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Zusammenfassung

Einleitung

Die Leber‘sche kongenitale Amaurose ist eine schwerwiegende retinale Erkrankung
aus der Gruppe der erblichen Netzhautdystrophien. Sie fithrt zu einer Degeneration der
lichtempfindlichen Stibchen und Zapfen der Netzhaut. Dies resultiert in weiterer Folge in
einer progressiven Sehbeeintrichtigung und schlieBlich in einer Erblindung. Bis vor
kurzem erfolgte die Behandlung der LCA ausschlielich unterstiitzend. Allerdings wurden
durch die Fortschritte in der Molekularbiologie und Gentechnik potenziell kurative
Therapieansitze fiir die LCA entwickelt, die die Progression der Erkrankung aufhalten
konnen und im Idealfall zu einer Wiederherstellung des Sehvermdogens fithren konnen.
Material & Methoden

Der Schwerpunkt dieser Literaturarbeit liegt auf der Zusammenfassung der

verfiigbaren gentherapeutischen Behandlungsansitze bei der LCA sowie jener
Therapieansitze, die sich in der priklinischen Entwicklung oder der Phase der klinischen
Erprobung befinden. Die relevanten Daten wurden durch eine griindliche
Literaturrecherche gesammelt. Die fiir diese Arbeit relevanten wissenschaftlichen
Publikationen stammen aus den Datenbanken MEDLINE und Cochrane Library.
Ergebnisse & Diskussion

Im Mittelpunkt der Gentherapieentwicklung standen in den letzten Jahren die
AAV-vektorenvermittelten Genersatztherapien, die Geneditierungstherapien mit der
CRISPR/Cas9-Technologie, die Antisense-Oligonukleotiden-vermittelten Therapien sowie
die optogenetischen Therapien. Ein wichtiger Meilenstein auf dem Feld der Gentherapie
war die FDA- und EMA-Zulassung der vektorenvermittelten Genersatztherapie mit
Voretigen neparvovec (Luxturna®) fiir die RPE65-assoziierte LCA. Voretigen neparvovec
fithrte bei der Mehrheit der behandelten Patienten und Patientinnen zu einer signifikanten
Verbesserung des Sehens und der retinalen Lichtempfindlichkeit. Sehr gute
Therapieerfolge konnten dabei vornehmlich bei jungen Patienten beobachtet werden. Seit
der Luxturna®-Zulassung wurden jedoch auch potenziell schwerwiegende
Nebenwirkungen wie die chorioretinale Atrophie und intraokuldre Inflammationen
beobachtet. Neben Voretigen neparvovec konnten vielversprechende Ergebnisse auch fiir
weitere Genersatztherapeutika, welche sich aktuell in Phase der klinischen Zulassung
befinden, verzeichnet werden. Hierzu gehoren u.a. die Genersatztherapien mit ATSN-101

fiir GUCY2D-assoziierte LCA und rAAV8.hRKp.AIPL1 fiir die AIPLI-assoziierten LCA.
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Neben den vektorenvermittelten gentherapeutischen Ansidtzen stehen auch die
kosteneffizienteren =~ CRISPR/Cas9-gentherapeutischen Behandlungstechnologien im
Mittelpunkt der Forschung. Die Ergebnisse derzeit laufender klinischer Zulassungsstudien
fiir den Editierungskomplex Edit-101 bei Patienten mit einer CEP290-Mutation konnten
mit einem guten Wirksamkeits- und  Sicherheitsprofil  iiberzeugen. Die
Genersatztechnologien 16sen jedoch allgemeine Sicherheitsbedenken im Zusammenhang
mit Off-Target-Effekten und unbeabsichtigten genetischen Verdanderungen aus.

Wihrend die Genersatztherapie und Geneditierungstherapie genspezifisch sind,
konnte die optogenetische Therapie zukiinftig den Behandlungshorizont der LCA-
Betroffenen stark erweitern. Diese ist nimlich genunspezifisch und auch bei Patienten
ohne retinale Restfunktion anwendbar.

Die Entwicklung okuldrer Gentherapien hat in den vergangenen Jahren grofe
Fortschritte erreicht. Dennoch zeigen sich zahlreiche Herausforderungen, weshalb es
weiterer Forschung bedarf, um die Gentherapeutika in Hinsicht auf die
Therapienebenwirkungen, maximale Wirksamkeit und breite Verfiigbarkeit zu optimieren

und ihr volles Potenzial auzuschopfen.



Abstract

Introduction

Leber congenital amaurosis (LCA) is a severe retinal disease within the group of
hereditary retinal dystrophies. It leads to the degeneration of the light-sensitive rods and
cones in the retina, resulting in progressive visual impairment and ultimately blindness.
Until recently, the treatment of LCA was solely supportive. However, with advancements
in molecular biology and genetic engineering, potentially curative therapeutic approaches
have been developed, which can halt the progression of the disease and, ideally, restore
vision.
Materials & Methods

The focus of this literature review is to summarize the available gene therapeutic
approaches for LCA, as well as those therapies that are currently in preclinical
development or the clinical trial phase. Relevant data was collected through an extensive
literature search. The scientific publications relevant to this work were obtained from the
MEDLINE and Cochrane Library databases.
Results & Discussion

In recent years, the development of gene therapy has been centered around AAV
vector-mediated gene replacement therapies, CRISPR/Cas9-based gene editing therapies,
antisense oligonucleotide-mediated therapies, and optogenetic therapies. A significant
milestone in the field of gene therapy was the FDA and EMA approval of the vector-
mediated gene replacement therapy with voretigene neparvovec (Luxturna®) for RPE65-
associated LCA. Voretigene neparvovec resulted in a significant improvement in vision
and retinal light sensitivity for most treated patients. Notably, excellent therapeutic
outcomes were observed primarily in younger patients. However, since the approval of
Luxturna®, potentially serious side effects, such as chorioretinal atrophy and intraocular
inflammation, have been reported. In addition to voretigene neparvovec, promising results
have been observed for other gene replacement therapeutics that are currently in the
clinical approval phase. These include gene replacement therapies with ATSN-101 for
GUCY2D-associated LCA and rAAV8.hRKp.AIPL1 for AIPLI-associated LCA.

Alongside the vector-mediated gene therapeutic approaches, more cost-effective
CRISPR/Cas9-based gene therapy technologies are also a focal point of research. The
results of ongoing clinical trials with the editing complex Edit-101 for patients with a

CEP290 mutation have demonstrated a favorable efficacy and safety profile. However,
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gene replacement technologies raise general safety concerns related to off-target effects
and unintended genetic alterations.

While gene replacement and gene editing therapies are gene-specific, optogenetic
therapy may significantly expand the treatment options for LCA patients in the future. This
approach is gene-unspecific and can also be applied to patients without residual retinal
function.

The development of ocular gene therapies has achieved significant milestones in
recent years. However, numerous challenges remain, and further research is needed to
optimize gene therapeutics in terms of therapy-related side effects, maximal efficacy and

broad availability to fully develop their potential.
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1 Einleitung

Bei der Leber'schen kongenitalen Amaurose (Leber Congenital Amaurosis, LCA)
handelt es sich um eine hereditdre Erkrankung der Retina, die zur Gruppe der erblichen
Netzhautdystrophien (inherited retinal dystrophies, IRDs) gehort. Die LCA wird als eine
der schwerwiegendsten Formen der IRDs betrachtet und ist durch eine hochgradige
Sehbeeintriachtigung charakterisiert, welche seit dem Zeitpunkt der Geburt besteht bzw.
sich in den ersten Lebensmonaten des Sduglings entwickelt. Der schweren Sehstérung bei
der LCA liegt bei den meisten LCA-Betroffenen eine progressive Dystrophie der Netzhaut
zugrunde. [1,2]

Die Symptome der LCA wurden erstmalig im Jahr 1869 vom Dr. Theodore Leber
als eine schwere Sehbeeintrichtigung, begleitet von Nystagmen und schwachen
Pupillenreflexen bei Siduglingen, beschrieben. Heutzutage verfligt man iiber ein
tiefgehendes Wissen iiber diese Erkrankung. [1]

Die LCA betrifft 1 von 33000-81000 Lebendgeburten. Obwohl sie lediglich 5% aller
IRDs-Fille ausmacht, ist sie fiir 20% der Erblindungen im Kindesalter verantwortlich.
[1,3]

In den vergangenen Jahren konnten durch intensive medizinische Forschung neue
genetherapeutische Behandlungsansidtze fiir die Leber'sche kongenitale Amaurose
entwickelt werden. Zu diesen Therapieansitzen gehoren die Genersatztherapie durch die
Verwendung von adeno-assoziierten Viren, die Optogenetik sowie die Genom-Editierung
tiber das CRISPR/Cas9-System. Durch diese Therapien konnte in der Zukunft ein
bedeutsamer Therapieerfolg bei der LCA-Behandlung erreicht werden. [7]

1.1 Erbliche Netzhautdystrophien (Inherited retinal dystrophies,
IRDs)

1.1.1 Definition und Pravalenz der IRDs

Bei den IRDs, auch als genetisch determinierte Netzhautdystrophien bzw. erbliche
Netzhautdystrophien bekannt, handelt es sich um eine klinisch und genetisch heterogene
Gruppe von Augenerkrankungen, welche typischerweise mit einer gravierenden
Sehbeeintriachtigung in Zusammenhang stehen. Ursdchlich hierfiir sind genetische
Mutationen, die zur Beeintrichtigung der normalen Funktion von Fotorezeptoren der
Retina sowie zum Untergang der Netzhautzellen fiihren konnen. Heutzutage sind mehr als

280 Genvarianten bekannt, welche mit IRDs assoziiert sind. [1,4,5]



Die Privalenz der IRDs betrigt 0,06-0,2%. Global sind 5-10 Millionen Personen von

diesem Erkrankungsspektrum betroffen. [6].

1.1.2 Erstmanifestation und Symptome der IRDs

Der Erstmanifestationszeitpunkt kann bei den IRDs-Erkrankungen stark variieren.
Wihrend die ersten Symptome bereits bei der Geburt ausgeprigt sein kdnnen, kdnnen
diese auch erstmalig im spiten Erwachsenenalter auftreten. Auch bei der symptomatischen
Ausprdagung der verschiedenen IRDs liegt eine starke Variation vor. So sieht man
beispielsweise eine weite Bandbreite bei der Ausprigung der Dystrophie-Symptomatik, die
von einer Lichtempfindlichkeit iiber eine Nachtblindheit bis hin zu einer schwerwiegenden
Reduktion des Sehvermdégens und kompletter Blindheit reichen kann. Den verschiedenen
klinischen Ausprigungsformen der IRDs liegt eine gemeinsame Ursache zugrunde, die

Degeneration bzw. Dysfunktion von Fotorezeptoren der Netzhaut. [4,6]

1.1.3 Krankheitsverlauf bei IRDs

Die Krankheiten der Gruppe der IRDs koénnen sowohl einen progressiven Verlauf
zeigen als auch eine konstante, sich nicht verindernde Dynamik aufweisen. Zu den
stationdren Erkrankungen gehoren Zapfen-Stibchen-Dysfunktionssyndrome. Diese
kommen kongenital vor bzw. zeigen eine friihe Manifestation im Sinne einer Early-
Infantile-Onset-Erkrankung. Hiufiger ist bei den IRDs jedoch ein progressiver irreversibler
Krankheitsverlauf zu beobachten. Zu den Erkrankungen mit Progressionstendenz gehoren
mitunter die Zapfendystrophie (COD, Cone Dystrophy), die Zapfen-Stibchen-Dystrophie
(CORD: Cone-rod Dystrophy) und die Stdbchen-Zapfen-Dystrophie (RDC, Rod-cone
Dystrophy). Bei Erkrankungen mit progressiven Verldufen zeigt sich hdufig ein spéterer
Ausbruch der Erkrankung in Bezug auf das Lebensalter der Betroffenen. Eine
Krankheitsprogredienz zeigen u.a. die Leber'sche kongenitale Amaurose und EOSRD
(Early-onset severe retinal dystrophy). Diese sind durch einen kongenitalen bzw.

friihmanifesten schwerwiegenden Sehverlust charakterisiert. [4,7]

1.1.4 Einteilung der IRDs

Die Gruppe der IRDs kann in 4 Subtypen klassifiziert werden:
1. Stidbchen-Zapfen-Degenerationen
2. Zapfen-Stibchen-Degenerationen

3. Chorioretinale Degenerationen



4. Makula-Degenerationen

Die Stibchen-Zapfen-Degenerationen sind die am hédufigsten vorkommenden
Erkrankungen unter den IRDs. Aufgrund der primdren Affektion der lichtsensitiven
Stibchen leiden die Patienten initial unter einem peripheren Sehverlust und einer
Nachtblindheit. Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es zur Affektion der Zapfen, die
zum zentralen Sehverlust, sowie zum Verlust des Farbsehens fiihrt. [6]

Bei Zapfen-Stibchen-Degenerationen degenerieren primdr die Zapfen, die
Betroffenen prédsentieren sich in der Regel anfangs mit einer Farbsehstorung, einer
Photophobie sowie einer reduzierten Sehschirfe. [6]

Chorioretinale Degenerationen konnen in ihrer Symptomatik sehr variabel
ausgeprigt sein, typischerweise zeigt sich hier jedoch wiederum eine Nachtblindheit, sowie
ein initialer peripherer Sehverlust mit einer Progression zum zentralen Sehverlust im
weiteren Krankheitsverlauf. [6]

Patienten mit einer Makuladegeneration leiden unter einem verzerrten Sehen, einer
reduzierten Sehschirfe sowie unter zentralen und parazentralen Gesichtsfeldausfillen, das

periphere Sehen ist typischerweise nicht beeintrichtigt. [6]
1.1.5 Diagnostik

Beim Vorliegen der fiir eine IRD sprechenden Symptomatik erfolgt die
Diagnosestellung im Rahmen einer umfangreichen fachérztlichen ophthalmologischen
Untersuchung sowie im Rahmen einer humangenetischen Beratung und Diagnostik, da fiir
die IRDs zahlreiche Genmutationen ursdchlich sind. Trotz der Komplexitit der
Netzhautdystrophien konnten in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte bei der
Identifizierung zustindiger Genvarianten erzielt werden. Dies basiert auf der
diagnostischen Anwendung von fortgeschrittenen Sequenzierungstechnologien wie Next
Generation Sequencing (NGS). Durch die Anwendung dieser Hochdurchsatztechnologien
ist es moglich, viele in Frage kommende Gene in einem einzigen Durchgang zu lesen, statt
aufwendige sequenzielle Gen-fiir-Gen-Tests durchfilhren zu miissen. Zudem ist durch
molekularbiologische Verfahren wie Whole-Exome-Sequencing die Identifizierung
moglicher neuer fiir IRDs verantwortlicher Genvarianten moglich. Basierend auf den
Kenntnissen iiber die genetischen Ursachen der IRDs konnte zudem ein gutes Verstindnis
tiber die Genotyp-Phinotyp-Korrelation entwickelt werden, sowie eine intensive

Forschung an gentherapeutischen Behandlungsmethoden in Gang gesetzt werden. [5,8]



1.1.6 Folgen der Sehbehinderung und Erblindung bei den IRDs

Die aktuellen epidemiologischen Analysen zeigen, dass die bisherigen
Hauptursachen von Blindheit wie Katarakte, altersbedingte Makuladegenerationen,
unterkorrigierte Refraktionsanomalien, Glaukome, sowie die diabetische Retinopathie
vornehmlich iltere Patientengruppen betreffen und in ihrer Privalenz dank verbesserter
und zugénglicher Augenscreening-Moglichkeiten eine Tendenz zum Riickgang zeigen. Die
Erblindung bzw. schwere Sehbehinderung bei jiingeren Patienten im arbeitsfihigen Alter,
welche in der Vergangenheit hauptsichlich durch die diabetische Retinopathie verursacht
wurde, wird in Industrielandern heutzutage iiberwiegend durch die IRDs hervorgerufen.
Demzufolge haben Erkrankungen dieser Gruppe einen sehr hohen Stellenwert in der
heutigen medizinischen Forschung. [6,9]

