Reparatur des Bauplans soll ein funktionsfahiges CEP290 Protein entstehen.
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Erste Ergebnisse zum Studienverlauf sollen 2019 bekannt gegeben werden (Pro-
Retina).

Da die Mutation ¢.2991+1655A>G (p.C998*) bei 79 % unserer CEP290-
Patienten vorkam und QR-110 sowohl bei compound heterozygotem, als auch
bei homozygotem Tragerstatus angewandt werden soll, besteht fir viele Patien-

ten Hoffnung und die Tubinger Kohorte kénnte sich gut fir Therapien eignen.

CRB1

CRB1 (Gene ID 23418, OMIM 604210) liegt auf Chromosom 1q31.3 und kodiert
fur ein Protein, das fur die retinale Entwicklung und die Interaktion zwischen Mul-
lerzellen und Photorezeptoren wichtig ist, und in der Retina und im Gehirn expri-
miert wird (Mehalow et al., 2003, den Hollander et al., 1999). Mutationen flhren
zu verschiedenen rezessiven Netzhauterkrankungen inklusive LCA und RP (den
Hollander et al., 2004).

21 % der Gesamtkohorte (23/109) bzw. 28 % der LCA-Patienten (16/57) hatten
CRB1-Mutationen. Dies ist haufiger als zuvor publizierte Pravalenzen bei LCA
von etwa 10 % (den Hollander et al., 2008, den Hollander et al., 2010).

Bei den 23 Patienten lagen 22 verschiedene CRB1-Mutationen vor. Die haufigste
Mutation war ¢.2843G>A (p.C948Y), die bei 22 % der CRB1-Falle (2 LCA und 3
RP), homozygot vorlag. Die Mutation ist bekannt und wurde schon haufiger bei
Patienten mit LCA und RP beschrieben (den Hollander et al., 2001, Yzer et al.,
2006, Henderson et al., 2011).

Allgemein zeigten die Patienten auch bei CRB1-Mutationen ein fortgeschrittenes
Krankheitsbild. Bei der Sehscharfe zeigte sich eine Bandbreite von nulla lux bis
0,5, wobei jungere Patienten verhaltnismalig besser waren als altere. Dies legt
nahe, dass bei CRB17-Patienten mdglichst friih mit einer Therapie begonnen wer-
den sollte, um einen weiteren Krankheitsfortschritt zu stoppen bzw. die Seh-
scharfe zu erhalten.

52 % hatten eine Katarakt entwickelt, darunter auch Patienten im Alter von 16,
20 und 22 Jahren. Weiter hatten CRB17-Patienten verhaltnismafRig haufig extra-
okulare Erkrankungen, darunter Schilddrisenerkrankungen, Tremor der Hande,

Hoérminderung und Polydaktylie mit Asthma und erhéhten Pankreasenzymen. Da
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CRB1 fast ausschliel3lich im Auge und Gehirn exprimiert wird, kann — bis auf den
Tremor der Hande — kein direkter Zusammenhang hergestellt werden. Mdglich
ware aber, dass es eine Mediatorkomponente gibt. Beispielsweise wurde in Tier-
modellen festgestellt, dass Schilddrisenhormone eine wichtige Rolle fur die Ent-
wicklung der Neuroretina spielen (Harpavat und Cepko, 2003). Méglich ware also
ein Zusammenhang oder — vom Modell einer ,Gesamtstdérung“ ausgehend — ein
additiver Effekt der Schilddrisenerkrankung auf die Augenerkrankung. An dieser
Stelle ist weitere Forschung notwendig.

Funduskopisch scheint vor allem eine starke Pigmentierung Hinweis auf eine
CRB1-Mutation zu geben. Daneben kamen Drusen, zentrale weilRliche Gefal3-
einscheidungen, Glitzerpunkte und zentrale Narben vor. Vom Fundus auf den
Genotyp zu schlieen erscheint aber, angesichts der phanotypischen Variabilitat,
generell schwierig.

Im OCT gab es eine starke zentrale foveale Netzhautatrophie mit RPE- und Pho-
torezeptorverlust. Nur wenige Patienten zeigten zentral erhaltene Photorezepto-
ren. Die zentrale foveale Dicke bei CRB7-Patienten variierte auffallend und
konnte besonders schlimm (58 ym) oder normal sein (269 pm). Unsere Ergeb-
nisse legen nahe, dass die OCT-Bildgebung bei CRB7-Mutationen besonders
wichtig ist. Patienten mit erhaltener zentraler fovealer Dicke und erhaltenen Pho-
torezeptoren haben maoglicherweise bessere Chancen auf einen Therapieerfolg,
da funktionelle Reststrukturen vorhanden sind.

Jacobson et al. beschrieben bei Patienten mit CRB1-Mutationen zwei Dinge: Ers-
tens eine untypisch vermehrte Dicke der an die Fovea angrenzenden zentralen
Retinaareale im OCT und zweitens eine gestorte retinale Schichtung (Jacobson
et al., 2003). Dies bestatigte sich bei uns morphologisch. Laut Jacobson gleicht
die retinale Struktur bei CRB17-Patienten der einer unreifen Netzhaut, weshalb
bei CRB1-Mutationen mdglicherweise Reifungsmechanismen, die durch naturli-
che Apoptose entstehen, unterbrochen werden (Jacobson et al., 2003). An dieser

Stelle ist weitere Forschung notwendig.
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CRX

CRX (Gene ID 1406, OMIM 602225) liegt auf Chromosom 19q13.32 und kodiert
fur ein Protein, das fur die Photorezeptorentwicklung und als Transkriptionsfaktor
wichtig ist und in der Retina und der Zirbeldrise exprimiert wird (den Hollander
et al., 2008, Chen et al., 1997, Furukawa et al., 2002). Nur eine Patientin, ent-
sprechend 1 % der Gesamtkohorte (1/109) bzw. 2 % der LCA-Patienten (1/57),
hatte eine homozygote CRX-Mutation. Dies deckt sich mit der beschriebenen
Pravalenz von 1 % (den Hollander et al., 2008, den Hollander et al., 2010).

Die Patientin hatte seit Geburt LCA und zeigte ein fortgeschrittenes Krankheits-
bild mit einer Sehscharfe im Bereich von Lichtscheinwahrnehmung und nicht-
nachweisbaren GF. Funduskopisch waren blasse, nicht exkavierte Papillen, ver-
engte Gefalle, eine destruierte Makula, reichliche Pigmentierung sowie einseitig
eine Pigmentepithelhyperplasie auffallig. Ihr Phanotyp passt zu vorher beschrie-
benen CRX LCA-Fallen (Sohocki et al., 1998, Jacobson et al., 1998, Nichols et
al., 2010, Zou et al., 2015). Eine genauere Genotyp-Phanotyp-Korrelation ist bei

der geringen Fallzahl nicht mdglich.

