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Gentherapie

Neue Ansatze zur Therapie genetisch
bedingter Blindheit
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Achromatopsie ist eine erblich bedingte und bislang unheilbare Augen-
krankheit, bei der die Zapfen funktionslos sind. Im Mausmodell konnten
nun erste, sehr Erfolg versprechende Ergebnisse zur Genersatztherapie

der Achromatopsie erzielt werden.

Achromatopsia is a hereditary disorder characterized by lack of cone
photoreceptor function. Currently there is no treatment available. First
results obtained in an achromatopsia mouse model provide evidence for
successful restoration of vision using gene replacement therapy.

B Die Netzhaut des Auges enthalt zwei Arten
von Photorezeptoren, die jeweils hochspezia-
lisierte Aufgaben iibernehmen. Die besonders
lichtempfindlichen Stabchen erlauben das
Sehen im Dammerlicht, die Zapfen ermog-
lichen das Farbsehen sowie das scharfe Sehen
bei Tageslicht. Der Mensch besitzt drei Zap-
fenklassen mit unterschiedlicher spektraler
Empfindlichkeit. Menschen mit Achromatop-
sie fehlt, meist von Geburt an, die Funktion
der Zapfen. Im Gegensatz zur Rot-Griin-Farb-
fehlsichtigkeit, welche durch den Verlust
eines Farbpigments verursacht wird [1], sind
diese Patienten allerdings nicht nur farben-
blind, sondern haben auBerdem eine sehr
geringe Sehschérfe und leiden unter beson-
derer Lichtempfindlichkeit sowie Augenzit-
tern (Nystagmus). Im Laufe der Erkrankung
kommt es zu einer progressiven Degenera-
tion der Zapfen, die mit globalen Verdnde-
rungen der Netzhaut (z. B. Gliose) einhergeht.

Die Krankheit ist autosomal rezessiv und
wird in der Mehrzahl der Félle durch Muta-
tionen im CNGA3- (20 bis 28 Prozent der Fél-
le) oder CNGB3-Gen (40 bis 50 Prozent) aus-
gelost [2]. In seltenen Féllen (jeweils ein bis
zwei Prozent) finden sich Mutationen in den
Genen GNAT2 oder PDE6¢ [2]. CNGA3 und
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CNGB3 codieren fiir die A- bzw. fir die B-
Untereinheit des cGMP(zyklisches Guano-
sinmonophosphat)-gesteuerten Kationenka-
nals (CNG-Kanal, cyclic nucleotide gated chan-
nel) der Zapfen. Der CNG-Kanal nimmt eine
Schliisselposition im Sehprozess bei Tages-
licht ein, der mit der Lichtdetektion in den

Zapfen-AuBensegmenten beginnt. Man kann
den CNG-Kanal als molekularen Schalter
ansehen, der lichtvermittelte Anderungen der
c¢GMP-Konzentration in ein Spannungssignal
umsetzt, das die Glutamatfreisetzung an der
Zapfen-Synapse steuert. Dieses neuronale Sig-
nal wird zunachst iiber Interneurone (Bipo-
larzellen) an die Output-Neurone der Netz-
haut (Ganglienzellen) weitergeleitet. Die Gan-
glienzellen tibermitteln die visuellen Infor-
mationen schlieBlich in Form von Aktions-
potenzialen an das Gehirn.

Bisher existiert keine Therapie fiir Achro-
matopsie beim Menschen. In den letzten Jah-
ren wurden auf Grundlage von Adeno-asso-
ziierten Viren (rAAV) sichere rekombinante
virale Vektoren entwickelt, die fiir den Gen-
transfer in die Netzhaut verwendet werden
konnen [3]. Die Cnga3-Knock-out-Maus [4],
bei der mittels klassischer Gen-Knock-out-
Technik eines der bekannten Achromatopsie-
Gene (Cnga3) inaktiviert wurde, stand uns
als Tiermodell fiir Achromatopsie zur Verfii-
gung, um eine Genersatztherapie mithilfe von
rAAV zu etablieren. In friitheren Arbeiten
konnten wir zeigen, dass die Cnga3-Knock-
out-Maus ein valides Modell fiir Achroma-

rAAY

<« Abb. 1: Schematische Darstel-
lung der Genersatztherapie. Thera-
peutische Viren (rAAV) werden
unter die Netzhaut der Achroma-
topsie-Mause injiziert. Nach einer
Inkubationszeit von ca. zehn
Wochen kann die Virus-vermittelte
Expression des CNGA3-Proteins
beobachtet werden. Der vergroBer-
te Ausschnitt zeigt eine konfokal-
mikroskopische Aufnahme eines

| Gewebeschnitts von der Netzhaut
/ einer therapierten Cnga3-Knock-
out-Maus. Das exogene CNGA3-
Protein (griines Signal) wurde mit
einem Anti-CNGA3-Antikorper
visualisiert. INL: innere Kérner-
schicht; ONL: duBere Kdrner-
schicht; OPL: duBere plexiforme
Schicht; OS: AuBensegmente.
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topsie darstellt [5]. In Analogie zu den Patien-
ten zeigen die Cnga3-Knock-out-Mause einen
zapfenspezifischen Funktionsverlust, der mit
molekularen, strukturellen und morphologi-
schen Verdnderungen einhergeht, die letzt-
lich zur Degeneration und zum Zelltod der
betroffenen Zapfen fiihren.