Sehbeeintrichtigung und Blindheit beeinflussen in der Regel die Lebensqualitit der
betroffenen Personen sehr stark. Die Sehfihigkeit hat einen immens hohen Einfluss auf
simtliche Lebensbereiche wie Bildung, Arbeitsfihigkeit, Gesundheit, Freizeit- und
Erholungsmoglichkeiten sowie Lebenserwartung. In einer retrospektiven australischen
Studie konnte nachgewiesen werden, dass blinde Personen im arbeitsfihigen Alter im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer unbeeintrichtigten Sehfihigkeit eine signifikant
erhohte  Morbiditit und  Mortalitit haben und hidufigere und ldngere
Krankenhausaufenthalte bendtigen. Verglichen mit der Normalpopulation, welche durch
die Kontrollgruppe reprisentiert wurde, war die Mortalitit der Fallgruppe siebenfach
erhoht, die Krankenhausaufenthalte waren im Durchschnitt 1,5-mal hdufiger und dauerten
2,2-mal lidnger als bei der Kontrollgruppe. Laut einer Publikation von Eileen et al. ist
zudem eine Blindheit bzw. stark verminderte Sehkraft signifikant mit der Entwicklung
einer Depression und Angststérung assoziiert. [9,10,11]

In Studien, welche die soziookonomischen Auswirkungen der IRDs in den USA
sowie in Kanada untersuchten, konnten erhebliche soziale und wirtschaftliche
Auswirkungen festgestellt werden. Die Mehrheit der wirtschaftlichen Kosten bezieht sich
auf die Einschrinkungen der Erwerbstitigkeit und Okonomischer Produktivitdt der
Betroffenen im arbeitsfihigen Alter. [6, 12]

Im Hinblick auf die erhohte Mortalitit und Morbiditéit der Betroffenen, hdufigere und
prolongierte Krankenhausaufenthalte, gehduftes Auftreten psychischer Komorbidititen,
Verlust an Lebensqualitit sowie aufgrund von Einschriankungen in der Erwerbsfihigkeit
der Betroffenen spielt die Forschung und Entwicklung rund um die IRDs eine bedeutsame

Rolle in der heutigen Medizin. [13]



1.1.7 Behandlung und Therapiemoglichkeiten der IRDs

Die Behandlung der meisten IRDs ist symptomatisch und beinhaltet augenirztliche
Eingriffe, Refraktionskorrekturen, Anpassung von Hilfsmitteln, Optimierung der
Sehschirfe sowie Prdvention einer Amblyopie. Grofe Bedeutung hat dabei ein
interdisziplindrer und multifaktorieller Behandlungszugang. [4]

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Tierversuche durchgefiihrt, welche
essenzielle Kenntnisse iiber die zugrundeliegenden Genmutationen und die damit
verbundenen pathologischen und molekularbiologischen Entstehungsmechanismen der
IRDs lieferten. Dank der neuen Kenntnisse iiber die pathophysiologischen, genetischen
und molekularbiologischen Hintergriinde der IRDs werden heutzutage zahlreiche neue
Therapiestrategien fiir die Behandlung der bisher unheilbaren IRDs-Erkrankungen
entwickelt. [13]

Mittlerweile ist die erste FDA- (Food and Drug Administration), EMA- (European
Medicine Agency) und TGA- (Therapeutics Goods Administration) zugelassene
Gentherapie fiir Patienten mit einer RPE65-assoziierten frithkindlichen Retinopathie
verfligbar. Die Zulassung erfolgte im Jahr 2017 in den USA und im Jahr 2018 in der
Europdischen Union. Dariiber hinaus wird intensiv an weiteren innovativen

Therapieansitzen fiir IRDs geforscht. [4,8]
1.2 Leber'sche kongenitale Amaurose

1.2.1 Pravalenz und klinische Symptome

Netzhautdystrophien gehéren zu den fithrenden Ursachen der kindlichen
kongenitalen  Erblindung. Die LCA  stellt dabei die schwerwiegendste
Netzhautdystrophieform dar und ist fiir die Erblindung im mitunter sehr frithen Lebensalter
verantwortlich. Sie betrifft im Durchschnitt 2-3 pro 100.000 Lebendgeburten, weltweit
sind schitzungsweise etwa 180.000 Personen betroffen. In genetisch isolierten
Gemeinschaften und in konsanguinen Populationen wird von einer hoheren Privalenz
ausgegangen. [14]

Wihrend die meisten LCA-Patienten und -Patientinnen innerhalb der ersten
Lebensjahre Symptome entwickeln, weist ein sehr kleiner Teil des Patientenkollektivs in
jungen Jahren eine normale bis nahezu normale Sehschirfe auf. [42]

Die Fundusuntersuchungen konnen in jungen Jahren des Patienten noch unauffillig

sein. Im  weiteren  Krankheitsverlauf kommt es zu einer progressiven



Netzhautdegeneration, Anzeichen einer Pigmentretinopathie treten auf. Die verbleibende
Sehfunktion verschlechtert sich im Jugendalter bzw. frithen Erwachsenenalter progressiv.
Im vierten bis fiinften Jahrzehnt erfiillen fast alle LCA-Patienten die WHO-Kriterien fiir
Blindheit. [42]

Zu den klinischen Ausprdgungen einer LCA gehoren eine frithe schwerwiegende
Visusminderung, ein Nystagmus, eine stark abgeschwichte bzw. nahezu géinzlich fehlende
Pupillenreaktion (amaurotische Pupillenstarre), abnormale visuell evozierte Potenziale
(VEPs) sowie gravierende Ganzfeld-Elektroretinogramm-Veridnderungen bis hin zu einer
ganz fehlenden Detektion im ERG. Zu den weiteren Symptomen, die mit der LCA
assoziiert sind, zihlen Refraktionsfehler, eine Fotophobie (Lichtscheue), eine Nyktalopie
(Nachtblindheit), das Franceschetti okulodigitale Phinomen, ein Keratokonus
(kegelformige Vorwdlbung der Hornhaut) und Katarakte. [14,15,16]

Beim Franceschetti okulodigitalem Phinomen kommt es zum repetitiven Stechen,
Reiben und Driicken der Augen. Es handelt sich um ein selbststimulierendes Phinomen,
bei welchem durch die Manipulationen am Auge Aktionspotenziale an der Netzhaut bzw.
im optischen Nerv erzeugt werden und die betroffenen Kinder dadurch Lichtblitze
wahrnehmen konnen. Dieses Phanomen wird hdufig bei kleinen Kindern mit schwerer
Sehbehinderung beobachtet und verschwindet in der Regel im Jugendalter. Zu den durch
das okulodigitale Phianomen verursachten Komplikationen gehéren Hornhautschiden wie
etwa eine Hornhautektasie, bei der die Hornhaut sich verschmilert und nach auflen
vorsteht, sowie ein Enophthalmus, bei dem der Augapfel sich in die
Augenhohle zuriickzieht. [16]

Zum Spektrum der kongenitalen Netzhautdystrophien mit Manifestation im
Kindesalter gehort neben der LCA auch die in der klinischen Ausprigung etwas mildere
EOSRD. Beide stellen zusammen die schwerwiegendsten Formen der kindlichen
Netzhautdystrophien dar. Wiahrend die LCA jedoch meist durch eine seit der Geburt
vorhandene oder sich in den ersten Lebensmonaten des Siduglings entwickelnde
schwerwiegende Sehschwiche charakterisiert ist, kommt es bei der EOSRD typischerweise
zu einer spiteren Erstmanifestation. Die Reduktion der Sehkraft tritt dabei iiblicherweise
frithestens nach der Siduglingsperiode und spitestens vorm Erreichen des fiinften
Lebensjahres auf. Das Ausmall der verbleibenden Sehfunktion kann bei der EOSRD

individuell stark variieren. [2,17]



1.2.2 Publizierter Fallbericht

In dem im Jahr 2022 publizierten Artikel von Sangeetha et al. wurde ein 1,5-jdhriger
minnlicher Patient mit mehreren ophthalmologischen Auffilligkeiten vorgestellt. Es
handelte sich um ein leibliches Kind eines konsanguinen Paares (Konsanguinitdt III.
Grades). Bei der Erstvorstellung berichteten die Eltern des Kindes von einer mangelnden
visuellen Objektverfolgung des Kindes, welche bereits im frithen Sduglingsalter
aufgefallen sei. Die miitterliche antenatale sowie perinatale Anamnese waren unauffillig.
Bei der allgemeinen kindlichen Entwicklung konnten leichte Verzogerungen beim
Erreichen der Entwicklungsmeilensteine beobachtet werden. [16]

In der klinischen Untersuchung fielen tiefliegende Augen, ein vertikaler Nystagmus
und beidseitiges AuBenschielen auf. Das Kleinkind {ibte zudem wiederholt einen
prolongierten Daumendruck auf die Augen aus, kombiniert mit einem Augenstechen. Das
Kind konnte auBerdem keinen Augenkontakt halten und war nicht in der Lage, eine
Lichtquelle zu fixieren bzw. zu verfolgen. Der Lidschlussreflex konnte beim schnellen
Anndhern nicht ausgelost werden. Bei der Pupillenuntersuchung zeigten sich dilatierte
Pupillen, die Lichtreaktion war deutlich verlangsamt. Die Fundusuntersuchung lieferte
einen unauffilligen Befund. [16]

Differentialdiagnostisch wurde eine Sehbeeintrichtigung in Folge eines
hypoglykdmischen Gehirnschadens, einer intrauterinen Infektion sowie infolge einer IRD-
Erkrankung in Betracht gezogen. Die neurologische Untersuchung des motorischen
Systems war unauffillig. Die angeordnete Schiddelmagnetresonanztomographie zeigte
ebenso keine Pathologie, bei der Ermittlung der VEPs war jedoch keine Reizantwort
vorhanden. [16]

In der Gendiagnostik konnte eine homozygote Nonsense-Variante im Exon 16 des
GUCY2D-Gens detektiert werden, die zu einem Stopp-Codon und somit zum Abbruch der
Proteinsynthese im Codon 984 fiihrte (p.Cys984Ter). Die p.Cys984Ter-Variante des
GUCY2D-Gens wurde leitlinienkonform als pathogenetische GUCY2D-assoziierte LCA-

Variante klassifiziert. [16]

1.2.3 Genetische Ursachen
Charakteristisch fir die LCA sind Ausfille bei der Reizaufnahme und
Reizweiterleitung innerhalb der Retina, die in weiterer Folge zur Verminderung des

Sehvermogens und schlieBlich zur Blindheit fithren. Das Erkrankungsspektrum ist

charakterisiert durch einen schwerwiegenden kongenitalen bzw. frithmanifesten



Sehverlust, einen Nystagmus, amaurotische Pupillen sowie durch reduzierte oder fehlende
Wellen im ffERG (Ganzfeldelektroretinographie). Den hier genannten Ausfillen liegen
Mutationen in den fotorezeptorspezifischen Genen zugrunde. [13, 7, 15]

Die Vererbung erfolgt in den meisten Féllen autosomal rezessiv, es wurden jedoch
auch dominante Erbgéinge beschrieben (bei Mutationen im /IMPDH;, OTX> und CRX). [1]

Zu den hiufigsten Auslosern der Erkrankung gehdren Mutationen in den Genen
CEP290, CRBI1, GUCY2D, RDHI12, RPE65, AIPLI, NMUNATI und TULPI. [7, 15]

Basierend auf der letzten GeneReviews®-Revision (2023) der wissenschaftlichen

Publikation ,Leber Congenital Amaurosis/Early-Onset Severe Retinal Dystrophy
Overview* von Kumaran et al. sind derzeit 25 Gene bekannt, welche bei der Pathogenese
des LCA/EOSRD-Spektrums eine Rolle spielen. Diese sind in Tabelle 1 aufgelistet. Sie
scheinen einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung der retinalen Funktion zu
haben. Mutationen in den mit der LCA in Zusammenhang stehenden Genen fiihren zu
maBgebenden Funktionsstorungen, wie etwa Storungen der Fotorezeptorenmorphogenese
(CRB;, CRX, GDFb6), Storungen der retinalen Differenzierung (OTX>) oder Storungen der
Fototransduktion (AIPL;, GUCY>D). Mutationen in den bisher bekannten Genen sind
verantwortlich fiir ca. 75% aller LCA-Fille. Das NGS bietet hierbei eine hervorragende

Moglichkeit, neue fiir die LCA verantwortliche Gene bzw. Loci zu identifizieren [1,2]

Tabelle 1: LCA/EOSRD: assoziierte Gene

Gen %-Anteil Klinische Merkmale
an  allen
LCA/EOS Visuelle Funktion Fundus Weitere Informationen
RD-Fiillen
AIPLI <5% LCA: Fundus kann im OCT:
frither Sehverlust Sauglingsalter normal sein relativer Erhalt der
dufleren retinalen
Struktur vor dem 5.
Lebensjahr.
Frithe Makulopathie bis
hin zu totaler Makula-
Atrophie
CEP290 15-20% LCA: Fundus kann im OCT:
Variabel, meist jedoch Sduglingsalter normal sein Reste der dufleren
schwere Visus- Netzhautstruktur hiufig
Beeintrichtigung; bis zum 4.
keine klare Progression in Lebensjahrzehnt
der ersten Dekade vorhanden.
Assoziiert mit
Nephronophthise und

Joubert-Syndrom



CRB1 10% Phinotypen: LCA/EOSRD, Variabel: OCT:
RP & andere Nummulire Pigmentierung, retinale Verdickung und
Makulopathie oder relativer Schichtverlust wurden
Schweregrad und Erhalt des paraarterioldren berichtet
Progression variieren RPE
signifikant
il H |
GUCY2D | 10-20% LCA: Meist unauffillig -
Friiher Sehverlust, Fehlen
des Farbempfindens,
signifikante Photophobie.
Betrichtliche verbleibende
stabchengesteuerte visuelle
Funktionalitit
IFT140 ? - - Assoziiert mit
Nephronophthise und
Joubert-Syndrom
| IMPDH1_|| 5% IL- IL- [IE
I0CB1 ? - - Assoziiert mit
Nephronophthise und
Joubert-Syndrom
L LCAs [ 12% I I |-
LRAT <1% EOSRD: dhnlich wie bei - -
RPE65-LCA
NMNATI || ? LCA/EOSRD: Ausgeprigte Makulopathie -
Bei Mehrheit der Betroffenen
frither Sehverlust;
in wenigen Fillen milder
Phénotyp.
\RD3 || <1% - - |-
RDHI2 10% LCA-Phinotyp o  Frithe umfassende RPE- | OCT: Makulaexkavation
Atrophie
o  Minimale intraretinale FAF:
Pigmentierung in frither | Autofluoreszenzverlust
Kindheit
o Im Krankheitsverlauf
Entwicklung dichter
intraretinaler
Knochenspikulapigment
ierung
o  Frithe progressive
Makula-Atrophie
RPEG65 5-10% Nichtliche Blindheit seit der Blonde Netzhaut moglich, FDA-zugelassene
Geburt, minimaler periphere weie Gentherapie verfiigbar
Nystagmus, mangelhafte punktformige Lasionen.
Farbenunterscheidung bei
verbleibender
zapfenbedingter Sehfihigkeit
in den ersten 3
Lebensdekaden mit
progressiver
Gesichtsfeldverlust
RPGRIP1 || 5% Initial rapider Abfall der - -
Sehkraft, danach keine
Progression
| SPATA7 || 3% |- |- |-
TULPI <1% - Makulopathie -




Weitere bekannte Genmutationen: ALMSI1, CABP4, CLUAPI1, DTHDI1, GDF6, KCNJ13, OTX2, PRPH2

Quelle: Kumaran et al., ,, Leber Congenital Amaurosis / Early-Onset Severe Retinal Dystrophy Overview .