IFT140

IFT140 (Gene ID 9742, OMIM 614620) liegt auf Chromosom 16p13.3 und kodiert
fur ein Protein, das fur den retrograden Proteintransport in Zilien wichtig ist und
in vielen verschiedenen Organen exprimiert wird (Perrault et al., 2012b). Mutati-
onen fuhren deshalb haufig zu Syndromen, seltener zu isolierter LCA bzw. RP
(RetNet, 2017).

In zuvor publizierten Metaanalysen kam IFT140 nicht vor (den Hollander et al.,
2008, den Hollander et al., 2010). Es passt also, dass nur 1 % der Gesamtkohorte
(1/109) von IFT140-Mutationen betroffen war. Das verursachte Krankheitsbild
war RP-typisch. Hervorzuheben ist der spate Erkrankungsbeginn im 60. Lebens-
jahr bei IFT140-Mutationen und die trotz fortgeschrittenen Alters sehr guter Seh-
scharfe (0,8 bzw. 1), normale foveale Dicke und normale ONL (outer nuclear
layer) im OCT.

Auffallend war weiter eine grol3fleckige schwarz-weil kontrastierende (an Kuh-

flecken erinnernde) FAF.
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Die meisten syndromischen IFT140-Patienten erkranken fruh (Perrault et al.,
2012b, Khan et al., 2014). In einer kidrzlich publizierten Studie mit nicht-syndro-
malen IFT140-Patienten wurden auch Patienten mit Erkrankungsbeginn im spa-
ten Erwachsenenalter beschrieben, allerdings hatten diese Patienten einen
schlechteren Visus als unser Patient (Hull et al., 2016). Die FAF- und OCT-
Aufnahmen zeigten ein variables Bild, zu denen unser Patient vom OCT passt,
jedoch weist er eine andere FAF auf. Insgesamt sind /FT140-Mutationen sehr
selten. Nicht-syndromale IFT140-Netzhauterkrankungen wurden erstmals 2015
beschrieben. Es gibt deshalb wenige Genotyp-Phanotyp-Beschreibungen - ins-
besondere fur nicht-syndromale Formen (Xu et al., 2015, Hull et al., 2016).

Aufgrund des milden Phanotyps unseres Patienten scheint der zugrunde lie-
gende Genotyp (c.472C>T (p.R158W) / ¢.1565G>A (p.G522E)) eine weniger
schwerwiegende Proteineinschrankung zu bewirken, sodass es 1. zu keiner syn-
dromalen Manifestation und 2. einer insgesamt milden Erkrankung mit verhalt-

nismafig guter Prognose kommt. Wir erweitern damit das Spektrum fur IFT140.

IQCB1
IQCB1 (Gene ID 9657, OMIM 609237; auch Nephrocystin-5 genannt) liegt auf

Chromosom und 3g13.33 kodiert fir ein Protein, das fur den ziliaren Transport

wichtig ist und in Photorezeptoren, der Niere und verschiedenen anderen Gewe-
ben exprimiert wird (Otto et al., 2005). Mutationen fuhren zu LCA oder dem Se-
nior-Loken-Syndrom (RetNet, 2017).

5 % der Gesamtkohorte (5/109) hatten /QCB7-Mutationen, darunter Patienten
mit isolierter LCA und eine Patientin mit LCA im Rahmen eines Senior-Loken-
Syndroms. Der Erkrankungsbeginn war meist nach dem ersten Lebensjahr, die
Sehscharfe reichte von 0 bis 0,4, das GF war stark konzentrisch eingeschrankt
und in der FAF war ein Ring erhdhter Autofluoreszenz auffallig.

Insgesamt war die zentrale foveale Dicke bei IQCB1 deutlich besser als bei an-
deren Gengruppen. Dies hilft mdglicherweise als Unterscheidungskriterium zu
anderen ursachlichen Genen. Unseres Wissens prasentieren wir die erste OCT-
Beschreibung flr IQCB1.
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In zuvor publizierten groRen Studien fehlt die Angabe zur IQCB1-Pravalenz unter
den LCA-Genen (den Hollander et al., 2008, den Hollander et al., 2010). Dies
liegt daran, dass IQCB1 erstmals 2011 bei Patienten mit isolierter LCA, ohne
zusatzliche Nierenbeteiligung, beschrieben wurde (Estrada-Cuzcano et al.,
2011). Estrada-Cuzano et al. mutmaliten jedoch, dass Patienten mit /QCB1-
Mutationen gleichwohl ein erhdhtes Risiko haben, eine Nierenerkrankung zu ent-
wickeln, der Erkrankungsbeginn dieser jedoch variabel sein kann. Folglich sei
eine enge Uberwachung der Nierenfunktion aller IQCB71-LCA-Patienten wichtig.
Unsere Beobachtungen bestatigen dies: Unsere Patientin mit Senior Loken Syn-
drom hatte erst im Alter von 57 Jahren eine Nierentransplantation aufgrund Nie-
renversagens. Die ursachlichen Mutationen, IQCB1 ¢.1518-1519del und ¢.825-
828del, wurden bereits in der Literatur im Zusammenhang mit Senior Loken-Syn-
drom bzw. LCA beschrieben (Otto et al., 2005, Estrada-Cuzcano et al., 2011,
Otto et al., 2008, Barbelanne et al., 2013).

Phanotypisch auffallig bei IQCB1_4 war die RPE-Atrophie, die zentral der Ge-
fakbogen begann und einen ,lobularen Charakter von Hypo- und Hyperpigmen-
tierung hatte. Diese funduskopische Besonderheit wurde auch bei einem ande-
ren Patienten mit gleicher Mutation beschrieben (Estrada-Cuzcano et al., 2011).
Es kdnnte ein Charakteristikum der homozygoten IQCB1 c.424_425del-Mutation
sein.

Die Mutation /IQCB1 ¢.1558C>T (p.Q520*) wurde nach unserem Kenntnisstand
in der Literatur noch nicht beschrieben. Drei Geschwister mit homozygotem
c.1558C>T-Genotyp zeigten einen einheitlich-charakteristischen Phanotyp mit
fur LCA ungewohnlich guter Sehscharfe zwischen 0,25 und 0,4 sowie im OCT
normaler zentraler fovealer Dicke und zentral erhaltenen Photorezeptoren. Dazu
passt die Sehscharfe bei zuvor beschriebenen IQCB1-Fallen von nulla lux bis 0,3
(Estrada-Cuzcano et al., 2011).