Zu Beginn des Projekts war unter anderem
unklar, ob es (1) moglich ist, einen groBen
Membran-Protein-Komplex (hier den CNG-
Kanal) in den Zapfen der Netzhaut zu expri-
mieren, und ob (2) bei erfolgreicher Expres-
sion von Cnga3 die Zapfen die fehlende Funk-
tion erlangen wiirden.

Wir konnten nun im Mausmodell zeigen,
dass das Gen erfolgreich in die funktionslosen
Zapfen eingebracht werden kann. Dazu stell-
ten wir rAAV-Vektoren her, die eine Expres-
sion von Cnga3 unter Kontrolle eines zap-
fenspezifischen Promotors (S-Opsin-Promo-
tor) ermoglichten [6]. Derartige therapeuti-
sche Viren wurden in zwei Wochen alte
Cnga3-Knock-out-Mause subretinal injiziert
(Abb. 1). Nach acht Wochen konnten wir eine
rAAV-vermittelte Expression von Cnga3
erkennen [6]. Das exogene CNGA3-Protein
war in der Lage, mit endogenen CNGB3-Unter-
einheiten Heteromere zu bilden, welche
erfolgreich in das AuBensegment transpor-
tiert wurden. Diese neu generierten Kanal-
komplexe konnten die bis zu diesem Zeit-
punkt inaktive Phototransduktionskaskade
in den Knock-out-Zapfen aktivieren, um erst-
mals die Generierung Zapfen-vermittelter
Lichtantworten zu ermoglichen. Mittels
Elektroretinografie (ERG) und Ableitung von
Aktionspotenzialen konnten wir auerdem
zeigen, dass diese neuen Zapfen-vermittelten
Lichtinformationen an nachgeschaltete Bipo-
lar- und Ganglienzellen iibermittelt werden
[6]. Die Ganglienzellen waren nun in der Lage,
zapfenspezifische, lichtabhdngige Aktions-
potenziale zu erzeugen und an das Gehirn
weiterzuleiten [6].

<« Abb. 2: Erfolgreiche Verlangsamung der
Zapfen-Photorezeptordegeneration durch
Genersatztherapie. VergroBerte Ausschnitte
der Netzhaut therapierter und untherapier-
ter Achromatopsie-Mause. Die Zapfen wur-
den mit dem spezifischen Zapfen-Marker
Erdnusslektin (rotes Signal) visualisiert; die
Zellkerne wurden mit dem DNA-Marker
Hoechst 33342 gefarbt (blaues Signal).
Oben: Die Zapfen einer untherapierten, drei
Monate alten Achromatopsie-Maus degene-
rieren mit der Zeit (es sind fast keine Zap-
fen mehr vorhanden). Unten: Durch die The-
rapie wird die Zapfendegeneration signifi-
kant verlangsamt, sodass zum gleichen
Zeitpunkt deutlich mehr lebende Zapfen zu
finden sind (rotes Signal). MaBstabsbalken:
50 pm. ONL: duBere Kornerschicht; OPL:
auBere plexiforme Schicht; OS: AuBenseg-
mente.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die
Netzhaut nach erfolgreicher Genersatzthera-
pie Zapfen-vermittelte, lichtabhdngige Sig-
nale an das Gehirn sendet. Ist das Gehirn aber
auch in der Lage, diese ,neuen” Signale zu
verarbeiten? Um diese Frage zu beantworten,
testeten wir die therapierten Mause auf ihre
Fahigkeit, zwischen zwei Objekten mit unter-
schiedlicher spektraler Information zu unter-
scheiden. Dazu benutzen wir einen Test, der
auf der Abneigung von Miusen gegen Wasser
beruht. Wir trainierten die Méduse in einem
Wasserbecken mit einer rot markierten
Fluchtplattform. Im Anschluss testeten wir,
ob die Méuse in der Lage waren, diese stabi-
le (,richtige“) Plattform von einer zweiten,
gleichartigen Plattform zu unterscheiden, die
jedoch mit einer anderen Farbe (griin) mar-
kiert war und sank, sobald eine Maus auf die-
se kletterte. Die therapierten Mause konnten,
ahnlich wie die Kontrollmause, die beiden
Farben unterscheiden und steuerten bevor-
zugt die ,richtige“ Plattform an [6]. Hingegen
zeigten nicht-therapierte Cnga3-Knock-out-
Mause keine Praferenz fiir die richtige Platt-
form.

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass
es uns mittels rAAV-vermittelter Genersatz-
therapie gelungen ist, im Mausmodell Photo-
rezeptoren, die von Geburt an funktionslos
waren, zu therapieren. Dadurch konnten die
davor Zapfen-blinden Mause zum ersten Mal
Farben diskriminieren. Die Behandlung zeig-
te einen weiteren positiven Effekt: Die Dege-
neration der Zapfen und der Netzhaut wurde
deutlich verlangsamt (Abb. 2). Im Moment
ist es noch zu friih, um zu beurteilen, wie
wirksam solche Behandlungsansatze beim
Menschen sein konnen. Unsere Ergebnisse

lassen aber auf neue Optionen zur Vorbeu-
gung und Behandlung genetisch bedingter
Blindheit hoffen.
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