GeneReviews®. Last Revision: March 23, 2023. [2]

Die bei einer LCA betroffenen Gene regulieren viele biochemische Prozesse, welche fiir
die Sehfunktion von groBer Bedeutung sind. In der Tabelle 2 sind die Funktionen der
jeweiligen Gene aufgelistet. Das LCA/EOSRD-Spektrum ist genetisch stark heterogen.
Aufgrund der breiten genotypischen Variabilitit kommt es folglich zu einer klinischen

Heterogenitidt bei LCA/EOSRD-Mutationstrigern. [1,2]

Tabelle 2: LCA: Affektierte Gene und Funktionen ihres Genproduktes

Gene Funktion
CEP290, IQCBI, LCAS5, RPGRIPI, SPATA7, Zillidrer Transport in Fotorezeptoren
TULPI, IFT140

CRBI, CRX, GDF6, CLUAPI, PRPH2 Photorezeptormorphogenese
AIPLI, GUCY2D, RD3 Phototransduktion

LRAT, RDHI2, RPE65 Der visuelle Zyklus

CABP4, KCNJ13 Signaltransduktion

orx2 Retinale Differenzierung
IMPDH1 Guanin-Synthese

NMNATI NAD-Biosynthese

Quelle: Chiu et al., “An Update on Gene Therapy for Inherited Retinal Dystrophy: Experience in Leber
Congenital Amaurosis Clinical Trials”, 2021 [15]

1.2.4 Genetische Diagnostik

Im Rahmen der genetischen Diagnostik wird bei dem Verdacht auf eine Leber'sche
kongenitale Amaurose eine ausfiihrliche Familienanamnese erhoben. Von Interesse sind
hierbei Erkrankungen mit einer Sehbeeintrichtigung bzw. einer manifesten LCA/EOSRD-
Erkrankung, welche innerhalb von drei familidren Generationen aufgetreten sind. Auch
eine mogliche Konsanguinitit innerhalb der Familie ist anamnestisch relevant und wird
erfragt. Die empfohlenen molekulargenetischen Testverfahren umfassen genspezifische
Testansdtze (Multigenpanel) sowie umfassende genomische Testverfahren wie eine
Genomsequenzierung oder Exomsequenzierung. Bei genspezifischen Testverfahren, dem
sogenannten ,,gene-targeting-testing*, kann ein bereits charakterisiertes, mit der LCA in
Zusammenhang stehendes Gen als Ursache der Netzhautdystrophie des Patienten erkannt

werden. Hierfir werden Multigenpanele verwendet, die diagnostisch Genvarianten
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umfassen, welche bereits in der Vergangenheit als LCA/EOSRD-Ursache identifiziert
wurden. Die Sequenzierung eines einzelnen Gens wird typischerweise nicht empfohlen.
Genomische Testverfahren ermoglichen es, Gene zu identifizieren, welche bislang nicht
mit der LCA in Verbindung gestanden sind. Als genomisches Testverfahren wird am
hiufigsten eine Exomsequenzierung verwendet, mit dem Fortschritt der Wissenschaft ist
jedoch zunehmend auch eine Genomsequenzierung moglich. Im Rahmen dieser konnen
auch nicht-kodierende Varianten als LCA-Ursache erkannt werden. So konnten
beispielsweise pathogene Varianten in nichtkodierenden Regionen von CRBI, GUCY2D
und /FT140 bei Personen mit erblichen Netzhautdystrophien identifiziert werden. Fiihrt die
Exomsequenzierung zu keiner Diagnose, kann auch ein Exom-Array in Betracht gezogen
werden. Mit diesem Testverfahren ist man in der Lage, Exomdeletionen oder
Exomduplikationen zu erkennen, welche durch eine Sequenzanalyse nicht erkannt werden

konnen. [2]

1.2.5 Molekularbiologischer Hintergrund der LCA-Erkrankung
RPE65-assoziierte LCA/EOSRD

Beim RPE65 handelt es sich um ein im retinalen Pigmentepithel vorkommendes
Protein. Seine Mutationen stehen in Verbindung mit erblichen Netzhautdystrophien. Im
Retinal-Retinol-Zyklus (auch als visueller Zyklus bezeichnet) ist RPE65 fiir die
Regeneration von 11-cis-Retinol verantwortlich. In einer Studie von Moiseyev et al.
konnte bewiesen werden, dass RPE65 im Retinal-Retinol-Zyklus als eine
Isomerohydrolase agiert. Diese Funktion scheint dabei eine entscheidende Rolle im
Retinal-Retinol-Zyklus zu spielen. Dabei wird mittels der Isomerohydrolase-Aktivitit das
all-trans-Retinylester in 11-cis-Retinol umgewandelt (siche Abbildung 1). RPE6S5 ist somit
fiir den Vitamin-A-Metabolismus in diesem Zyklus verantwortlich. Diese Funktion von
RPE65 trigt folglich malBgeblich zum Verstindnis der Pathogenese von
Netzhautdystrophien, die im Zusammenhang mit RPE65-Mutationen stehen, bei.
Biallelische Genvarianten erhohen das Risiko fiir LCA/EOSRD. Das RPE65-Gen ist am
Chromosom 1p31.2 lokalisiert. [7,18]

GUCY2D-assoziierte LCA/EOSRD

Die GUCY2D-assoziierte LCA wird autosomal rezessiv vererbt. Das GUCY2D-Gen
ist am Chromosom 17pl13.1. lokalisiert und kodiert fiir das Photorezeptorenzym
Guanylatzyklase D, welches sich in der Retina befindet und eine wichtige Rolle in der

Phototransduktionskaskade spielt. GUCY2D wird stirker im d@uBBeren Fotorezeptorsegment
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der Zapfenzellen als der Stibchenzellen exprimiert. Die GUCY2D-Mutation ist fiir 6-21%
aller LCA-Fille verantwortlich. [1,7]

light |

/-\

all-trans retinal

11-cis retinal all-trans retinol
/ dehydrogenase reductase

Photorecptor cell

Interphotoreceptor matrix IRBP Visual Cycle IRBP
¢

Retinal pigment epithelium

a%l—tran's retinol

. . all-trans retinol
11-cis retinal

11-cis retinol
dehydrogenase

11-cis retinol all-trans retinyl esters

Abbildung 1: Retinal-Retinol-Zyklus (Visueller Zyklus)
Quelle: Chiu, 2021[15]

CEP290-assoziierte LCA/EOSRD

Das CEP290-Gen ist am Chromosom 12q21.32 lokalisiert. Unter allen bekannten
CEP290-Genvarianten ist die ¢.2991+1655>G intronische Variante am hdufigsten fiir die
Entwicklung einer LCA verantwortlich, die Haufigkeit liegt bei 58-77% aller CEP290-
LCA-Fille. Das CEP290-Gen kodiert fiir das zentrosomale CEP290-Protein, welches in
den Fotorezeptoren lokalisiert ist und eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, Stabilitét
und Funktion der Zilien spielt. Bei den Zilien handelt es sich um haaridhnliche Strukturen,
welche an der Oberfliche der Fotorezeptorzellen lokalisiert sind und maBgeblich an der
retinalen Lichtdetektion und somit an der Sinneswahrnehmung beteiligt sind. Mutationen
im CEP290-Gen sind ebenfalls mit systemischen Erkrankungen assoziiert, wie etwa dem
Joubert-Syndrom, dem Senior-Lgken-Syndrom und dem Meckel-Syndrom. [1,7,21]
CRB1-assoziierte LCA/EOSRD

Das CRBI-Gen ist auf dem Chromosom 1q31.3 lokalisiert und kodiert fiir das

CRBI1, das Crumbs-Homolog-1-Protein. Dabei handelt es sich um ein groBes
Transmembranprotein, bestehend aus 37 intrazelluldiren Aminosduredoménen, welches im
inneren Segment der Fotorezeptorzellen und Miiller-Zellen exprimiert wird und fiir eine
addquate Morphogenese in der Entwicklung der Netzhaut zustindig ist. CRBI-Mutationen
sind mit zahlreichen retinalen Dystrophie-Erkrankungen, wie etwa mit der LCA, Retinitis

pigmentosa, fovealer Retinoschisis und Makuladystrophie assoziiert und zeigen ein breites
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Spektrum an phinotypischen Ausprigungen. Mutationen in der Calciumkation-bindenden
EGF-idhnlichen Doméne sind hidufig mit schwerwiegenden phianotypischen Ausprigungen
assoziiert. Durchschnittlich 9-17% aller bekannten LCA-Fille stehen im Zusammenhang
mit CRBI-Mutation. Die Privalenz ist dabei am hochsten in der chinesischen Population.
[1,7,24,25]
AlIPL1-assoziierte LCA/EOSRD

Das AIPLI-Gen, welches auf dem 17p13.2-Chromosom lokalisiert ist, kodiert fiir
das AIPLI-Protein (Aryl-hydrocarbon-interacting-protein-like 1). Dieses Protein spielt
sowohl bei der Entwicklung der Fotorezeptoren als auch in der Phototransduktionskaskade
eine wichtige Rolle. Sowohl die Zapfenfotorezeptoren als auch die Stibchenfotorezeptoren
exprimieren das AIPL1 wihrend ihrer retinalen Entwicklung. In der bereits entwickelten
Retina setzen nur die Stibchenfotorezeptoren die Expression fort. Missensemutationen und
Stoppmutationen im A/PLI-Gen fithren zum LCA-Phénotyp, eine Frameshift-Mutation hat
einen milderen Phédnotyp der juvenilen Retinitis pigmentosa zur Folge. Mutationen im

AIPLI-Gen machen etwa 5% aller LCA-Fille aus. [1]

1.2.6 Genotyp-Phanotyp-Korrelation

RPEG65-assoziierte LCA/EOSRD

RPE65-assoziierte LCAs/EOSRDs zeigen eine hohere Privalenz in der kaukasischen
und indischen Population als in der chinesischen Population. Patienten mit der RPE65-
assoziierten LCA présentieren sich mit einer schwerwiegenden Nachtblindheit, die seit der
Geburt besteht. Etwa 10% der RPE65-assoziierten LCA-Fille pridsentieren sich bei der
Erstdiagnose mit einer stark beeintrdachtigten Sehkraft. In den ersten Lebensjahren tritt bei
dieser Patientengruppe jedoch eine voriibergehende Besserung der Sehschirfe auf, bevor
es schlieBlich zwischen dem zweiten und dritten Lebensjahrzehnt zu einem progressiven
Fortschreiten der Sehbehinderung kommt. Bei Patienten, die genotypisch mindestens eine
Nonsense-Variante aufweisen, ist die Netzhautempfindlichkeit deutlich schlechter. Zu den
weiteren mit RPE65-Mutation in Verbindung stehenden ophthalmologischen Symptomen
gehoren eine Myopie und Katarakte. Haufig beobachtet werden Depigmentierungen und
weiBliche Ablagerungen aufBerhalb der Makula, eine Makulopathie sowie eine diffuse
Netzhautdegeneration. Zu weiteren hiufigen phidnotypischen Ausprigungen gehdren neben
dem LCA-Phinotyp auch der EOSRD-Phidnotyp, welcher eine mildere

Symptomenauspriagung und somit eine hohere Sehschirfe aufweist. [1,3,7]
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GUCY2D-assoziierte LCA/EOSRD

Patienten mit einer Mutation im GUCY2D-Gen présentieren sich im Vergleich zu
anderen mit LCA assoziierten Mutationen hdufig mit einem normalen Fundus. Typisch fiir
die Mutationstriger ist eine sehr schwache, jedoch stationdre Sehkraft in den frithen
Lebensjahren. Charakteristisch sind bei den Betroffenen ebenfalls ein Nystagmus, das
okulodigitale Phanomen sowie eine markante Photophobie. Hiufige Begleitphdanomene
sind Katarakte und ein Keratokonus. Die Photophobie und die Tagblindheit sind im
Vergleich mit anderen Mutationen schwerwiegender, die Nachtblindheit ist bei den
Betroffenen im Gegensatz dazu jedoch im schwidcheren Ausmall ausgeprigt. Der
zugrundeliegende Grund hierfiir ist eine frithere und stirkere Dysfunktion der Zapfen im
Vergleich zu der Stibchendysfunktion in den frithen Stadien der Erkrankung. Nonsense-
Mutationen und einige Missense-Mutationen resultieren in einem kompletten Ausfall der
Enzymfunktion. In einer Studie von Bouzia et al. konnte nachgewiesen werden, dass
Mutationen, welche das Exon 2 betreffen, einen milderen Phdnotyp mit besserer
Sehschirfe aufweisen. Das Exon 2 kodiert fiir die extrazelluldare Doméne. [1,7,19]
CEP290-assoziierte LCA/EOSRD

Bei der CEP290-Mutation handelt es sich um die hdufigste LCA-Ursache in der
kaukasischen Population (15-30% aller LCA-Fille), ihre Pridvalenz in der chinesischen
Population ist deutlich geringer. Die Sehkraft in den CPE290-assoziierten LCA-Fillen ist
deutlich reduziert. Bereits zum Zeitpunkt der Geburt kommt es zu einer schwerwiegenden
Sehbeeintrichtigung, meist ist lediglich eine schwache Lichtwahrnehmung moglich.
Charakteristisch bei der CEP290-assoziierten LCA sind sowohl eine Photophobie als auch
eine Hyperopie. [1,7]
CRB1-assoziierte LCA/EOSRD

Patienten mit einer CRBI-assoziierten LCA weisen meist eine gut erhaltene
Sehkraft auf, leiden jedoch meist unter einer Nachtblindheit und einer hochgradigen
Hyperopie. [1,7]
AlIPL1-assoziierte LCA/EOSRD

Eine durch ALPI-Mutationen verursachte LCA gehort zu den schwerwiegendsten
erblichen Netzhautdystrophien und ist durch eine frithe Makulopathie und eine schwere,
von Geburt an bestehende Sehbehinderung charakterisiert. Die betroffenen Patienten leiden
unter einer schwerwiegenden, rapiden und progressiven Sehbehinderung, bis schlielich
bei den meisten Patienten nur eine Lichtwahrnehmung mdoglich bleibt. Zusitzlich

prasentieren sich die Betroffenen mit einem Nystagmus, einer Fotophobie, einem
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Keratokonus sowie mit posterioren subkapsulidren Katarakten. In der Literatur sind keine
Fille bekannt, in welchen Patienten und Patientinnen mit einer AIPLI-LCA iiber das vierte

Lebensjahr hinaus eine residuale duflere Netzhautstruktur aufweisen. [1,7]

1.2.7 Ophthalmologische Befunde bei Affektion jeweiliger Gene
RPE65-assoziierte LCA/EOSRD

Bei einer RPE65-Mutation kommt es zu einer reduzierten oder gidnzlich absenten
Fundusautofluoreszenz. Als Ursache fiir dieses Phidnomen wird eine niedrige
Lipofuszinmenge im retinalen Pigmentepithel angenommen. Bei der optischen
Kohérenztomographie (OCT-Untersuchung) kann man im zentralen Bereich eine erhaltene
duBere Kornerschicht (ONL, outer nuclear layer) erkennen, die jedoch im Bereich der
Fovea eine Verschmillerung zeigt. Somit bleibt bei Betroffenen der zentrale Makulabereich
hiufig erhalten, wihrend um diesen herum ein auffallender retinaler Verlust bzw. eine
Ausdiinnung der #@uBleren Kornerschicht zu beobachten ist (sieche Abbildung 2). Die
Zapfenfotorezeptoren sind meist gut erhalten. Bei Patienten iiber 30 Jahren nimmt die
Netzhautdicke, insbesondere die Dicke der duleren Kornerschicht, zunehmend ab und es
kommt zum Verlust der Netzhautlaminierung. Weiterhin sind in der OCT
hyperflektierende Ablagerungen oberhalb des RPE erkennbar, welche in der Fundoskopie
als weiBle Piinktchen sichtbar sind. Im ERG wird eine verminderte Stdbchenreaktion

beobachtet. Im Spitstadium der Erkrankung kann sich eine Pigmentretinopathie

entwickeln. [1,7]

Abbildung 2: FAF-Bildgebung und OCT-Messung bei Patienten mit RPE65-, GUCY2D- und CEP290-

Mutation
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A=RPE-Mutation— OCT: erhaltene Struktur im zentralen Makulabereich, FAF: reduziertes Signal
B=GUCY2D-Mutation— OCT: erhaltene duflere retinale Struktur, unauffillige FAF
C=CEP290-Mutation— OCT: erhaltene foveale Architektur, FAF: perifovealer Hyperautofluoreszenzring
Quelle: Georgiou et al., 2024 [7]