Wir erganzen den IQCB1-Phanotyp, insbesondere um OCT Befunde. Aufgrund
der recht gut erhaltenen fovealen Strukturen im OCT und des verhaltnismaRig

guten Visus, scheinen /QCB1-Patienten gut fur Gentherapie geeignet.
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LCA5

LCAS (Gene ID 167691, OMIM 611408) liegt auf Chromosom 6q14.1 und kodiert
das Protein Lebercilin, das eine wichtige Rolle fur die Zilienfunktion spielt und in
vielen Geweben, v.a. aber in den Photorezeptoren, exprimiert wird (den
Hollander et al., 2007a).

Nur eine Patientin, entsprechend 1% der Gesamtkohorte, hatte LCA5-
Mutationen. Die niedrige Pravalenz passt zu publizierten Zahlen von 1.8 % (den
Hollander et al., 2010).

Die vorliegenden Mutationen, ¢.516_519delAGAA (p.L172Nfs*3) und c.401A>C
(p.L134T), wurden nach unserem Kenntnisstand bisher nicht beschrieben.
c.516_519delAGAA bewirkt eine frameshift-Mutation, die zu einem vorzeitigen
Stopcodon fuhrt. Die Variante c.401A>C wird von Vorhersageprogrammen als
mdglicherweise pathogen eingestuft. Eine Untersuchung der Eltern, um dies zu
bestatigen, war nicht mdglich.

Die Patientin zeigte ein RP-typisches Krankheitsbild mit Symptombeginn im 5.
Lebensjahrzehnt, gut erhaltener Sehscharfe von 0,63 bzw. 0,5, fast regelrechten
Aulengrenzen im Gesichtsfeld und erhaltenen Restantworten im ERG. Fun-
duskopisch waren typische Zeichen (blasse Papille, verengte Gefalde, peripher
rarefiziertes RPE) sichtbar, Knochenkdrperchen fehlten jedoch. Die FAF zeigte
parazentral und mittelperipher auffallig gepunktete Hypofluoreszenzen. Die zent-
ralen Schichten im OCT waren gut erhalten.

Bisher wurden nur LCA-typische oder Early-onset-RP-Falle bei LCA5-Mutationen
beschrieben (den Hollander et al., 2007a, Gerber et al., 2007, Ramprasad et al.,
2008, Jacobson et al., 2009, Mackay et al., 2013, Mohamed et al., 2003).

Wir erweitern das phanotypische Spektrum um eine spat einsetzende RP mit
verhaltnismalig mildem Phanotyp und guter Prognose. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass bei den von uns gefundenen Mutation eine Restfunktion des

Proteins erhalten bleibt.
LRAT

LRAT (Gene ID 9227, OMIM 604863) liegt auf Chromosom 4q32.1 und kodiert

das fur den Sehzyklus wichtige Enzym Lecithin-Retinol-Acyltransferase (den
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Hollander et al., 2008, Ruiz et al., 1999). Mutationen fuhren zu LCA oder RP
(RetNet, 2017).

2.7 % der Gesamtkohorte (3/109) bzw. 3.5 % der LCA-Patienten (2/57) hatten
LRAT-Mutationen. Dies entspricht etwa den publizierten Pravalenzen von 0.5 %
(den Hollander et al., 2008, den Hollander et al., 2010). Insgesamt gibt es wenige
detaillierte klinische Beschreibungen zu LRAT-Mutationen (Thompson et al.,
2001, Senechal et al., 2006, den Hollander et al., 2007b, Dev Borman et al., 2012,
Scholl et al., 2015), weshalb ein Vergleich schwierig ist. Der LRAT-Phanotyp gilt
als ahnlich zum RPE65-Phanotyp (Senechal et al., 2006). Da beide Gene Schlus-
selenzyme des Sehzyklus kodieren, konnten sowohl bei LRAT-, als auch bei
RPE65-Patienten durch eine orale Retinoid-Therapie (QLT091001) Verbesse-
rungen hinsichtlich der Sehscharfe und/oder des Gesichtsfeldes erzielt werden
(Scholl et al., 2015).

Phanotypisch auffallend bei LRAT-Mutation war ein etwas spaterer Krankheits-
beginn (nicht bei Geburt, sondern in der Kindheit), eine peripher feinfleckige
RPE-Atrophie mit fleckiger Hypofluoreszenz am gesamten Fundus in der FAF
sowie eine reduzierte foveale Dicke. Insbesondere die feinfleckige RPE-Atrophie
kdnnte charakteristisch sein, da sie auch bei anderen Fallen beobachtet wurde
(Dev Borman et al., 2012).

Bisher gibt es keine etablierte Behandlung fur Patienten mit LRAT-Mutation. Eine
Madglichkeit scheint jedoch die orale Gabe von Retinoiden (9-cis-Retinylacetat,
QLT091001) zu sein (Scholl et al., 2015). Dabei soll defektes Sehpigment ersetzt
werden. QLT091001 wurde im Mausmodell bei RPE65-defiziente Mause erfolg-
reich getestet (Van Hooser et al., 2000, Van Hooser et al., 2002). Bei RP und
LCA Patienten mit LRAT- und RPE65-Mutationen konnte zum einen die Sicher-
heit einer 7-tagigen oralen Gabe von QLT091001 gezeigt werden, zum anderen
verbesserte sich das Gesichtsfeldes und/oder die Sehscharfe bei der Mehrheit
der Patienten (Scholl et al., 2015, Koenekoop et al., 2014). Eine erhdhte Aktivitat
in der Sehrinde wurde gezeigt (Scholl et al., 2015). Das Vorhandensein von Pho-
torezeptor-AuRensegmenten im OCT konnte ein Pradiktor daflr sein, wie gut

bzw. ob Patienten auf die Therapie ansprechen (Scholl et al., 2015).
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Der Vorteil in einer oralen Therapie liegt darin, dass sie nicht invasiv ist und beide
Augen zugleich behandelt werden. In Zukunft wird moglicherweise ein orales Me-

dikament mit invasiver Gentherapie verknupft werden.

NMNAT1

NMNAT1 (Gene ID 64802, OMIM 608700) liegt auf Chromosom 1p36.22 und
kodiert fur ein Protein, das fur den Photorezeptorerhalt wichtig ist (Keen et al.,
2003). Mutationen fuhren zur LCA, wobei insbesondere Makulalasionen und Op-
tikusatrophie typisch scheinen (Falk et al., 2012, Perrault et al., 2012a,
Koenekoop et al., 2012, Chiang et al., 2012, Siemiatkowska et al., 2014).