GUCY2D-assoziierte LCA/EOSRD

Trotz einer schweren Sehbeeintrachtigung bleibt bei den meisten LCA/EOSRD-
Féillen mit einer GUCY2D-Mutation die &duflere Netzhautstruktur in der OCT
verhiltnismédBig gut erhalten, das ONL weist kaum Verdnderungen auf (sieche Abbildung
2). Die Fotorezeptor-Ellipsoidzone ist intakt, zeigt jedoch in der OCT eine reduzierte
Intensitdt. Die ONL-Dicke im Bereich der Fovea scheint sich progredient zu verringern,
mit einer durchschnittlichen Rate von 0.90pum/Jahr. Die Fundusuntersuchung und die
Autofluoreszenz (siehe Abbildung 2) liefern meist nahezu unauffillige Ergebnisse, das
zentrale RPE kann jedoch pathologische Verdnderungen aufweisen und eine periphere
Pigmentablagerung kann bereits ab der dritten Lebensdekade auftreten. [1,7]
CEP290-assoziierte LCA/EOSRD

Der Fundus ist in der Mehrheit der CEP290-assoziierten Fille unauffillig. Mit
fortschreitendem Alter kann es zur Ausbildung von polymorphen weilen Flecken und zur
Pigmentretinopathie kommen. Die FAF-Bildgebung zeigt bei den Betroffenen einen
perifovealen Hyperautofluoreszenzring sowie bei dlteren Patienten und Patientinnen Areale
mit einem reduzierten Signal (sieche Abbildung 2). Trotz einer schweren
Zapfenfunktionsstorung bleibt die foveale Architektur und Integritit der Ellipsoid-Zone bei
manchen Patienten bis zur vierten Lebensdekade erhalten, die inneren und dufBeren
Segmente konnen jedoch in der OCT-Untersuchung Anomalien aufweisen. Die ONL-
Dicke ist im paramakuldren Bereich bis auf ein Drittel der normalen ONL-Dicke reduziert.
Es kommt zu einem frithen Verlust der Stibchen-Fotorezeptoren. [1,7]
CRB1-assoziierte LCA/EOSRD

In ophthalmologischen Untersuchungen lassen sich typischerweise nummulire
Pigmentierungen und eine progressive Makulaatrophie feststellen. Charakteristisch ist ein
relativer Erhalt des paraarterioliren RPE. Das ffERG resultiert oft in einer absenten
Signaldetektion bzw. in hochgradig abnormen Befunden. Die iiblichen Befunde im FAF
bzw. in der OCT sind intraretinale zystoide Areale, eine Makulopathie, eine retinale

Verdickung und ein Verlust der Laminierung. [1,7]
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1.2.8 Allgemeines Therapiemanagement bei der LCA

Der aktuelle Behandlungsansatz bei den meisten LCA/EOSRD-Betroffenen basiert
auf einer symptomatischen Therapie. Zu den grundlegenden BehandlungsmaBnahmen
zdhlen dabei die Therapie der mit LCA assoziierten Komplikationen, wie etwa die
Behandlung einer Linsentriibung, die Behandlung von Abnormalititen im Bereich der
vitreoretinalen Grenzschicht sowie die Behandlung vom zystischen Makulaédem. [2,7]

Ein weiterer Teil des Therapiemanagements basiert auf der Optimierung des
Lebensstils und der Erndhrung. Da Rauchen mit einer Netzhautschddigung assoziiert ist,
wird den betroffenen Patienten empfohlen, rauchbelastete Umgebungen zu meiden und
selbst nicht zu rauchen. [7]

Dariiber hinaus gehort zum Therapiemanagement die Versorgung der Patienten und
Patientinnen mit einer optimalen Sehhilfe sowie mit anderen Unterstiitzungstechnologien.
Refraktionsstorungen sollten korrigiert werden. Patienten werden hadufig darauf
hingewiesen, eine intensive Sonnenexposition zu meiden und Sonnenbrillen zu tragen,
welche ultraviolettes Licht abweisen konnen. [2,7]

Bei Patienten mit jenen Genotypen, welche mit renalen Funktionsstorungen
assoziiert sind (z.B. bei CEP290- und IQCBI-assoziierten LCAs), ist eine regelmélige
renale Funktionsiiberpriifung empfohlen. [7]

Die Wirkung einer Vitamin-A-Gabe sowie einer Mineralstoff-Supplementierung und
Aminosduren-Supplementierung konnte nicht nachgewiesen werden, weswegen diese nicht
in der LCA/EOSRD-Behandlungsempfehlung enthalten sind. [7]

Betroffene Siuglinge und Kleinkinder konnen aufgrund einer schwerwiegenden
Sehstorung bei der LCA/EOSRD Sprachstérungen, Verhaltensauffilligkeiten sowie
Schwierigkeiten in sozialen Interaktionen entwickeln, wodurch eine multidimensionale
und interdisziplindre Behandlung als Kombination mehrfacher medizinischer Felder
erforderlich sein kann. Zudem wird es empfohlen, betroffene Kinder und ihre
Erziehungsberechtigten in Unterstiitzungsprogramme fiir sehbeeintrichtigte Kinder zu
inkludieren. Kinder mit Entwicklungsverzogerung sollten zusdtzlich von einem in
Entwicklungsverzogerungen spezialisierten Kinderarzt betreut werden. [2,7]

Eine solche vielseitige, symptomorientierte Therapie kann es den Betroffenen
ermoglichen, eine Ausbildung zu absolvieren, den Alltag zu bewiltigen sowie einen Beruf

ausiiben zu konnen. [2,7]
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1.2.9 Gentherapeutische Moéglichkeiten / Klinische Studien zur

Gentherapie

RPE65-assoziierte LCA/EOSRD

Die RPE65-assoziierte retinale Dystrophie befindet sich im Zentrum intensiver
medizinischer Therapieforschung. Die erste Gentherapie fiir Patienten mit einer RPE65-
assoziierten frithkindlichen Retinopathie wurde bereits zugelassen. Es handelt sich dabei
um eine Therapie mit Luxturna® (Wirkstoff Voretigen neparvovec, VN-(AAV)). Von
bisherigen Erfolgen wurde auch im Rahmen einer laufenden Phase-I/II-Studie berichtet
(Trial-ID: NCT02946879, AAV2/5-OPTIRPE6S), die ebenfalls, wie die Therapie mit
Luxtura®, adeno-assoziierte virale Vektoren verwendet. [7]
GUCY2D-assoziierte LCA/EOSRD

Aktuell lauft eine Phase-I/II-Gentherapiestudie (NCT03920007) zur subretinalen
Verabreichung von SAR439483 (AAVS5-vermittelte Therapie). [7,20]
CEP290-assoziierte LCA/EOSRD

In einer aktuell laufende Phase-I/II-Studie (AGN-151587(EDIT-101),
NCTO03872479) liegt das Hauptaugenmerk auf einem CRISPR/Cas9-basierten
Behandlungsansatz ~ fir ~ CEP290-assoziierte =~ LCA-/EOSRD-Fille. Bei diesem
Therapieansatz  erhalten die Probanden eine okuldre Injektion mit dem
Geneditierungskomplex Edit-101. Das primédre Ziel dieses Therapieansatzes ist die
Wiederherstellung einer normalen CEP290-Expression. [7,21,22]

Einen weiteren Therapieansatz bei einer CPE290-assoziierten LCA/EOSRD bietet
eine Phase-1I/III-Studie (Sepofarsen (QR-110), NCT03913143). Gegenstand dieser Studie
ist eine AON-vermittelte Therapie. Das Therapieziel ist dabei eine Verhinderung der
Einfiigung des mutierten CEP290-Pseudoexons in die mRNA. Beim verwendeten
Wirkstoff handelt es sich um QR110 (Sepofarsen). [7,23]

CRB1-assoziierte LCA/EOSRD

Aufgrund der umfangreichen GréB3e des CRB1-Proteins ist die Entwicklung einer
Gentherapie erschwert. Neue Therapieansiitze mit AAV-Vektoren mit kleinen Promotoren
konnten jedoch die Expression des CRB1-Proteins in Miiller-Gliazellen ermoglichen. Der
Versuchsbeginn wird erwartet. [7,26]

AlIPL1-assoziierte LCA/EOSRD
Da nach dem vierten Lebensjahr keine duBere Retinastruktur mehr vorhanden ist,

ist das mogliche therapeutische Fenster fiir Patienten und Patientinnen mit einer AI/PLI-
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Mutation eng. Aktuell lduft eine sogenannte ,,Compassionate-Use-Gentherapie-Studie® mit

dem Ziel, bei Kleinkindern und Siduglingen eine retinale Reststruktur zu erhalten. [7]

1.2.10 Optogenetische Therapieansatze

Das Ziel der optogenetischen Behandlungsansitze ist es, bei sekundidren bzw.
tertidaren Neuronen der Netzhaut eine Lichtempfindlichkeit zu erzeugen und degenerierte
und dysfunktionale retinale Fotorezeptoren zu ersetzen. Optogenetische Therapieansitze
haben in priklinischen Studien vielversprechende Erfolge gezeigt. Aktuell lduft eine
Phase-I/Il klinische Studie (NCT02556736), Gegenstand welcher eine optogenetische
Behandlung bei Patienten und Patientinnen mit Retinitis pigmentosa ist. In der
medizinischen Wissenschaft und préklinischen Forschung zur Optogenetik konnten auf
diesem Gebiet bedeutsame Fortschritte erzielt werden. Das ideale optogenetische Molekiil,
der ideale Vektor, sowie der ideale chirurgische Ansatz miissen jedoch noch etabliert

werden. [27]
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2 Material und Methoden

2.1 Forschungsfrage

Der Schwerpunkt dieser Literaturarbeit liegt auf der Zusammenfassung der derzeit
verfligbaren gentherapeutischen Behandlungsansitze bei der LCA. Die Arbeit soll einen
strukturierten Uberblick iiber die bisherigen Therapieerfolge geben und die Risiko-Nutzen-
Abwigung in Bezug auf die verfligbaren Therapien kritisch beleuchten. Ferner wird eine
Ubersicht iiber die aktuell laufenden klinischen Studien zu gentherapeutischen
Therapieansidtzen verschafft. Die Arbeit soll die bisherigen Therapieerfolge und
Forschungserfolge resiimieren und iiber zukiinftige Gentherapieentwicklungen und
Erfolgsaussichten der Gentherapie bei der LCA sowie anderen IRDs reflektieren. Die
Ergebnisse werden hauptsiachlich iiber das Mall der Verbesserung des klinischen

Zustandsbildes der therapierten Patienten und Patientinnen mit LCA evaluiert.

2.2 Methodenwahl

Diese Arbeit wird als Literatur-Review gefiihrt. Dafiir wurden existierende
wissenschaftliche Arbeiten qualitativ zusammengefasst und evaluiert, mit dem Ziel einer
umfassenden Darstellung des Forschungsstandes zur Fragestellung dieses Reviews. Die
Arbeit wird als narratives Literatur-Review gefiihrt, bei welchem der Uberblick iiber das
Arbeitsthema sowie die Akkumulation der Evidenz zum Thema im Vordergrund des
Schreibens stehen. Geplante Beurteilungstools sind die Extraktion und Synthese der Daten

mittels einer narrativen Zusammenfassung.

2.3 Datenerhebung

Fiir die Erstellung dieser Literaturarbeit wurde im August 2024 eine systematische
Literaturrecherche durchgefiihrt, welche kontinuierlich im Laufe der
Diplomarbeiterstellung durch neue Studienergebnisse ergianzt wurde.

Die Methode der Datenerhebung besteht in einer griindlichen und ausfiihrlichen
Literaturrecherche. Bei der Suche nach geeigneten wissenschaftlichen Publikationen und
Fachpublikationen wurden dabei die Datenbanken MEDLINE und Cochrane Library
durchsucht, um einen moglichst hohen Recall an relevanten Ergebnissen zu erzielen.
Hierfiir wurden die Suchmaschinen PubMed und Google Scholar benutzt, sowie
Suchfunktionen der Cochrane Library wie Advanced Search und Search Manager. Um

relevante Artikel leichter zu identifizieren und thematisch gezielte Suchanfragen zu
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erlauben, wurde bei der Literaturrecherche das Medical Subject Headings (MeSH)
verwendet, mit dem Ziel, die Prizision der Suchanfragen zu erh6hen. Zusitzlich wurde in
Fachbiichern und Fachzeitschriften nach relevanten Fakten recherchiert. Nach der
ausfithrlichen  Datenbankrecherche der erwidhnten Datenbanken wurden die

wissenschaftlichen Publikationen und Fachpublikationen anschliefend ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekulargenetischer Mechanismus der AAV-vektorbasierten
Gentherapie

3.1.1  AAV-Genomstruktur

Die adeno-assoziierten Vektoren werden als leitende Vektoren in der Gentherapie
verwendet. Sie leiten sich von den adeno-assoziierten Viren (AAV) ab, die in den 1960er
Jahren entdeckt wurden. Bei diesen handelt es sich um kleine, unbehiillte Viren der
Parvoviridae-Familie mit einem 4,7kb-einzelstraingigen DNA-Genom. Sie wurden in den
1960er Jahren entdeckt. Die AAV brauchen fiir ihre Vermehrung die Unterstiitzung
anderer, nicht verwandter Viren, wie z.B. der Adenoviren oder Herpes-simplex-Viren. Aus
diesem Grund wurden sie adeno-assoziierte Viren genannt. [28,29]

Die AAV bestehen aus einem sehr kleinen viralen Genom und einem Proteinkapsid,
welches das virale Genom umgibt und transportiert. Das Kapsid ist zudem fiir eine
Zellinfektion verantwortlich und erméglicht die Abgabe des Genoms an die Zielzellen. An
beiden Genomenden ist eine palindromische Sequenz lokalisiert. Bei diesen handelt es sich
um invertierte terminale Wiederholungen (ITRs, ,inverted terminal repeats*). Die
Hauptaufgabe der ITRs ist der Schutz des viralen Genoms in der Wirtszelle. Ferner
gehoren zu den ITRs-Aufgaben die Genomreplikation und die Verpackung des
neureplizierten Genoms in AAV-Kapside. [28,29]

Die Hauptbestandteile des AAV-Genoms sind zwei Gene, das rep-Gen
(Replikationsproteingen) und das cap-Gen (Kapsidproteingen) (siche Abbildung 3). Das
rep-Gen kodiert fiir die Proteine Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40, welche als
Transkriptionsaktivatoren und Transkriptionsrepressoren fungieren und fiir eine Integration
des AAV-Genoms in das Genom der Wirtszelle sowie fiir die Genom-Replikation in der
Wirtszelle zustindig sind. Die Rep-Proteine sind somit ausschlaggebend fiir die
Ausbildung neuer viraler Partikel. Das cap-Gen kodiert fiir drei virale Kapsidproteine,
VP1, VP2 und VP3. Ihre Hauptaufgabe ist die Kapsidbildung. Je fiinf VP1-, fiinf VP2- und
fiinfzig VP3-Proteine assemblieren sich hierbei zu einem AAV-Kapsid. Im cap-Gen ist
zusitzlich ein offener Leserahmen enthalten, der fiir das AAP (,,assembly-activating
protein®, das assemblierungsaktivierende Protein) kodiert. Das AAP unterstiitzt zusétzlich
den Assemblierungsprozess und ist fiir eine richtige Kapsid-Formierung zustindig. Das
cap-Gen kodiert zudem fiir 2 weitere Nichtstrukturproteine, das MAAP (,,membrane

associated accessory protein“) und das Protein X, welche wie das AAP bei der
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Virusvermehrung von Bedeutung sind. Die Genexpression bei den AAVs ist durch drei
Promotoren kontrolliert: pS, p19 und p40. Ihre Aufgabe ist es, die Funktion von cap- und

rep-Proteinen zu steuern [28,29].

Single-stranded DNA (~4.7 kb)

ITR ITR
p5 p19 p40
I—. e =
[ Rep78 = - 78kDa T
Replication and Rep68 - 2 68kDa
packaging Rep52 — » 52kDa
L Rep40 — > 40kDa
- Protein
VP1 87kDa
Viral capsid VP2 73kDa
| vP3 62kDa

20kDa

|

Accessory I:

proteins AAP

Abbildung 3: Adeno-assoziierte Viren: Genomaufbau

Die einzelstringige DNA besteht aus 2 Schliisselbereichen, dem rep-Gen und dem cap-Gen. Das Rep-Gen
kodiert fiir die Proteine Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40, welche an der Replikation und Genomverpackung
beteiligt sind. Das cap-Gen kodiert fiir die Proteine VP1, VP2 und VP3, die fiir die Kapsidbildung zustdndig
sind. Ein zusdtzlicher offener Leserahmen des cap-Gens kodiert fiir das assemblierungsaktivierende Protein
(AAP), welches an der Assemblierung des Kapsids beteiligt ist. Die Genexpression wird durch drei

Promotoren reguliert (p5, p19, p40).
Quelle: Dequan et al., 2024, [28]

Das Hauptwirkungsprinzip der AAV-Gentherapie besteht darin, die therapeutischen
Gene direkt in die Zielzellen des Korpers zu transportieren. Dies passiert in mehreren
Schritten. Zundchst miissen der geeignete AAV-Serotyp sowie der effektivste
Verabreichungsweg ausgewihlt werden. Danach miissen eine prizise Abgabe der viralen
Vektoren an die gewiinschten Zellen sowie eine anhaltende Expression der therapeutischen
Gene sichergestellt werden. Durch diese Mechanismen soll es zu einer Therapie der

Erkrankung kommen. [28]

3.1.2 Serotypen-Auswahl

Die adeno-assoziierten Viren werden in Serotypen klassifiziert. Die einzelnen

Serotypen weisen dabei Unterschiede in der Aminosiduresequenz der Kapsidproteine auf.
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Wihrend einer Zellinfektion verwenden die AAVs, abhingig von den vorhandenen
Serotypen, verschiedene Rezeptoren. Trotz der Tatsache, dass die Affinitdt verschiedener
Serotypen an unterschiedliche Zelltypen sehr hoch ist, zeigten sich Unterschiede der
Transduktionseffizienz in Abhédngigkeit des jeweiligen Serotyps. So zeigt der AAVI1-
Serotyp eine besonders starke Affinitdt zu Skelett- und Herzmuskelzellen und ist somit
ideal fiir die Behandlung von Muskeldystrophien geeignet. Serotyp AAV2 wird aufgrund
seiner starken Affinitit zu retinalen Pigmentepithelzellen in den ophthalmologischen
Gentherapien eingesetzt. Die Serotypen AAV2 und AAVO zeigen eine besonders gute
Transduktion im ZNS, was fiir die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen wie
der spinalen Muskelatrophie entscheidend ist. Serotyp AAV3 zeigt eine besonders gute
Transduktion im Innenohr. Serotyp AAVS zeigt eine hohe Transduktionseffizienz in der
Leber, weshalb dieser Serotyp fiir die gentherapeutische Behandlung von
Stoffwechselerkrankungen wie der Hiamophilie anwendbar ist. Serotyp AAVS zeigt eine
hohe Affinitit zum Atemwegsepithel. Dies wiederum hat eine hohe Relevanz fiir die
gentherapeutische Behandlung von Atemwegserkrankungen wie Mukoviszidose. Durch
diese Erkenntnisse zeigt sich deutlich, dass die Auswahl eines geeigneten Serotyps
entscheidend fiir den Therapieerfolg der Gentherapeutika ist. Die Zellinfektion unterliegt

trotz dieser Unterschiede dem gleichen Mechanismus. [28,29]

3.1.3 Verabreichungsweg

Die Wahl der Verabreichungsart ist krankheitsabhiingig und zielgewebeabhingig.
Die hidufigsten Verabreichungswege fiir Gentherapien sind intravendse, intrathekale,
intraparenchymale und okuldre Injektionen. Intravendse Injektionen finden ihre
Verwendung vor allem bei systemischen Erkrankungen, wodurch eine breite
Vektorverteilung bei Erkrankungen wie Himophilie erreicht werden kann. Eine
intrathekale Injektion, bei der der Vektor in die Spinalfliissigkeit appliziert wird, eignet
sich besonders gut fiir die Behandlung von ZNS-Erkrankungen. Intraparenchymale
Injektionen werden bei der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen eingesetzt.
Hierbei kann der AAV-Vektor direkt ins Parenchym des Hirngewebes appliziert werden.
Okuldre Injektionen konnen suprachoroidal, subretinal oder intravitreal verabreicht
werden. Intravitreale Injektionen werden an die Netzhaut abgegeben, subretinale
Injektionen direkt an die Fotorezeptoren und suprachoroidale Injektionen werden zwischen

der Sklera und der Aderhaut appliziert. [28]
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3.1.4 Zellinfektion durch das AAV

Wihrend des Zellinfektionsprozesses des adeno-assoziierten Virus kommt es
zunichst zur Andockung des AAV-Kapsids an spezifische Bestandteile der extrazelluldren
Matrix. Typischerweise handelt es sich hier um AAV-serotypspezifische glykosylierte
Proteine wie HSPGs (Heparansulfat-Proteoglykan), oder um sialinsdurehaltige
Glykoproteine. Die Aufnahme in die Wirtszelle geschieht im nichsten Schritt iiber eine
rezeptorvermittelte Endozytose. Die viralen Partikel werden endosomal durch das Zytosol
der Wirtszelle zum perinukledren Bereich transportiert. Wiahrend dieses Transportes
kommt es aufgrund der sauren endosomalen Umgebung 7u
Kapsidkonformationsidnderungen. Infolge dieser werden N-terminalen Bereiche der VP1
und VP2 auf die Kapsidoberfliche verlagert, wodurch sie nun ihre Funktion im
Zellinfektionsprozess entfalten konnen. Entscheidend ist dabei die Phospholipaseaktivitit,
die es den viralen Partikeln ermoglicht, das endosomale System zu verlassen und ins
Zytoplasma zu gelangen. Um aus dem Zytoplasma in den Zellkern zu gelangen, bendtigt
das AAV die Hilfe von wirtzelleneigenen Proteinen, wie etwa von AAVR (,,adeno
associated virus receptor 1°) und von GPR108 (,,G Protein-coupled receptor 108). Im
Zellkern wird schlieBlich das virale Genom aus dem Kapsid freigesetzt. Die weiteren
Schritte der Zellinfektion sind davon abhidngig, ob sich in der Wirtszelle Helferviren
befinden oder nicht. Unter Anwesenheit der AAV-Helferviren (z.B. der Adenoviren) kann
es zu einer AAV-Vermehrung kommen. Das einzelstringige Genom wird in einen DNA-
Doppelstrang umgeformt und eine Transkription und Translation viraler Gene wird
eingeleitet. Neue Kapside werden assembliert und versehen mit viralem Genom mithilfe
der Helferviren aus der Wirtszelle freigesetzt. Sind keine Helferviren in der Wirtszelle
vorhanden, kommt es zu einem Latenzzustand. Dabei kann entweder das virale Genom in
die Wirtszelle integriert werden, oder extrachromosomal in Form eines Episoms
verbleiben. Wird die Wirtszelle vom passenden Helfervirus infiziert, sind die AAVs in der

Lage, den Vermehrungszyklus zu starten. [28,29]

3.1.4.1 AAV-Vektoren

Adeno-assoziierte Vektoren stellen das fiilhrende Mittel in der Gentherapie
verschiedener humaner Erkrankungen dar. Dabei werden sie als Genfihre benutzt, um das
sogenannte ,,Gene of interest™ in die Zelle zu transportieren. Als Ausgangspunkt fiir einen
entsprechenden Vektor wird das virale Kapsid verwendet. Beim Vektorgenom wird im

Vergleich zum Virusgenom der komplette virusgenkodierende Bereich durch eine
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Genexpressionskassette ~ ausgetauscht.  Diese  enthdlt einen  Promotor, ein
Polyadenylierungssignal (Poly-A-Signal) sowie das ,,Gene of interest, welches in die
Zelle eingeschleust werden soll (das Transgen). Der Promotor steuert die Genexpression,
das Poly-A-Signal markiert das Genende. Die ITR-Sequenzen am 3°‘-und 5°‘-Ende des
Vektorgenoms gewihrleisten die Beladung des Kapsids, sind zustindig fiir eine
langfristige Persistenz der Episomen in der Wirtszelle und stellen das Triebwerk der
Rekombination dar. Die AAV-Vektoren-Transduktion in die Zielzelle erfolgt nach dem
gleichen Mechanismus wie die AAV-Zellinfektion (sieche Abbildung 4). Nach der
Freisetzung des Vektorgenoms im Zellkern kommt es wihrend der Transduktion bevorzugt
zu einer Episombildung. Bei Episomen handelt es sich um extrachromosomale DNA -
Abschnitte, die als Matrize fiir die Genexpression dienen. [28,29]

AAV-Vektoren eignen sich sehr gut fiir eine Gentherapie bei Menschen,
hauptsdchlich  aufgrund ihrer geringen Toxizitdt, ihrer Fidhigkeit, sowohl
replikationskompetente  (teilungsfdhige) als auch replikationsdefiziente  (nicht
teilungsfihige) Zellen zu transduzieren, sowie der Tatsache, dass sich die AAV-Vektoren

nicht in das Wirtsgenom integrieren. [56]
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Abbildung 4: Transduktionsmechanismus bei AAV-Vektoren

Nach der Verabreichung einer Gentherapie bindet das Kapsid an die Zellmembran der Zielzellen (1). Das
rAAV-Kapsid wird durch Endozytose in die Zelle aufgenommen und endosomal durchs Zytosol transportiert
(2). Nach der Freisetzung aus dem Endosom (3) wird der Vektor durch Kernporen in den Zellkern importiert.
Das Kapsid wird nun abgebaut, wodurch die Vektor-ssDNA im Zellkern freigelegt wird (4). Eine
doppelstringige DNA wird gebildet. Sobald sich die Vektor-DNA in episomale DNA umgewandelt hat, wird
sie transkribiert (5) und die resultierende mRNA wird in das Zytoplasma transloziert. Hier kommt es zur

Translation des Transgens (6), wodurch das Protein von Interesse entsteht. Quelle: Baylot et al., 2024 [33]

26



Die AAV-Vektoren werden in Produktionszelllinien erzeugt. In der Regel werden
dabei die HEK293-Zellen oder Insektenzellen verwendet. Die HEK293-Zellen werden
zusammen mit dem viralen AAV-Helferplasmid, welches rep- und cap-Gene beinhaltet,

mit dem Vektorgenom sowie mit dem adenoviralen Helferplasmid transfiziert. [29]

3.1.5 AAV-vermittelte Gentherapeutika

Das Ziel der Gentransfertherapie ist es, eine Krankheit zu behandeln, indem ein
funktionstiichtiges Gen der Zelle zugefiigt wird, um ein fehlendes oder mutiertes Gen zu
kompensieren. Folglich kann es zur Produktion eines funktionstiichtigen Genproduktes
kommen. Idealerweise fithrt dabei die Therapie zu einer langfristigen
Behandlungswirkung. Bei der Gentransfertherapie wird ein Transgen durch lokale oder
systemische Verabreichung direkt in den Korper eingefiihrt. [31]

Bisher (zum Zeitpunkt Mirz 2025) wurden insgesamt sechs AAV-vektorbasierte

Gentherapien zugelassen. Diese sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Zugelassene AAV-Gentherapeutika

Gentherapeutikum = Wirkstoff AAV- Indikation

Serotyp
Glybera® Alipogene Tiparvovec AAVI1 Hyperlipoproteindamie Typ 1
Zolgensma® Onasemnogen Aberparvovec = AAV9 Spinale Muskelatrophien
Upstaza® Eladocagene Exuparvovec AAV2 Aromatischer-L-Aminosiure-

Decarboxylase-Mangel

Roctavian® Valoctocogen Roxaparvovec =~ AAVS Hiamophilie A

Hemgenix® Etranacogen Dezaparvovec AAVS Hiamophilie B

Luxturna® Voretigen Neparvovec) AAV2 RPE65-assoziierte
Netzhautdystrophie

Quelle: Jdischke, ,,AAV-Vektoren — die imposante Karriere eines Parvovirus“ [29]

3.2 Therapie der RPE65-assoziierten LCA mit Voretigen
Neparvovec (Luxturna®)

3.2.1 Struktureigenschaften

Bei dem Prédparat Voretigen Neparvovec (Luxturna®) handelt es sich um einen
Gentransfervektor, welcher das adeno-assoziierte virale Vektor-Serotyp-2-Kapsid (AAV2)

als Transportvehikel fiir die cDNA des humanen retinalen Pigmentepithel-65-kDa-Proteins
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(hRPE65) verwendet. Voretigen neparvovec (AAV2-hRPE65v2) wird mithilfe
rekombinanter DNA-Techniken aus dem natiirlich vorkommenden adeno-assoziierten
Serotyp-2-Virus hergestellt. Dieser wird nach dem heutigen Wissensstand nicht mit
menschlichen Krankheiten in Verbindung gebracht. Das Serotyp-2-adeno-assoziierte Virus
ist von Natur aus nicht in der Lage, eine eigenstindige Replikation durchzufiihren. Es ist
an eine Koinfektion mit Helferviren angewiesen. [32]

Bei der Voretigen-Neparvovec-Herstellung wird das AAV2-Wildtypgenom durch
eine Transgenexpressionskassette ersetzt. Das Kassettendesign enthilt die genomische

RPEG65-Sequenz mit allen drei Exons und zwei Introns (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Voretigen neparvovec: Vektordesign
Quelle: Papaioannou, 2023 [36]

Eine effiziente Expression auf hohem Niveau wird durch ein kiinstliches Promotor-
Enhancer-Paar gewihrleistet, welches durch die Verbindung des Hiihner-B-Actin-
Promotors mit dem Cytomegalovirus-Enhancer und mit einer kiinstlichen
Polyadenylierungssequenz entsteht. Die fiir die Genomverpackung sowie fiir die
Genexpression mal3gebenden ITRs bleiben, wie beim AAV2-Wildtyp, an beiden Flanken
enthalten. Das Kapsid von Voretigen neparvovec besteht aus 60 viralen Kapsidproteinen
(VP1, VP2 und VP3 im Verhiltnis von 1:1:8), welche fiir die Bildung einer ikosaedrischen
Kapsidform zustindig sind. Das Kapsid umhiillt das DNA-Molekiil mit der
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Genexpressionskassette, also das AAV-ITRs-flankierte Vektorgenom. Die RPE65-
Vektorvirionen werden aus mit den entsprechenden Plasmiden transfizierten Zellen

gewonnen und im Anschluss gereinigt. [32,36]

3.2.2 Wirkungsmechanismus, Indikationen und Kontraindikationen

Voretigen neparvovec ist bei Erwachsenen und pédiatrischen Patienten mit einer
RPE65-assoziierten IRD, darunter Leber‘sche kongenitale Amaurose, EOSRD und
Retinitis pigmentosa, indiziert. Behandelt werden Patienten und Patientinnen, die eine
Sehbeeintrichtigung aufweisen, bei denen jedoch noch eine ausreichende Anzahl an
lebensfihigen retinalen Zellen vorliegt. Voraussetzung fiir die Therapie mit Luxturna® ist
eine biallelische Mutation im RPE65-Gen. Der Wirkstoff wird in Form einer subretinalen
Injektion appliziert. [34,35]