Zwei Patienten mit LCA, entsprechend 2 % der Gesamtkohorte (2/109) bzw. 3.5
% der LCA-Patienten (2/57), hatten NMNAT7-Mutationen. Zur Pravalenz in an-
deren Kohorten finden sich unterschiedliche Zahlen: wahrend bei einer australi-
schen LCA-Kohorte NMNAT1 11.5 % (3/26) und in einer chinesischen 14 %
(5/36) (Wang et al., 2016a) der Falle ausmachte, kamen NMNAT1-Mutationen in
den Metaanalysen von den Hollander et al. nicht vor (den Hollander et al., 2008,
den Hollander et al., 2010).

Auffallig bei unseren NMNAT1-Patienten waren insbesondere hochovale, atro-

phe Papillen sowie ausgedehnte kolobomartige Makulanarben.

RD3

RD3 (Gene ID 343035, OMIM 180040) liegt auf Chromosom 1q32.3 und kodiert
fur ein Protein, das fur Transkription und Splicing wichtig ist und in den Photore-
zeptoren exprimiert wird (Friedman et al., 2006). Mutationen fihren zu LCA
(RetNet, 2017).

Eine LCA-Patientin, entsprechend 1 % der Gesamtkohorte (1/109) bzw. 1 % der
LCA-Patienten (1/57), hatte eine RD3-Mutationen. Dies passt zu publizierten Pra-
valenzen von kleiner 1 % (den Hollander et al., 2008, den Hollander et al., 2010).
Bei nur einer Patientin fallen generelle Aussagen schwer. Es gibt jedoch Uber-

haupt nur sehr wenige Beschreibungen von RD3-Patienten:

127



DISKUSSION

Von 881 Patienten (mit verschiedenen erblichen Netzhauterkrankungen) konnte
nur bei einem Zwillingspaar (mit Diagnose LCA) eine RD3-Mutation nachgewie-
sen werden (Friedman et al., 2006). Beim Screening von 852 Patienten (mit welt-
weiter Herkunft und der Diagnose LCA oder schwerer early-onset RP) wurden
nur drei RD3-Mutationen in 7 konsanguinen Familien gefunden (Perrault et al.,
2013). Die Nonsense-Mutation unserer Patientin (c.112C>T (p.R38%)) war dabei
eine der drei von Perrault et al. Beschriebenen.

Da RD3-Mutationen sehr selten vorkommen, passt es, dass auch unsere Patien-
tin aus einer konsanguinen Familie stammt. Insgesamt erscheint der RD3-
Phanotyp schwer und LCA-typisch. Auffallig war in der Funduskopie ein Pfeffer-
Salz-Fundus (Perrault et al., 2013) mit peripher zahlreichen Knochenkdrperchen,

eine stark reduzierte foveale Dicke sowie eine fehlende FAF.

RDH12

RDH12 (Gene ID 145226, OMIM 608830) liegt auf Chromosom 14g24.1 und ko-
diert fur ein Protein, das fur die Phototransduktion wichtig ist. Mutationen flUhren
zu LCA und RP (RetNet, 2017). 13 % der Gesamtkohorte (14/109) bzw. 7 % der
LCA-Patienten (4/57) hatten RDH12-Mutationen. Dies ist etwas haufiger als zu-
vor publizierte Pravalenzen bei LCA von 2.7 % (den Hollander et al., 2008, den
Hollander et al., 2010).

Der RDH12-Phanotyp war gekennzeichnet durch eine dichte Pigmentierung bei

allen Patienten, mit feingliedrigen teils netzartigen Auslaufern, sowie eine Ma-
kulopathie und die Entwicklung einer Katarakt im Verlauf. Der Erkrankungsbe-
ginn war bei RDH12-Mutation typischerweise nicht zu Geburt, sondern im Verlauf
des ersten Jahres bzw. erst in der Kindheit, und die Chance fur RDH12-
Patienten, keine LCA, sondern eine mildere Erkrankung zu haben, erscheint gro-
Rer.

Innerhalb der RDH12-Gruppe zeigte sich klinisch eine Spannweite von sehr
schweren Fallen, meist mit Diagnose LCA, bis hin zu daufRerst milden Fallen mit
Sehscharfe bis 0,6 (Snellen) und gut erhaltenem Gesichtsfeld. In der dritten Le-

bensdekade waren jedoch fast alle Patienten - unabhangig davon, ob die Diag-
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nose LCA oder RP vorlag - blind. Dies spricht flr einen insgesamt langsam-pro-
gredienten, aber schweren Krankheitsverlauf. Flur zukinftige Therapie kénnten
RDH12-Patienten gut geeignet sein, da ein groReres Zeitfenster fur Therapiein-
tervention besteht.

Unsere Befunde, insbesondere der Fundusaspekt mit dichter Pigmentierung, de-
cken sich mit vorherigen Beschreibungen (Kumaran et al., 2017, Mackay et al.,
2011a). Diese relativ charakteristischen Merkmale erleichtern moglicherweise

ein Screening auf RDH12-Mutationen (Mackay et al., 2011a).

RPE65

RPE65 (Gene ID 6121, OMIM 180069) liegt auf Chromosom 1p31.2 und kodiert
fur ein Protein, das eine Schllsselfunktion im Sehzyklus spielt, und im retinalen
Pigmentepithel exprimiert wird (Hamel et al., 1993, Redmond et al., 1998). Zur
Expression in Zapfen gibt es widerspruchliche Angaben (Znoiko et al., 2002,
Hemati et al., 2005). Mutationen fuhren zu LCA oder RP (RetNet, 2017). In unsrer
Kohorte hatten 21 % der LCA-Patienten (12/57) bzw. 14 % der Gesamtkohorte
(15/109) RPE65-Mutationen. Dies ist haufiger als die von den Hollanders publi-
zierte Pravalenz von 6 % (81/1341) (den Hollander et al., 2008, den Hollander et
al., 2010). Ist unsere Kohorte ist reprasentativ fur die gesamtdeutsche Verteilung,
stimmt dies hoffnungsvoll, dass fur eine RPE65-Gentherapie prinzipiell viele Pa-
tienten in Deutschland in Frage kommen.

RPE65-Patienten zeigten bereits von Anfang an ein schweres Erkrankungsbild
mit stark reduziertem Visus oder Blindheit, fehlendem oder auf maximal 15°
(Ill4e) eingeschranktem Gesichtsfeld, nicht reproduzierbarem ERG und fehlen-
der bzw. stark verminderter FAF. Der Fundus zeigte sich variabel, auffallend bei
allen war aber eine generalisierte oder feinfleckige RPE-Atrophie mit gering aus-
gepragter Pigmentierung. Glnstig in Bezug auf eine Therapie kdnnte sein, dass
bei 43 % (3/7) im OCT die zentralen Photorezeptoren erhalten waren. Im Ver-
gleich zu anderen Gengruppen war die zentrale Fovea, gemessen im OCT, je-
doch besonders dinn. Ob eine dickere Fovea gunstiger ist fur die Injektion der
Gentherapie wird sich zeigen. Auch Jacobsen et al. wiesen bei RPE65-Mutation,

trotz klinischer Blindheit, zentral gut erhaltene Photorezeptoren im OCT nach
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(Jacobson et al., 2005). Eine fehlende FAF scheint hinweisgebend auf RPE65-
Mutation zu sein (Lorenz et al., 2004 ), aber, wie wir zeigen, nicht zwingend.
RPEG5 kann bereits wahrend der ersten Entwicklung der Photorezeptor-Aulien-
segmente nachgewiesen werden (Galbavy und Olson, 1979, Cai et al., 2009).
Dies lasst vermuten, dass die RPE65—Expression wahrend der Entwicklung mit
der Expression Photorezeptor-spezifischer Proteine zusammenhangt (Manes et
al., 1998, Cai et al., 2009) und erklart mdglicherweise den frihen schweren Er-
krankungsbeginn RPE65-assoziierter Netzhauterkrankungen.

Innerhalb unserer Gruppe, insbesondere in einer konsanguinen Familie mit glei-
chem Genotyp, konnten wir einen raschprogredienten Krankheitsverlauf feststel-

len.

Therapie

Flr RPEG65 gibt es die meisten Therapiestudien bisher. Wie bereits bei LRAT
beschrieben (S. 104) konnten auch bei RPE65-Patienten eine Verbesserung der
Sehfunktion durch orale Gabe von Retinoiden (QLT091001) gezeigt werden
(Scholl et al., 2015, Koenekoop et al., 2014).

Nach vielversprechenden Tierversuchen an Mausen, Ratten und Briard-Hunden
(Acland et al., 2001) erfolgte 2007 die erste humane Gentherapie Studie. Rekom-
binante adeno-assoziierten Viren des Serotyp 2 (AAV2) werden als Genfahre ge-
nutzt, um eine gesunde Kopien des defekten RPE65-Gens einzuschleusen, und
subretinal injiziert. Erste Ergebnisse zu Sicherheit und Wirksamkeit wurden 2008
veroffentlicht (Maguire et al., 2008, Hauswirth et al., 2008, Bainbridge et al., 2008,
Cideciyan et al., 2008). Neben exzellenter Sicherheit konnten vielversprechende
Verbesserungen hinsichtlich der Lichtempfindlichkeit und der Sehscharfe gezeigt
und in den Folgejahren bestatigt werden (Maguire et al., 2009, Simonelli et al.,
2010, Jacobson et al., 2012). Eine Therapie des kontralateralen Auges bringt den
Patienten zusatzlichen Nutzen (Bennett et al., 2012). In fMRI-Studien wurde
nachgewiesen, dass neuroplastische Veranderungen im Bereich des visuellen
Kortex nach Gentherapie mdglich sind (Ashtari et al., 2011, Ashtari et al., 2015).

Die Sehverbesserung scheinen jedoch temporar zu sein: bis zu drei Jahre halt
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der Effekt an, danach nimmt die Sehkraft — aufgrund fortschreitender Degenera-
tion— ab (Cideciyan et al., 2013, Testa et al., 2013, Bainbridge et al., 2015). An
(Kombinations-)Strategien, die Sehfunktion nicht nur kurzzeitig, sondern das
Fortschreiten der retinalen Degeneration langfristig zu verhindern, wird gearbei-
tet. Ebenso daran, was der beste Interventionszeitpunkt, die geeignete Dosis,
sowie der ideale Injektionsort ist.

Ein Meilenstein in der Behandlung erblicher Netzhauterkrankungen liegt erst we-
nige Monate zurtick: Im Dezember 2017 wurde von der FDA (Food and Drug
Administration, USA) die erste Gentherapie namens Luxturna vom Hersteller
Sparks Therapeutics zugelassen. Behandelt werden kénnen Erwachsene und
Kinder mit biallelischer RPE65-Mutation und unterschiedlichem Schweregrad der
Seheinschrankungen bis hin zur Blindheit (sparktx.com Homepage, 2018).
Unsere Studie leistet einen wichtigen Beitrag fir die Vorbereitung zukunftiger

Therapien in Tubingen.

RPGRIP1

RPGRIP1 (Gene ID 57096, OMIM 605446) liegt auf Chromosom 14q11.2 und
kodiert fur ein Protein, das fur den ziliaren Transport wichtig ist, und in den Pho-
torezeptoren exprimiert wird (Roepman et al., 2000, Hong et al., 2001). Mutatio-
nen fihren zu LCA oder Zapfen-Stabchen-Dystrophie (RetNet, 2017).

In unserer Kohorte hatten zwei Patienten RPGRIP-Mutationen, entsprechend
2 % der Gesamtkohorte (2/109) bzw. 2 % der LCA-Patienten (1/57). Dies passt
zu publizierten Pravalenzen von 4 % (37/872) (den Hollander et al., 2008, den
Hollander et al., 2010).

Klinisch war ein Patient LCA-typisch und der andere ZSD-typisch mit deutlich
besserem Befund. Auffallig war, dass zwar beide Patienten von Geburt an er-
krankt waren, jedoch nach zwei bis drei Dekaden immer noch eine relativ gut
erhaltene Visus- und GF-Restfunktion zeigten. Beim LCA-Patienten zeigten sich
im OCT zentral erhaltene Photorezeptoren, beim Patienten mit ZSD war das OCT
sogar fast normal mit gut erhaltenen Schichten.

Es scheint, als ob RPGRIP1-assoziierte Netzhauterkrankungen nach friih einset-

zendem schweren Beginn einen stabileren Verlauf zeigen (Hanein et al., 2004)
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und eine Netzhautfunktion bzw. Photorezeptoren im OCT lange erhalten bleiben
(Jacobson et al., 2007). Dieser Verlauf koénnte Patienten mit RPGRIP1-
Mutationen besonders geeignet fur Gentherapien machen. Zukinftige RPGRIP1-
Gentherapien werden mdglicherweise die zentral erhaltenen Photorezeptoren
als Target nutzen, um Sehfunktion zu erhalten bzw. zu verbessern (Li, 2015,
Jacobson et al., 2007).