Mutationen im RPE65-Gen fiihren zu einer verminderten oder ginzlich fehlenden
RPE65-Isomerohydrolaseaktivitit. Dies fiihrt zu einer Blockade des visuellen Zyklus.
Voretigen neparvovec enthilt eine funktionierende Kopie des RPE65-Gens. Durch das
Exprimieren des Genproduktes nach einer erfolgreichen Transduktion wird in den
Pigmentepithelzellen der Netzhaut das Protein RPE6S produziert. Dieses kann, wie in der
Abbildung 6 dargestellt, nun das all-trans-Retinol in 11-cis-Retinol umwandeln, welches
anschlieBend im visuellen Zyklus das Chromophor-11-cis-Retinal bildet. Fiir die
Stibchenfotorezeptoren ist das RPE65-Protein als 11-cis-Retinolquelle essenziell. Ein
Mangel an RPE65 fithrt zu einer schweren Sehbeeintrachtigung, insbesondere bei
schlechten Lichtverhiltnissen, sowie zu einer frithen Degeneration der Stdbchen-
Fotorezeptorzellen. Infolge des RPE65-Proteinmangels ist schlieBlich die Fototransduktion
stark beeintrichtigt. Bei einer intakten Fototransduktion wiirde es zur biologischen
Umwandlung eines Lichtphotons in ein elektrisches Signal der Netzhaut kommen.
[34,35,42]

Voretigen neparvovec ist fiir Patienten, die {iiberempfindlich auf Voretigen
neparvovec oder einen Inhaltsstoff der Formulierung reagieren, sowie fiir Patienten mit
einer okuldren und periokuldren Infektion und fiir Patienten mit einer aktiven intraokularen
Entziindung kontraindiziert. [34,35]

Die Verabreichung von Luxturna® erfolgt in Form einer einmaligen subretinalen
Injektion. Der Vektor wird dabei nach einer Standardvitrektomie in den subretinalen
Bereich eingebracht. Bei der Standardverdiinnung laut Gebrauchsanweisung wird

1,5x10''vg (Vektorgenom) in einem Totalvolumen von 0,3ml mit einer Injektionskaniile
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zwischen die #duBere retinale Schicht und das retinale Pigmentepithel injiziert. Die
Netzhaut 16st sich temporidr vom RPE ab und es kommt zur Ausbildung einer subretinalen
Blase. Bei Zellen, welche im Bereich der Blase lokalisiert sind, kommt es schlielich zu
einer Transduktion. Fiir den Therapieerfolg sind eine erhaltene Fotorezeptorzellstruktur

sowie ein erhaltenes retinales Pigmentepithel vorausgesetzt. [41]
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der operativen subretinalen Applikation von Voretigen

neparvovec. Einfluss des exprimierten RPE65 auf den visuellen Zyklus im retinalen Pigmentepithel.
Quelle: Stingl, 2023 [35]

3.2.3 Klinische Zulassungsstudien (Phase I-1V)

Im Jahr 2007 startete die Phase-1-Studie mit dem Medikament Voretigen-
Neparvovec-Rzyl-Medikament. Bei der Phase-I-Studie handelte es sich um eine
Dosierungssteigungsstudie. Der rekombinante adeno-assoziierte Virusvektor mit dem
RPE65-Gen (AAV2-hRPE65v2) wurde dabei einmalig einseitig subretinal injiziert. In die
Studie wurden 12 Patienten im Alter zwischen 8 und 44 Jahren inkludiert, die an einer
RPE65-assoziierten LCA erkrankt waren. Alle behandelten Studienteilnehmer und
Studienteilnehmerinnen haben die Therapie mit Voretigen neparvovec-rzyl gut vertragen,
es konnte sich somit ein akzeptables Sicherheitsprofil des Produktes zeigen. Zudem zeigten
alle behandelten Patienten und Patientinnen eine Verbesserung der retinalen und visuellen
Funktion bei objektiven und subjektiven Untersuchungsverfahren, wie etwa der
Dunkeladaptometrie, der Pupillometrie, der Elektroretinographie sowie den Nystagmus-
Tests und Gehtests. Die stirksten Verbesserungen konnten dabei unter pidiatrischen

Patienten und Patientinnen beobachtet werden. Nachuntersuchungen, welche ein Jahr nach
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der Gentherapie mit Voretigen neparvovec durchgefiihrt wurden, zeigten eine nachhaltige
Verbesserung des Sehens. [37]

Die Phase I/II der Zulassung begann im Jahr 2010. Der Fokus dieser Studie lag auf
der Uberpriifung der langfristigen Sicherheit und Wirksamkeit von Voretigen neparvovec.
Sowohl die Sicherheit als auch die Wirksamkeit des Produktes, die in der Phase I der
Zulassung festgestellt werden konnten, haben sich nach 1,5 Jahren im Rahmen der Phase-
I/II-Studie bestitigt. Es konnten keine unerwiinschten Ereignisse beobachtet werden.
Aufgefallen ist jedoch bei mehreren Patienten ein voriibergehender Anstieg der Anti-AAV-
Kapsid-Antikorper. Es kam jedoch zu keiner humoralen Reaktion auf das
Gentransferprodukt. In Bezug auf die Wirksamkeit von Voretigen neparvovec zeigte sich
in der Phase I/II eine kontinuierliche Funktionsverbesserung der Netzhaut. Bei den
Probanden wurde eine Verbesserung der Lichtempfindlichkeit beobachtet, Nystagmen
wurden verringert. Die Persistenz der funktionellen Verbesserung wies darauf hin, dass
durch die Genersatztherapie mit Voretigen neparvovec keine immunologischen Reaktionen
ausgelost wurden, die einen signifikanten Verlust der transduzierten Zellen verursacht
hitten. Die Sicherheit des Eingriffes sowie die bleibende Verbesserung der Sehfunktion
untermauerten die Anwendbarkeit der AAV-vermittelten Genaugmentationstherapie bei
der Behandlung von RPE65-assoziierten LCA. [38]

Die Phase III begann im Jahr 2012. Wihrend dieser Studienphase wurde Voretigen
neparvovec in das kontralaterale Auge mit dem Ziel verabreicht, die Sicherheit der
Behandlung mit Voretigen neparvovec bei Patienten, die an der Phase I der Studie
teilgenommen haben, zu iiberpriifen. Auch wihrend dieser Studienphase konnten keine
schwerwiegenden unerwiinschten Nebenwirkungen beobachtet werden. Beobachtete
Nebenwirkungen wie Katarakte wurden als mild eingestuft. Im behandelten kontralateralen
Auge konnte eine Verbesserung der Lichtempfindlichkeit beobachtet werden. Diese
Verbesserung hat beim 3-Jahres-Follow-up weiterhin angehalten. Insgesamt konnte
wihrend dieser Studienphase gezeigt werden, dass Voretigen neparvovec-rzyl-
Genaugmentation die Sehfunktion bei RPE65-assoziierten LCA-Patienten verbessert. [39]

Im Jahr 2019 begann die vierte und somit letzte klinische Studienphase. Der
Abschluss der Phase-III-Studien machte Voretigene neparvovec-rzyl zur ersten von der
FDA und EMA zugelassenen Gentherapie in der Ophthalmologie, die nun unter dem

Handelsnamen Luxturna® vertrieben wird. [15]
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3.2.4 Wirkungsprofil

Seit der Zulassung von Luxturna® konnte bei der Mehrheit der behandelten
Patienten eine Verbesserung des Sehens im Dunkeln und eine bessere Orientierung bei
schwachem Licht festgestellt werden. Die behandelten Patienten beschreiben damit
einhergehend eine spiirbare Verbesserung der Lebensqualitit. Die anhaltende Wirksamkeit
konnte iiber drei Jahre nachgewiesen werden. Bei den behandelten Patienten und
Patientinnen konnte jedoch keine signifikante Verbesserung der Sehfihigkeit im Hellen
festgestellt werden. Ein potenzieller Nachteil der Therapie mit Luxturna® ist der hohe
Preis (800.000-1.000.000 Euro/Behandlung). Zudem kann der operative Eingriff
Irritationen an der Netzhaut auslosen, welche zu Netzhautablosungen sowie
Makuladegenerationen fithren kénnen. [29]

Die Kurzzeiterfahrung in Bezug auf das Short-term-Outcome der Gentherapie mit
Voretigen neparvovec ist u.a. in dem publizierten Bericht von Kortiim et al. (2021)
beschrieben. Der postoperative Therapieausgang nach der Behandlung einer 15-jdhrigen
Patientin wurde durch die Ermittlung der BCVA, in der OCT sowie durch weitere retinale
Bildgebungsverfahren bestimmt. Bei dem 3-Monats-Follow-Up nach der subretinalen
Gentherapie konnte bei der Patientin eine Verbesserung der zentralen fovealen
Morphologie in der OCT beobachtet werden. Es traten Demarkationen der Membrana
limitans externa der Retina sowie Anderungen des Fotorezeptormosaiks auf. Zudem kam
es zu einer postoperativen Verbesserung des foveal-vermittelten Sehens. Die Sehschirfe
zeigte nur eine geringfiigige Verbesserung, die zentrale Sensibilitit der Retina stieg jedoch
an. Im Alltag berichtete die Patientin subjektiv von einem verbesserten postoperativen
Seherlebnis. [44]

Die Langzeiterfahrung mit der Genaugmentationstherapie mittels Voretigen
neparvovec wird im Overview von Lorenz (2024) beschrieben [41]. Die Zulassung von
Luxturna® erfolgte in den USA im Jahr 2017 und in Europa im Jahr 2018. Im Jahr 2022
wurden bereits mindestens 200 Patienten in Europa und 200 Patienten in den USA mit
Voretigen neparvovec behandelt. Bei den meisten Patienten konnte nach der Behandlung
keine signifikante Verbesserung der BCVA (best corrected visual acuity; bestkorrigierte
Sehschirfe) erreicht werden. Wurde jedoch bei Patienten und Patientinnen eine
Verbesserung der BCVA beobachtet, so konnte das grote Verbesserungsausmal} bei den
padiatrischen Patienten nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der

Gesichtsfeldbestimmung, gemessen mittels Goldmann-Perimetrie, zeigten in den
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unterschiedlichen klinischen Berichten eine hohe Ergebnisvarianz. Bei fortgeschrittenen
IRDs-Fillen konnte keine oder nur eine geringe Verbesserung des Gesichtsfeldes
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnten im jungen Patientenkollektiv signifikante
Verbesserungen des Gesichtsfeldes beobachtet werden, wahrscheinlich aufgrund der noch
gut erhaltenen Struktur des retinalen Pigmentepithels. Bei den meisten Patienten kam es zu
einer signifikanten Anderung der retinalen Sensitivitit. Die Patienten waren nach der
Behandlung in der Lage, Lichtreize einer niedrigeren Lichtstirke wahrzunehmen als zuvor.
Jiingere Patienten zeigten auch in diesem Fall deutlichere Verbesserungen. Bei der Zwei-
Farben-Schwellenperimetrie, bei welcher die retinale Sensitivitdt zum roten und blauen
Licht an definierten retinalen Stellen ermittelt wird, konnte ebenfalls eine signifikante
Verbesserung der retinalen Sensitivitit beobachtet werden. [41]

In der Studie von Daruich et al. [45] untersuchte man den Therapieausgang der
Gentherapie mit Voretigen neparvovec bei 12 Augen der 6 behandelten pédiatrischen
Patienten und Patientinnen. Die in die Studie inkludierten Patienten waren jiinger als 17
Jahre. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 7,8 Jahre. Der Therapieerfolg wurde
nach 12 Monaten mittels OCT, BCVA-Bestimmung, Goldmann-Perimetrie sowie mittels
Ultraweitwinkel-Fundusuntersuchung gemessen. Die FErgebnisse der durchgefiihrten

Untersuchungen sind in Tabelle 4 ersichtlich.

Tabelle 4: Anatomische und funktionelle Untersuchungsergebnisse péidiatrischer Patienten nach der

Voretigen neparvovec-Therapie

cmT ONL thickness GVF (V4)
BCVA (LogMAR) (pm) (um) Sum total degree
Patient number (age, yo) Eye M0 m12 MO M12 MO Mm12 Mo M12 Foveal RD Other
1(6) RE 0.5 03 208 230 56 58 1539 1678 yes Parafoveal lamellar hole LE
LE 0.3 0.2 207 225 47 68 1614 1485 no
2(7) RE 0.8 0.6 204 181 46 17 1600 1699 no
LE 0:5 0.4 197 181 43 37 1449 1506 no
3 (16) RE 03 0.2 176 189 4 44 1430 1520 no Ocular hypertension
LE 02 0.1 179 195 35 48 1619 1528 no Two injections RE
409 RE 1 0.7 164 122 63 22 1272 1183 yes Twao injections RE
LE 1 0.7 162 142 53 22 1531 836 yes
5(3) RE 2.7 1 169 164 55 62 yes
LE 27 1 190 165 55 55 yes
6 (6) RE 1 1 165 145 27 39 yes
LE 1 0.8 118 153 16 43 yes

.BCVA, best-corrected visual acuity; CMT, central macular thickness; GVF, Goldmann visual field; LE, left eye; LogMAR, logarithm of the minimal angle of resolution; ONL, outer
nuclear layer; RD, retinal detachment; RE, right eye; yo, years old.

Quelle: [45]

Bei den behandelten Patienten und Patientinnen blieben die Dicke der zentralen Makula
sowie die Dicke der ONL unverindert. Bei der Untersuchung des Gesichtsfeldes konnten

sich keine signifikanten Unterschiede zeigen. Es konnte jedoch eine signifikante
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postoperative Verbesserung der BCVA bei den behandelten Patienten nachgewiesen
werden. Die meisten mit der Luxturna®-Genaugmentationstherapie behandelten
pidiatrischen Patienten zeigten auch bei der Nachbeobachtung 12 Monate nach der
Therapie eine signifikante Verbesserung der Sehfunktion. [45]

Eine retrospektive Studie von Gerhardt et al. [42] préasentierte ebenfalls die Follow-
up-Ergebnisse bei den mit Voretigen neparvovec behandelten Kindern im Kleinkind- und
Vorschulalter. Die vier behandelten Kinder haben ihre Behandlung zwischen Januar 2020
und Mai 2022 als eine einmalige Injektionsgabe von Luxturna® erhalten. Bei allen vier
padiatrischen Patienten wurde zunichst eine Vitrektomie durchgefiihrt, an der
Injektionsstelle wurde die Membrana limitans interna (ILM) entfernt und im Anschluss
eine subretinale Injektion mit Voretigen neparvovec-Priparat verabreicht. Die prd- und
postoperative Diagnostik bestand aus den bildgebenden Untersuchungsverfahren (OCT,
Messung der Fundusautofluoreszenz und Fundus-Weitwinkel-Bildgebung), aus
elektrophysiologischen  Untersuchungen (ERG), aus Messungen der retinalen
Lichtsensitivitit sowie aus der Sehschirfemessung. Im Rahmen dieser Studie wurde
ebenfalls das visusabhingige Verhalten der Kinder bei verschiedenen Beleuchtungsstirken
beobachtet. Alle behandelten Kinder zeigten eine deutliche Verbesserung des
visusabhingigen Verhaltens bereits kurz nach der Operation sowie eine verbesserte
Sehschirfe. Bei einem Kind konnte postoperativ eine volle Sehschirfe nachgewiesen
werden. Bei zwei behandelten Augen, bei welchen prioperativ keine ERG-Signale
praoperativ detektierbar waren, konnte eine partielle elektrophysiologische Verbesserung
erreicht werden. [42]

Auch bei Erwachsenen konnte erstmalig eine Verbesserung der ERG nach der
Genaugmentationstherapie mit Voretigen neparvovec beobachtet werden. In der Studie
(2018-2022) von Amato et al. [43], publiziert im Jahr 2024, konnte erstmalig seit der
Luxturna®-Zulassung eine Verbesserung der Messergebnisse im ERG bei nicht
pidiatrischen Patienten nachgewiesen werden. Diese Studie untersuchte den
Therapieerfolg der Genaugmentationstherapie mit Voretigen neparvovec bei 17
behandelten Patienten im nicht péddiatrischen Alter. Der Fokus der Studie lag auf den
Unterschieden in den ERG-Untersuchungen vor und nach der operativen subretinalen
Gentherapie. Bei den meisten behandelten Patienten konnten keine Verbesserungen im
ERG nachgewiesen werden. Bei drei der behandelten nicht péddiatrischen Patienten und

Patientinnen, welche eine bilaterale Therapie erhielten, konnte jedoch das erste Mal seit
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der Zulassung von Luxturna® eine partielle Verbesserung im Ganzfeld-ERG bei beiden