SPATA7

SPATAY (Gene ID 55812, OMIM 609868) liegt auf Chromosom 14g31.3 und ko-
diert fUr ein zilidres Protein, das fur den Proteintransport wichtig ist und das in
verschiedenen Geweben — v.a. in Retina, Hoden und Gehirn - exprimiert wird
(Zhang et al., 2003, Wang et al., 2009, Perrault et al., 2010). Fehlt SPATA7 ist
der Proteintransport vom Innen- zum Aufl3ensegment der Photorezeptoren ge-
stort, Rhodopsin hauft sich an und es kommt zur Apoptose der Photorezeptoren
bzw. zur Netzhautdegeneration. Mutationen flihren so zu LCA oder juveniler RP
(RetNet, 2017). Ein Geschwisterpaar, 2 % der Gesamtkohorte (2/109), hatte
SPATA7-Mutationen.

Interessant war, dass der gleiche Genotyp (SPATA7 c¢.1112T>C/p.I1371T ho-
mozygot) zu ahnlichem, aber dennoch unterschiedlichem Phanotyp flhrte. Das
schwerere Erkrankungsbild des Bruders mit RP passt zu bereits beschriebenen
SPATA- Fallen (Wang et al., 2009). Der Phanotyp der Schwester mit ZSD dage-
gen erscheint vergleichsweise mild. Ein Erklarungsansatz hierfur kdnnten der Al-
tersunterschied von 4 Jahren der beiden sein. Mit zunehmender Erkrankung
konnten sich die Phanotypen der beiden angleichen. Dagegen spricht jedoch,
dass der bisherige Verlauf unterschiedlich war. Eine weitere Erklarungsmaoglich-
keit kdnnte der Einfluss von modifizierenden Allelen sein (Feldhaus et al., 2017).
Es wurde bereits publiziert, dass die Erkrankungsschwere von der Mutation ab-
hangt: Nonsense-Mutationen, die in der Mitte des SPATA7-Gens liegen und zu
einer frihen Kirzung des Proteins flhren, sind assoziiert mit LCA. RP-assoziierte
Mutationen liegen dagegen nahe des C-Terminalen Endes, in den letzten 2
Exons von SPATA7 (Mackay et al., 2011b, Wang et al., 2009).
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Die SPATA7 c.1112T>C (p.1371T)-Variante wurde zuvor bei einem LCA-
Patienten publiziert (Eisenberger et al., 2013), jedoch lag die Variante nur hete-
rozygot, und zusatzlich zu zwei compound heterozygoten, wahrscheinlich krank-
heitsursachlichen CRX-Mutationen vor. Wir geben die erste morphologische und
funktionelle Beschreibung (Feldhaus et al., 2017).

Unsere Falle zeigen, dass trotz gleichen Genotyps verschiedene Erkrankungs-
auspragungen moglich sind und somit eine klare Genotyp-Phanotyp Korrelation

schwierig bleibt.

TULP1

TULP1 (Gene ID 7287, OMIM 602280) liegt auf Chromosom 6p21.31 und kodiert
fur ein Protein, das als Transkriptionsfaktor (Boggon et al., 1999) sowie flr den
Proteintransport wichtig sein kdnnte (Xi et al., 2005, den Hollander et al., 2008),
und in Zapfen und Stabchen exprimiert wird (Ikeda et al., 1999). Mutationen kon-
nen zu LCA, early-onset RP oder RP fihren (Gu et al., 1998).

5 % der Gesamtkohorte (5/109) hatten TULP7-Mutationen, darunter jedoch inte-
ressanterweise kein Patient mit LCA hatte. Der Anteil von TULP1 an LCA-Fallen
ist aber mit 0.8 % auch sonst gering (den Hollander et al., 2008, den Hollander
et al., 2010). Alle TULP1-Patienten hatten eine RP und der Erkrankungsbeginn
war eher spater (Kindheit). Phanotypisch auffallend war bei allen Patienten ein
eher dunkel pigmentierter Fundus, der um die grolRen Gefalle heller grau-weild-
lich erschien, zentral erhaltene Photorezeptoren im OCT sowie ein ,kokardenfor-
miges“ Aussehen in der Fundusautofluoreszenz. Fur Betroffene mit TULP17-
Genotyp ¢.1081C>T / ¢.1258C>A zeigte sich ein rasch-progredienter Verlauf der
Gesichtsfeldeinengung, sowie nebenbefundlich pulmonale (rezidivierende Bron-
chitiden) und muskuloskelettale (Skoliose) Auffalligkeiten. Ein Zusammenhang
der TULP1-Mutation mit diesen extraokularen Auffalligkeiten ist aufgrund der
Proteinexpression jedoch unwahrscheinlich (proteinatlas.org).

Insgesamt erscheint eine TULP1-Mutation verhaltnismalig gunstiger zu sein und

eine relativ gute Prognose zu haben.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund:
Lebersche kongenitale Amaurose (LCA) bezeichnet die schwerste und friiheste

Form aller erblichen Netzhauterkrankungen. Sie beginnt meist ab der Geburt
oder im Laufe des ersten Lebensjahres und aufiert sich mit ausgepragter Seh-
beeintrachtigung bis hin zu Blindheit. Bisher wurden Uber 20 krankheitsassozi-
ierte Gene identifiziert, wobei CEP290 als eines der haufigsten beschrieben ist.

Far Deutschland fehlen Informationen zur Pravalenz LCA-assoziierter Gene.
Gleichzeitig steht die erste Gentherapie vor der Zulassung, und die klinische und
genetische Charakterisierung ist essentiell, um Therapien vorzubereiten und ge-

eignete Patienten(-gruppen) zu identifizieren.

Zielsetzung:
Ziele der Studie sind, eine Ubersicht iber die Pravalenz LCA-assoziierter Gene

fur eine der groten Kohorten Deutschlands zu geben, sowie eine ausfuhrliche
klinische Charakterisierung der Patienten (Genotyp-Phanotyp-Korrelation)

durchzufihren.

Methodik:

Interne Datenbanken wurden abgefragt nach 1) Patienten mit klinischer Diag-
nose LCA und/oder 2) Patienten mit Mutationen in LCA-assoziierten Genen, un-
abhangig von ihrer Diagnose. Patienten mit rein klinischer Diagnose wurde eine
molekulargenetische Untersuchung angeboten. Patienten mit Mutationen im
CEP290-Gen wurden zu einer (erneuten) detaillierten ophthalmologischen Un-
tersuchung eingeladen. Die klinischen Befunde zu den anderen Gengruppen

wurden retrospektiv erhoben.

Ergebnisse:
Gesamtkohorte: 109 Patienten mit Mutationen in 16 Genen (AIPL1, CABP4,

CEP290, CRB1, CRX, IFT140, IQCB1, LCA5, LRAT, NMNAT1, RD3, RDH12,
RPE65, RPGRIP1, SPATA7, TULP1) konnten eingeschlossen werden. Die
groflte Gengruppe war fur CEP290 (22 %), gefolgt von CRB1 (21 %), und RPE65
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(14 %). Haufigste klinische Diagnose war LCA (52 %), gefolgt von Retinitis pig-
mentosa (40 %). Die haufigste Mutation, vorkommend bei 21 % der Patienten
insgesamt bzw. 79 % der CEP290 Patienten, war CEP290 c¢.2991+1655A>G
(p.C988%).

Klinisch gab es ein Spektrum von schweren bis vergleichsweise milden Fallen.
Allgemein zeigten die Patienten jedoch ein fortgeschrittenes Krankheitsbild. Eine
Genotyp-Phanotyp-Korrelation war schwierig, da zum einen innerhalb der Gen-
gruppen viele verschiedene Mutationen vorlagen und sich zum anderen zwi-
schen den 16 Gengruppen klinische Uberschneidungen zeigten. Besonderhei-
ten, die Hinweise auf das erkrankungsursachliche Gen geben kdnnen, sind je-
doch folgende:
- Eine stark verminderte zentrale foveale Dicke im OCT bei AIPL1.
- Ein negatives ERG bei CABP4.
- Eine zarte Pigmentierung bei CEP290 sowie fehlende FAF bei homozy-
goter ¢.2991+1655A>G Mutation.
- Auffallend dichte Pigmentverklumpungen bei CRB1.
- Ein spater Symptombeginn (60. Lebensjahr), eine kuhfleckenartiger FAF
und ein sehr gut erhaltenes OCT bei IFT140.
- Eine insgesamt mildere okulare Symptomatik mit mdglicher renaler Betei-
ligung bei IQCB1.
- Kleinfleckig gepunktete Hypofluoreszenzen in der FAF bei LCAS.
- Eine feinfleckige RPE-Atrophie bei LRAT.
- Kolobomartige Makulanarben bei NMNAT1.
- Ein eher langsamer Progress sowie dichte Pigmentierung mit netzartigen
Auslaufern und Makulopathie bei RDH12.
- Ein frGher schwerer Erkrankungsbeginn mit erloschenem ERG und feh-
lender FAF bei RPEG65.
- Intrafamiliare Variabilitat bei SPATA?Y.
- Ein spaterer Erkrankungsbeginn sowie eine stark reduzierte foveale Dicke
im OCT bei TULP1.
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Fazit / Ausblick:

Unsere Studie schliet die Licke in der Literatur zur Pravalenz der LCA-

Subtypen in Deutschland und gibt erstmals eine detaillierte klinische und geneti-
sche Charakterisierung einer der grof3ten Kohorten Deutschlands. Die Ergeb-
nisse helfen dabei, kommende Gentherapien vorzubereiten sowie betroffene Pa-
tienten besser beraten zu kénnen. Fur zukiunftige Gentherapien wird der ursach-
liche Genotyp entscheidender sein als die klinische Diagnose.

Um geeignete Kandidaten fur derartige Therapien zu identifizieren, wird eine dif-
ferenzierte Betrachtung aus Genetik, Patientenalter und OCT sowie anderen bild-
gebenden Verfahren nétig sein. Die besten Chancen bestehen voraussichtlich
fur junge Patienten mit einer (relativ) gut erhaltenen fovealen Dicke sowie erhal-

tenen Photorezeptoren.
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8 Anhang

Molekulargenetische Untersuchung: LCA Gen-Set der Praxis fiir Humangenetik, CeGaT GmbH.

Praxis fur Humangenetik Tlbingen
Dr. med. Dr. rer. nat. Saskia Biskup

Dr. med. Konstanze Hortnagel

Fachérzte fir Humangenetik

Einsendeformular

‘Augenerkrankungen’
Untersuchungsauftrag

Fir gesetzlich versicherte Patienten erfolgt ohne Genehmigung der Krankenkasse nur die Untersuchung einer Auswahl von Genen bis 25 kb.
Die entsprechenden Gene sind fett hervorgehoben und werden im Rahmen einer Stufendiagnostik in der angegebenen Reihenfolge untersucht.
Mit Genehmigung oder als Selbstzahlerleistung ist eine Diagnostik tiber die 25 kb hinaus mdglich.

Fir privat versicherte Patienten erfolgt immer die Analyse des vollstandigen Gen-Sets.

Q Usher Syndrom | (15 Gene, 78 kb, EYE01) Q Stargardt Erkrankung und Makuladystrophien

USH2A, GPR98, (2 Gene, 25 kb), ABHD12, CDH23, CIB2, CLRN1, DFNB31,
HARS, MYO7A, PCDH15, PDZD7, PEX1, PEX6, USH1C, USH1G

Usher Syndrom Il (15 Gene, 78 kb, EYEO01)
MYO7A, CDH23, USH1C, USH1G, PCDH15 (5 Gene, 25 kb), ABHD12, CIB2,
CLRN1, DFNB31, GPR98, HARS, PDZD7, PEX1, PEX6, USH2A

Retinitis pigmentosa, autosomal dominant und X-gekoppelt

(30 Gene, 60 kb, EYE02)

RHO, RPGR, PRPF31, PRPH2, RP2, RP1, IMPDH1, PRPF8, TOPORS, NR2E3
(10 Gene, 25 kb), ARL3, BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1, KLHL7,
NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6, RDH12, RGR, ROM1, RP9, RPE65, SEMA4A,
SNRNP200, SPP2