Augen erreicht werden, welche im Verlauf der Studie erhalten blieb. [43]

3.2.5 Unerwiinschte Nebenwirkungen

Die subretinale Genaugmentationstherapie mit Voretigen neparvovec ist mit
bestimmten Komplikationen vergesellschaftet. Zu den hiufigsten unerwiinschten
Nebenwirkungen der Therapie gehoren die Erhohung des intraokulidren Drucks, Katarakte
sowie okulidre Inflammationen. [48] Der operative Eingriff kann jedoch auch Irritationen
an der Netzhaut bis hin zu Netzhautabldsungen sowie Makuladegenerationen hervorrufen.
[29]. Die seit der Luxturna®-Zulassung verdffentlichten Studien berichten ebenfalls von
einer potenziell schwerwiegenden Komplikation, der retinalen Atrophie. Diese
Komplikation wurde in der originalen Phase-1II-Studie nicht beobachtet. [49]

In der retrospektiven Studie von Reichel et al. (2021) wurden 13 Augen von 8 mit
Luxturna® behandelten Patienten und Patientinnen hinsichtlich postoperativer
Komplikationen analysiert. Der Fokus lag dabei auf der postoperativen Entwicklung einer
retinalen Atrophie 6 bis 24 Monate nach dem operativen Eingriff. Zur Bestimmung des
Atrophie-Areales wurde eine Ultraweitwinkel-Bildgebung verwendet, zur Friiherkennung
der retinalen Atrophie setzte man die Fundusautofluoreszenz-Bildgebung ein. Bereits 2
Wochen nach dem operativen Eingriff haben Anderungen der Autofluoreszenz bei der
Mehrheit der Patienten auf die Entwicklung einer retinalen Atrophie hingewiesen. Im
weiteren Verlauf konnten atrophische Verdnderungen in allen behandelten Augen
festgestellt werden. Diese Verdnderungen waren dabei sowohl im Bereich der subretinalen
Blase als auch auflerhalb dieser nachweisbar. Die Atrophie-Areale haben sich mit der Zeit
vergroBert, die Atrophie-Progression hielt auch ein Jahr nach der Behandlung weiter an.
Die funktionellen Therapieausginge blieben jedoch stabil. [46]

In einer retrospektiven Multizenter-Studie von Gange et al., welche im Jahr 2021
veroffentlicht wurde, wurden 18 Augen von 10 Patienten identifiziert, bei welchen es im
Durchschnitt 4,7 Monate nach der Therapie mit Luxturna® zu einer perifovealen retinalen
Atrophie kam. Die funktionellen Therapieausginge blieben bei den meisten behandelten
Patienten jedoch stabil oder verbesserten sich. [47]

Auch der publizierte Bericht von Grewal et al. (2022) berichtete von einem 20-
jahrigen Patienten, bei welchem 6 Monate nach der Therapie mit Voretigen neparvovec

eine retinale Atrophie im Bereich des retinalen Pigmentepithels festgestellt wurde. Auch
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bei diesem Patienten konnte keine Verschlechterung der Sehschirfe bzw. des
Gesichtsfeldes beobachtet werden. [48]

Bommakanti et al. beschéftigten sich in ihrer retrospektiven Multizenter-Studie
“Classification and growth rate of chorioretinal atrophy after voretigene neparvovec-rzyl
for RPE65-mediated retinal degeneration” (2023) [49] mit den verschiedenen Dimensionen

der retinalen Atrophien nach der subretinalen Gentherapie mit Voretigen neparvovec und

haben die postoperativ aufgetretenen Atrophien anhand ihrer Auspragung klassifiziert

(siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: Atrophie-Ausprigungen nach Therapie mit Voretigen neparvovec
A: Atrophie an der Injektionsstelle, B: nummuldire Atrophie, C: perifoveale Atrophie, D: konfluente Atrophie
Quelle: Bommakanti et al., 2023, [49]

Die Therapieausgénge aller Patienten aus sdmtlichen in diese Studie inkludierten Kliniken
wurden durchgesehen und evaluiert. In die Studie wurden 14 Patienten mit 27 behandelten
Augen inkludiert, die nach einer bilateralen Therapie mit Voretigen neparvovec eine

chorioretinale Atrophie entwickelt haben. Insgesamt wurden in den in die Studie
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inkludierten Zentren 187 Augen behandelt. Die resultierende Atrophie-Privalenz betrug
somit 14,4%. Im Rahmen dieser Studie konnten verschiedene Atrophiemuster beobachtet
werden. Zu diesen gehoren Atrophien an der Injektionsstelle, aufgetreten bei 14
behandelten Augen, entsprechend 51,9% aller beobachteten Atrophien; nummulére
Atrophien, welche vor allem peripheriebetont waren, aufgetreten bei 15 behandelten
Augen und entsprechend 55,6% aller beobachteten Atrophien; perifoveale Atrophien,
aufgetreten bei 12 behandelten Augen, entsprechend 44,4% aller beobachteten Atrophien;
und Atrophien mit konfluenten Mustern der nummulidren und perifovealen Atrophie,
welche bei 5 behandelten Augen und somit 18,5% aller beobachteten Atrophien
aufgetreten sind. Bei allen 27 Augen wurde eine Makulaatrophie beobachtet, bei 20 Augen
konnten zusitzliche periphere Atrophien beobachtet werden. 13 der 14 behandelten
Patienten und Patientinnen entwickelten eine bilaterale Atrophie. Es konnte observiert
werden, dass die perifoveale Atrophie die rascheste Progression zeigte, wihrend die
Atrophie im Bereich der Injektionsstelle am langsamsten voranschritt. Die nummulédre
Atrophie zeigte eine intermedidre Progression. Bei der konfluenten Atrophie zeigte sich,
wie bei der perifovealen Atrophie, eine rasche Progressionstendenz. [49]

Obwohl die Entwicklung einer chorioretinalen Atrophie als eine Komplikation der
subretinalen Gentherapie mit potenziell schwerwiegenden Folgen angesehen wurde,
konnte ein positiver Zusammenhang zwischen einer Atrophie-Entwicklung nach der
Voretigen neparvovec-Therapie und einem positiven Therapieausgang beobachtet werden
[52]. In der Studie von Stingl et al. (2023) [53] wurden retrospektiv ophthalmologische
Daten der 38 mit Voretigen neparvovec behandelten Patienten und Patientinnen (insgesamt
71 behandelte Augen) analysiert. Das Patientenalter lag zwischen 2 und 44 Jahren. Die
Patienten und Patientinnen wurden in zwei Gruppen unterteilt: jene, die eine postoperative
chorioretinale Atrophie entwickelten, und jene ohne Atrophiezeichen. 20 Augen von 12
behandelten Patienten entwickelten eine chorioretinale Atrophie (entspricht 28% aller
behandelter Augen). Es konnte kein signifikanter Einfluss des Geschlechtes auf die
Entwicklung der Atrophie nachgewiesen werden. Es konnte jedoch beobachtet werden,
dass sowohl die dltesten als auch die jiingsten der behandelten Patienten keine Atrophie
entwickelt haben. Uberwiegend von Atrophie betroffen waren Patienten im Schulalter bzw.
im jungen Erwachsenenalter. In dieser Publikation konnte gezeigt werden, dass bei
Patienten, welche eine Atrophie entwickelten, bessere postoperative BCVA-Werte
gemessen werden konnten (P=0.006). Auch die FST-Ergebnisse (FST: Full-field Stimulus

test) bei der 1-Monats-Nachuntersuchung waren signifikant hoher bei Patienten mit einer
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chorioretinalen Atrophie im Vergleich zu Patienten ohne Atrophiezeichen (P=0.0005).
Dieser Unterschied blieb auch ein Jahr postoperativ statistisch signifikant. Der Grad der
FST-Verbesserung scheint stark mit der Entwicklung der Atrophie zu korrelieren. [53]

In den Ergebnissen einer weiteren Publikation von Stingl et al. (2024) [52] konnte
gezeigt werden, dass viele Patienten, die eine Therapie mit Voretigen neparvovec erhalten
haben, eine Atrophie im Bereich der stirksten postoperativen Stibchengenesung
entwickeln. Die Stibchen mit dem groten Empfindlichkeitsgewinn sind allerdings nicht
Teile der wachsenden Atrophie. Die Tatsache, dass die Stibchen mit der stirksten
Empfindlichkeit erhalten bleiben, scheint das ausgezeichnete Long-Term-Outcome der
Stiabchenrettung nach der Voretigen neparvovec-Therapie zu erkldren. [52]

Obwohl die Therapie mit Voretigen neparvovec bei der Mehrheit der Patienten zu
einer deutlichen Verbesserung der Lichtsensitivitit und der Orientierung bei schwachem
Licht und bei manchen Patienten auch zur Verbesserung des Gesichtsfeldes fiihrt, wurden
auch Fille publiziert, bei welchen es zu unerwiinschten Ereignissen, wie etwa zur
Verschlechterung der BCVA oder zu einer intraokuldren Inflammation, kommt. In einem
publizierten Bericht von Neves et al. aus dem Jahr 2023 wurde etwa von einem 45-jidhrigen
minnlichen Patienten berichtet, der eine Therapie mit Voretigen neparvovec erhielt. Bei
diesem Patienten kam es postoperativ zu einer strukturellen und funktionellen
Verschlechterung. Der behandelte Patient berichtete von subjektiver Abnahme der
Sehschirfe sowie einer verschlechterten Adaptation im Dunkeln. Die Symptome traten
direkt nach der Gentherapiebehandlung auf und persistierten auch noch beim 6-Monats-
Follow-up. Bei der OCT-Untersuchung konnte bei beiden Augen eine Abnahme der
zentralen retinalen Dicke sowie der Dicke der Ellipsoid-Zone beobachtet werden. [51]

Wie bereits erwidhnt gehoren intraokulidre Inflammationen zu den mit Voretigen
neparvovec-Behandlung assoziierten postoperativen Komplikationen. Kessel et al.
berichteten im November 2022 in ihrer retrospektiven Studie iiber die Prdvalenz der
intraokuldren Inflammationen aller zu diesem Zeitpunkt in Schweden behandelter
Patienten und Patientinnen [50]. 12 Patienten haben eine Therapie mit Voretigen
neparvovec erhalten, 11 davon bilateral. In 9 der 23 behandelten Augen kam es zu einer
Vitritis. Bei 4 der behandelten Augen zeigten sich neben der Vitritis @ulere retinale
Infiltrate. Nach einer Therapie mit Immunsuppressiva liel die Inflammation nach. Die
Inflammation hatte bei den Patienten keinen Einfluss auf den visuellen Therapieausgang.

[50]
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3.3 AAV2/5-OPTIRPEG65 zur Gentherapie einer RPE65-
assoziierten LCA

Im Jahr 2007 wurde von der University College London (UCL) und dem
Moorfields Eye Hospital NHS Foundation Trust eine Phase-I/II-Studie gestartet. Das Ziel
dieser Studie war es, den Wirkstoff rAAV2/2.hRPE65p.hRPE65 (tgAAG76) zu testen.
Wihrend dieser Studie erhielten 3 junge nichtpidiatrische LCA-Patienten eine subretinale
Injektion mit diesem Wirkstoff. Nach der Behandlung traten bei den Probanden keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen auf. Die Verabreichung von tgAAG76 fiihrte jedoch
zu keiner signifikanten Veridnderung der Netzhautfunktion. Deutlich verbesserten sich
jedoch bei den behandelten Patienten die Ergebnisse in der Perimetrie sowie in der
dunkeladaptierten Perimetrie. Bei einem der Teilnehmer konnte eine erhohte
Lichtempfindlichkeit observiert werden. Insgesamt traten jedoch nur sehr geringfiigige und
voriibergehende Verbesserungen der Netzhautempfindlichkeit auf. Es kam zu keinen
maBgebenden und dauerhaften therapeutischen Wirkungen. Um die Effizienz des
Produktes zu steigern, wurde im Jahr 2016 der rAAV?2/2-Vektor modifiziert. Bei dem
modifizierten Vektor AAV2/5-OPTIRPE65 wurden die Promotorsequenz sowie die
RPE65-Codonsequenz liberarbeitet. Hinzugefiigt wurden ein exogenes Intron und eine
optimierte Kozak-Sequenz. Der modifizierte AAV2/5-Vektor wurde im Jahr 2016
erfolgreich in die Phase I/I iiberfithrt (Trial: NCT02946879). Die Publikation der

Studienergebnisse wird erwartet. [15]

3.4 ATSN-101 zur Gentherapie einer GUCY2D-assoziierten LCA

Aktuell lauft eine Phase-I/II-Gentherapiestudie (NCT03920007) zur subretinalen
Verabreichung von SAR439483, mittlerweile bekannt als ATSN-101. Bei der ATSN-101-
Therapie handelt es sich um eine AAVS5-vermittelte Genaugmentationstherapie. Die Phase-
I/II-Studie wird von Atsena Therapeutics Inc. mit dem primédren Ziel initiiert, die
Sicherheit und Vertridglichkeit der aufsteigenden Dosen des subretinal zu verabreichenden
ATSN-101-Produktes bei 15 Patienten und Patientinnen mit GUCY2D-assoziierten LCA
zu bewerten, sowie mit dem sekundiren Ziel, die Wirksamkeit aufsteigender Produktdosen
zu bewerten. [7,20,54]

In der Publikation von Yang et al. (September 2024) wurden die bisherigen
Studienergebnisse zu ATSN-101 prisentiert. Alle 15 Patienten haben im Verlauf der
Phase-1/II-Studie eine unilaterale subretinale Injektion mit ATSN-101 erhalten. In der
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Studie kam es zu keinen schwerwiegenden behandlungsbedingten unerwiinschten
Ereignissen. Aufgetretene okulidre Inflammationen waren mild und unter Steroidtherapie
reversibel. Bei Patienten, die hohere Produktdosen erhalten hatten, kam es zu signifikanten
nachhaltigen  klinischen = Verbesserungen der  Netzhautempfindlichkeit. Diese
Verbesserungen wurden 28 Tage nach der Therapie beobachtet und hielten iiber 12 Monate
an. Es konnten auch leichte Verbesserungen der BCVA beobachtet werden. Im MLTM
(Multi-Luminanz-Mobilitétstest) erreichten drei von sechs Patienten, welche mit einer

hohen Dosis behandelt wurden, am behandelten Auge eine maximale Punktzahl. [55]

3.5 Forschung zur Gentherapieentwicklung fir die CRB1-
assoziierte LCA

Wie bereits im Einfithrungsteil dieser Arbeit erwihnt, hat sich die Entwicklung der
Gentherapie fiir die CRBI-assoziierte LCA aufgrund der umfangreichen Grofle des CRB1
sowie aufgrund der begrenzten Verpackungskapazitit des AAV-Vektors (4,5kb) als
besonders herausfordernd erwiesen. Der vollstindige ubiquitire Promotor des
Cytomegalovirus und die CRBI-cDNA iiberschreiten die AAV-Verpackungskapazitit.
Durch neue gentechnische Ansitze bei der AAV-Vektorenentwicklung mit kleinen
Cytomegalovirus-Promotorsequenzen sowie durch Codon-optimierte CRB/-cDNA konnte

die CRB1-Expression in Miiller-Gliazellen bei Miusen ermoglicht werden. [7,56]

3.6 rAAVS8.hRKp.AIPL1 zur Gentherapie einer AIPL1-assoziierten
LCA

Bei der AIPLI-assoziierten LCA ist bei den meisten Patienten nach dem vierten
Lebensjahr keine duflere Retinastruktur mehr vorhanden. Da fiir die Gentherapie mit AAV -
Vektoren eine erhaltene Struktur des retinalen Pigmentepithels sowie eine erhaltene
Fotorezeptorzellstruktur fiir den Therapieerfolg vorausgesetzt sind, verkiirzt sich bei der
AIPLI -assoziierten LCA das mogliche therapeutische Fenster ma3gebend. [7,41]