"
PP

Retinitis pigmentosa, aut |
(63 Gene, 155 kb, EYE03)
USH2A, RP2, EYS (3 Gene, 25 kb), ABCA4, ARL2BP, BBS1, BBS2, BEST1,
C20rf71, C8orf37, CDHR1, CERKL, CLRN1, CNGA1, CNGB1, CRB1, CYP4V2,
DHDDS, DHX38, EMC1, FAM161A, FLVCR1, GNPTG, GPR125, HGSNAT,
IDH3B, IFT172, IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK, MERTK, NEK2, NMNAT1,
NR2E3, NRL, PDE6A, PDE6B, PDE6G, PRCD, PROM1, PRPF31, RBP3,
RBP4, RDH11, RDH12, RGR, RHO, RLBP1, RP1, RP1L1, RPE65, RPGR,
SAG, SLC7A14, SPATA7, TRNT1, TTC8, TUB, TULP1, ZNF408, ZNF513

iv und X-gek

Achromatopsie (6 Gene, 10 kb, EYE04)
CNGB3 Exon 10, CNGA3, CNGB3, GNAT2, PDE6C, PDE6H, ATF6

Bardet-Biedl Syndrom (24 Gene, 61 kb, EYEO05)

BBS1, BBS10, BBS2, BBS9, MKKS, BBS12, MKS1, BBS4, BBS7, NPHP1,
BBS5, CEP290 (12 Gene, 25 kb), ALMS1, ARLS6, BBIP1, CCDC28B, IFT172,
IFT27, LZTFL1, SDCCAGS, TRIM32, TTC21B, TTC8, WDPCP

Kongenitale stationdre Nachtblindheit (15 Gene, 40 kb, EYE06)
RHO, CACNA1F, PDE6B, NYX, TRPM1, GNAT1, RBP4, SLC24A1, GRK1,
GRM6 (10 Gene, 25 kb), CABP4, CACNA2D4, GPR179, LRIT3, SAG

Joubert Syndrom (28 Gene, 75 kb, EYE07)

AHI1, CC2D2A, CEP290, TMEM67, TMEM216, RPGRIP1L, NPHP1 (7
Gene, 25 kb), ARL13B, BID1, C50rf42, CEP104, CEP164, CEP41, CSPP1,
INPPSE, KIAA0556, KIAA0586, KIF7, OFD1, PDEBD, TCTN1, TCTN2, TCTN3,
TMEM138, TMEM231, TMEM237, TTC21B, ZNF423

Leber'sche kongenitale Amaurose (21 Gene, 40 kb, EYE08)
CEP290, GUCY2D, RPE65, AIPL1, RPGRIP1, RDH12, CRX, CRB1, TULP1
(9 Gene, 25 kb), IMPDH1, IQCB1, KCNJ13, LCAS, LRAT, MERTK, NMNAT1,
OTX2, PRPH2, RD3, RDH5, SPATA7

Refsum Erkrankung (7 Gene, 10 kb, EYE10)
PHYH, PEX7, PEX1, PEX26, PEX2, PEX3, PEX5

Senior Loken Syndrom (12 Gene, 41 kb, EYE11)
CEP290, NPHP4, NPHP1, NPHP3, SDCCAGS, INVS, IQCB1 (7 Gene, 25 kb),
CEP164, IFT81, TRAF3IP1, WDR19, ZNF423

(23 Gene, 56 kb, EYE12)

ABCA4, BEST1, PRPH2, PROM1, CRB1, RDH12, RPGR, RP1L1 (8 Gene,
25 kb), C1QTNFS5, CDH3, CLN3, CNGB3, CRX, CTNNA1, DRAM2, ELOVL4,
FSCN2, IMPG1, IMPG2, MFSD8, PRDM13, TIMP3, TTLLS

Zapfen und Zapfen-Stiabchen Dystrophien

(40 Gene, 88 kb, EYE13)

ABCA4, GUCY2D, RPGR, CRX, PRPH2, PROM1, CNGB3, CEP290 (8 Gene,
25 kb), ACBDS5, ADAMS, AIPL1, C210rf2, C20rf71, C80rf37, CABP4, CACNA1F,
CACNA2D4, CDHR1, CERKL, CNGA3, CNNM4, CRB1, CYP4V2, GNAT2,
GUCA1A, KCNV2, PCYT1A, PDESC, PDE6H, PITPNM3, POC1B, RAB28,
RAX2, RDH5, RGS9, RGS9BP, RIMS1, RPGRIP1, SEMA4A, TTLLS

Flecked Retina Erkrankungen (7 Gene, 19 kb, EYE14)
CHM, EFEMP1, PLA2GS, RDHS, RLBP1, RS1, VPS13B

P und Wagner Syndrom

Familidre dative Vitr
(8 Gene, 27 kb, EYE15)
CAPNS5, COL2A1, FZD4, LRP5, NDP, TSPAN12, VCAN, ZNF408

Stickler-Syndrom (5 Gene, 20 kb, EYE16)
COL2A1, COL11A1, COL9A1, COL11A2, COL9A2

Optikusatrophie (15 Gene, 22 kb, EYE17)
OPA1, OPA3, TMEM126A, WFS1, MFN2, TIMMBA, SPG7, NR2F1, ACO2,
VAX2, RTN4IP1, AFG3L2, C120rf65, SLC25A46, CISD2

Albinismus (9 Gene, 23 kb, EYE18)
C10orf11, GPR143, LYST, MC1R, OCA2, SLC24AS5, SLC45A2, TYR, TYRP1

Hermansky-Pudlak-Syndrom (9 Gene, 18 kb, EYE19)
HPS1, HPS3, HPS4, AP3B1, HPSS5, HPS6, BLOC1S3, BLOC1S6, DTNBP1

Mikrophthalmie (26 Gene, 56 kb, EYE20)

SOX2, OTX2, RAX, GDF3, BMP4, CHD7, SHH, ABCB6, PRSS56, STRAS,
ALDH1A3, GDF6, VSX2 (13 Gene, 25 kb), BCOR, FREM1, HCCS, HMGB3,
MAB21L2, MFRP, NAA10, RARB, RBP4, SIX6, SMOC1, TENM3, VAX1

Katarakt (41 Gene, 63 kb, EYE21)

CRYAA, CRYAB, CRYBA1, CRYBA4, CRYBB1, CRYBB2, CRYBB3, CRYGA,
CRYGB, CRYGC, CRYGD, CRYGS, PITX3, MAF, HSF4, MIP, GJA3, GJAS,
BFSP2, BFSP1, CHMP4B, EYA1, FOXE3, FTL, GCNT2, LIM2 (26 Gene,
23 kb), AGK, BCOR, EPHA2, FYCO1, GALK1, LEPREL1, LSS, NHS, PAXS,
PXDN, SIL1, SIPA1L3, SLC16A12, TDRD7, VIM

Septo-optische Dysplasie (SOD) (6 Gene, 8 kb, EYE22)
HESX1, OTX2, SOX2, PROKR2, FGFR2, SOX3
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