Im Februar 2025 wurden die Studienergebnisse der Compassionate-Use-
Gentherapie-Studie von Moorfields Eye Hospital und dem UCL Institute of
Ophthalmology veroffentlicht. Der Fokus dieser Studie lag darauf, zu evaluieren, ob eine
frithe Intervention mit der Gensupplementtherapie bei Kindern mit der AIPLI-assoziierten
LCA sicher ist und ob diese zu einer Verbesserung der visuellen Funktion fiihrt. [57]

In die Studie wurden 4 Kinder im Alter zwischen 1,0-2,8 Jahren inkludiert, die an

einer biallelischen AIPLI-assoziierten LCA leiden. Als Gentherapieprodukt wurde der
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rekombinante AAV-Vektor rAAV8.hRKp.AIPL1 verwendet. Dieser umfasst die
kodierende humane AIPLI-Sequenz und den humanen Rhodopsin-Kinase-Promotor. Das
Produkt wurde bei den pidiatrischen Studienteilnehmern unilateral subretinal injiziert. Als
Zusatzmedikation erhielten die behandelten Kinder Prednisolon, um eine reaktive
Inflammation vorzubeugen. [57]

Um den Therapieerfolg zu messen, wurden ophthalmologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Angewendet wurden dabei eine Sehschirfemessung, Messungen des
funktionellen Sehens anhand des visuell bezogenen kindlichen Verhaltens sowie die
Ermittlung der VEPs. Die retinale Struktur wurde durch die OCT sowie durch eine
Weitwinkelbildgebung observiert. [57]

Durchschnittlich 3,5 Jahre nach der Gentherapie zeigte sich eine signifikante
Verbesserung der Sehschirfe im behandelten Auge. Die Sehschirfe im nicht behandelten
Auge war zu diesem Follow-up-Zeitpunkt nicht mehr messbar. Bei zwei Kindern, die
entwicklungsgemidll an den entsprechenden Tests teilnehmen konnten, bestitigten
objektive Sehschirfe-Tests die Verbesserung der Sehschirfe. Die Messung der VEPs
zeigte bei beiden Kindern eine erhohte Aktivitit im visuellen Kortex. In der OCT zeigte
sich bei 3 Kindern eine deutlichere Erhaltung der @uBleren retinalen Netzhautstruktur im
behandelten Auge im Vergleich zum unbehandelten Auge (siche Abbildung 8), sowie ein
deutlicherer Erhalt der retinalen Dicke bei allen vier Kindern. [57]
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Abbildung 8: OCT-Ergebnisse der behandelten AIPLI-L.CA-Patienten
Quelle: Michaelides et al. [57]
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Bei einem Kind entwickelte sich im behandelten Auge ein zystisches Makulaédem. Im
Verlauf der Studie kam es jedoch zu keinen weiteren Sicherheitsbedenken. Die
Studienergebnisse lassen daher vermuten, dass Kleinkinder mit einer AIPL1 -assoziierten
retinalen Dystrophie einen deutlichen Benefit durch die subretinale Therapie mit

rAAV8.hRKp.AIPL1 haben konnten. [57]

3.7 CRISPR/Cas9-Geneditierung bei der LCA

Bei der Geneditierung kommt es zur Editierung von spezifischen Mutationen in
einem spezifischen Gen mit dem Ziel, eine defekte Gensequenz zu korrigieren. Die
gezielte Genomeditierung auf CRISPR-Basis (“clustered regularly interspaced short
palindromic repeats”, gruppierte kurze palindromische Wiederholungen mit regelmafigen
Abstinden) wird als revolutiondrer Fortschritt in der Biotechnologie und Gentechnik
angesehen. CRISPR/Cas9 wird als therapeutisches Werkzeug bei der Behandlung
genetischer Erkrankungen angewandt, hiufig auch in der ophthalmologischen Forschung.
In neusten Studien wird CRISPR/Cas9 eingesetzt, um Mutationen zu korrigieren, die mit
Netzhautdystrophien in Zusammenhang stehen. Die aktuellen ophthalmologischen
Therapieansidtze mit Verwendung von CRISPR/Cas9 beziehen sich auf die Therapie der
CEP290- bzw. RPGR-assoziierten LCA und der Retinitis pigmentosa. Die bisherigen
Studienergebnisse weisen auf ein hohes Therapiepotenzial mit potenziell langfristigen
Therapieerfolgen hin. Ein groBer allgemeiner Vorteil dieses Therapieansatzes ist das
prazise  Editieren  defekter Gene. Als  Herausforderungen der CRISPR-
Geneditierungstherapie gelten die mit der Therapie in potenziellem Zusammenhang
stehenden Nebenwirkungen, wie etwa eine unbeabsichtigte genetische Verdnderung und
ein potenziell erhohtes Risiko fiir eine Zellentartung, sowie ethische Bedenken aufgrund
dauerhafter Verdnderungen des menschlichen Genoms. [58,59]

CRISPR/Cas9 wurde bereits im Jahr 1987 entdeckt. Im Jahr 2013 wurde erstmalig
eine CRISPR/Cas9-Geneditierung des Sdugetiergenoms beschrieben. Folglich wurde
seitdem intensiv an der Anwendung von CRISPR/Cas9 zur Behandlung genetischer

Erkrankungen, wie etwa der Netzhautdystrophien, geforscht. [59]

3.7.1 Struktur und Wirkungsmechanismus

Im Vergleich zu fritheren Geneditierungsmethoden wie ZFNs (,,zinc finger
nucleases”, Zinkfingernukleasen) oder TALEN (,transcription-activating effector

nucleases, transkriptionsaktivierende Effektornukleasen) sind die CRISPR/Cas9-
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Technologien deutlich einfacher und leistungsfihiger. Bei dem CRISPR/Cas9-System
handelt es sich um ein Dreikomponentensystem, bestehend aus einer Endonuklease (Cas9:
CRISPR-assoziiertes Protein 9), einem sequenzspezifischen Zielelement (crRNA) und
einer weiteren RNA, der tracrRNA, die Cas9 mit der crRNA verbindet. Die tracrRNA und
crRNA konnen zu einem Molekiil kombiniert werden, der sogenannten Single-guide-RNA
(sgRNA) (siehe Abbildung 9). Als Leitstruktur funktioniert in diesem System also die

Ribonukleinsiure. [60]

20 nucleotide target sequence R
- >

crBNA sequence

Genomic sequence Cleavage site PAM motif

20 nt target sequence Cas9 binding handle S. pyogenes terminator

-

s 5

NNNNNNNNNNNNNNNN GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAARAL AAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUU

sgRNA (crRNA and tracrRNA chimera)

Abbildung 9: Struktur der sgRNA

Die srRNA besteht aus einer crRNA- und einer tracrRNA-Sequenz. Die crRNA enthdlt eine Targetsequenz
mit der gleichen Nukleotidlinge wie die Zielsequenz im DNA-Genom(20nt). Voraussetzung fiir die Bindung
der sgRNA an die Zielsequenz ist das Vorhandensein eines PAM-Motivs am 3°‘-Ende der genomischen
Erkennungssequenz. Als ,, R " wird der Restteil der sgRNA bezeichnet, der aus einem Cas9-Bindungsgriff und
der S. pyogenes-Terminatorsequenz besteht. Die Spaltung erfolgt am 3*-Ende vor dem PAM-Motiv. [60]

Der Wirkungsmechanismus beruht auf der Expression von mindestens 2
Komponenten, einem Effektorenzym und der targetspezifischen RNA-Sequenz. Diese wird
auch single-guide-RNA (sgRNA) genannt und leitet die Cas9-Endonuklease zu einem
spezifischen Bereich der genomischen DNA. Die Guide-RNA wurde entsprechend einem
beliebigen Gen entworfen. Als Effektorenzym wird in der genetischen Forschung am
hdufigsten das Cas9 aus dem Typ-II-CRISPR/Cas-System von Streptokokkus pyogenes
verwendet, da es nur ein einzelnes Protein mit Endonuklease-Aktivitit enthidlt. Damit das

Cas9-Protein im CRISPR-System verwendet werden kann, muss Cas9 exprimiert und in
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den Zellkern transloziert werden. Um das zu gewihrleisten, wurden in der Forschung
mehrere kodonoptimierte Versionen mit nukledren Translokationssequenzen (NLS)
erstellt. Im Zellkern angekommen erkennt die crRNA die Zielsequenz der DNA und
hybridisiert mit dieser. Die Ldange der Targetsequenz sowie der Zielsequenz innerhalb des
Zielgenoms betrdgt 20 Nukleotide (sieche Abbildung 9). Dieses Targeting erfolgt spezifisch
am 3°‘-Ende der gewiinschten Stelle, die durch CRISPR/Cas9 geschnitten werden soll.
Diese Sequenzen, welche fiir isolierte Cas9-Proteine spezifisch und ausschlaggebend sind,
werden Protospacer Adjacent Motifs (PAMs) genannt. Wenn die ctDNA-Sequenz mit der
DNA-Zielsequenz iibereinstimmt, spalten die katalytischen Dominen der Cas9-
Endonuklease beide Stringe der Ziel-DNA und es kommt zu einem Doppelstrangbruch.
Wird Spender-DNA bereitgestellt, so kann eine transgene DNA erstellt werden (siehe
Abbildung 10). [59,60,61]

Kommt es zu einem Doppelstrangbruch, so werden diese in eukaryotischen
Organismen entweder durch fehleranfillige NHEJ-DNA-Reparaturmechanismen (NHEJ:
,»hon-homologous end-joining®, nicht-homologe Endverkniipfung) repariert oder durch
relativ fehlerfreie HDR-Reparaturmechanismen (HDR: ,,homology directed repair®,
homologiegerichtete Reparatur) (siche Abbildung 10) Unter Abwesenheit der Spender-
DNA wird der Doppelstrangbruch von der Wirtszelle durch das NHEJ-DNA-
Reparatursystem repariert. Dies resultiert in einer zufilligen Insertion oder Deletion der
entsprechenden DN A-Stelle, wodurch der offene Leserahmen eines Gens moglicherweise
unterbrochen wird. Die begrenzte Kontrolle tiber NHEJ kann die Effizienz der Therapie
verringern. Zudem ist die Anwendung dieses Systems auf Mutationen beschrinkt, die
durch Inversion oder Deletion korrigiert werden kénnen. Im Fall einer Haploinsuffizienz,
bei der ein diploides Gen im haploiden Zustand den normalen Phinotyp nicht bewirken
kann, kann NHEJ zwar das mutierte Allel inaktivieren, weiter erforderlich wire jedoch die
Erginzung des Wildtyps. HDR-Reparaturmechanismen konnen im Gegensatz genutzt
werden, um spezifische DNA-Vorlagen fiir die prizise Wiederherstellung der genomischen
DNA-Sequenz einzufiigen. [61,63]

Somit haben die HDR-Mechanismen das Potenzial, unter Verwendung einer
Wildtyp-DNA-Vorlage eine Mutation in IRDs zu korrigieren. In der priklinischen
Forschung hat sich jedoch gezeigt, dass die HDR-Mechanismen in den sich nicht teilenden
Zellen der Netzhaut unwirksam sind. Daher ist der NHEJ-Reparaturmechanismus derzeit
der am hidufigsten angewandte Ansatz bei der Entwicklung der Geneditierungstherapie fiir

die Behandlung der IRDs, vor allem bei jenen, die autosomal dominant vererbt wurden und
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keine Haploinsuffizienz aufweisen. Das mutierte Allel kann dabei zerstort werden,

wihrend das Wildtyp-Allel erhalten bleibt. [63]

Cas9 nuclease

Genomic DNA

CRISPR/Cas9 system causes
double-strand DNA breaks

PAM

IF1FEE T I

DNA repair

NHEJ,/ \I{DR
AR LTI

I I’Iﬂ I’I Iﬂﬂ il

Gene disruption by insertions or deletions Gene replacement or correction by homelogous recombination

Abbildung 10: Technologiemechanismus der CRISPR/Cas9-Geneditierung
Quelle: Dengyun Nie et al. [64]

Durch die Bereitstellung mehrerer Leit-RNAs an verschiedenen Stellen kann eine
Multiplex-Editierung ermdoglicht werden, bei welcher schidliche Mutationen aus dem
Genom entfernt werden konnen und der offene Leserahmen trotzdem erhalten bleibt. [63]
In der préklinischen Studie von Maeder et al. aus dem Jahr 2019 [22] konnte gezeigt
werden, dass ein sgRNAs-Paar gekoppelt mit Streptokokkus pyogenes-Cas9 (SpCas9,
4098bp) ein Segment von Intron 26 hocheffizient entfernen oder invertieren kann, wodurch
das normale Spleilen zwischen Exon 26 und Exon 27 in vivo wiederhergestellt werden
konnte. Die Mutation im Intron 26 stellt die hdufigste intronische CEP290-Mutation bei
LCA-Patienten dar. [22,63]
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Eine Einschrinkung bei der Verwendung von Cas9 als Endonuklease ist seine
Abhingigkeit von der PAM-Sequenz, um an die Ziel-DNA zu binden. In vielen
verschiedenen Bereichen wird die SpCas9 eingesetzt, da diese eine einfache 5'-NGG-3' -
PAM-Sequenzanforderung aufweist, wobei N ein beliebiges Nukleotid ist. Es wird jedoch
intensiv daran geforscht, weitere Cas9-dhnliche Effektorproteine zu identifizieren. Die
natiirlich vorkommenden Cas9-Varianten sind grofle Proteine, was in Einschrinkungen bei
der Verpackungskapazitit und beim Transport in die Zielzelle resultiert. Ein groBes
therapeutisches Potenzial zeigt die Entdeckung der nur 3246bp langen Cas9 von
Staphylokokkus aureus, die zusitzlich PAM-Anforderungen zeigt, wodurch das Repertoire
der genomischen Zielmolekiile deutlich erweitert werden kann. [63]

Basierend auf diesen priklinischen Erkenntnissen, die die Grundlage fiir die
Entwicklung klinischer Genomeditierungstherapeutika bildeten, konnten Strategien fiir
klinische Studien entworfen werden. So leitete Editas Medicine, Inc. (Cambridge, MA)
eine klinische Phase-1/2-Studie fiir das Therapeutikum Edit-101 zur Behandlung von LCA
ein. Dies stellt die erste klinische Anwendung der CRISPR -vermittelten Genomeditierung

in der Netzhaut dar.

3.7.2 LCA-Therapie mit Geneditierungskomplex Edit-101

Die derzeit laufende Studie (NCT03872479) untersucht aktuell den Therapieerfolg
des Editierungskomplexes Edit-101 bei Patienten mit einer IVS26-Mutation im CEP290-
Gen. Bei Edit-101 handelt es sich um ein CRISPR/Cas9-Editierungstool. In der
Entwicklung der Edit-101-Therapie wurden Cas9-Leit-RNAs vom Staphylococcus aureus
identifiziert, die eine hohe Spezifitit zur humanen CEP290-Zielsequenz aufweisen. Die
subretinale Verabreichung von EDIT-101 an humanisierte CEP290-Miduse zeigte eine
schnelle und anhaltende CEP290-Geneditierung. Daher begann im September 2019 eine
klinische Studie zur Edit-101-Therapie am Menschen mit der Phase I/II. [62,63]

Das Hauptaugenmerk der Studie liegt auf der Uberpriifung der Sicherheit,
Vertrdglichkeit und Wirksamkeit einer einzelnen Dosis von Edit-101. In die Studie
inkludiert wurden sowohl pidiatrische als auch nichtpiddiatrische Patienten und
Patientinnen mit einer CEP290-assoziierten LCA. Die Studienteilnehmer wurden in 3
Gruppen unterteilt, wobei jede Gruppe eine unterschiedliche Edit-101-Dosierung erhalten
hat. Der Geneditierungskomplex Edit-101 wurde den Studienteilnehmern unilateral
subretinal verabreicht, mit dem Ziel der Wiederherstellung einer normalen CEP290-

Expression. [22,62]
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Im Mai 2024 wurde eine Publikation von Pierce et al. [21] iiber die bisherigen
Studienerfolge veroffentlicht. Bei der Studie wurde die Wirksamkeit und Sicherheit von
Edit-101-Editierung bei LCA-Patienten mit einer IVS26-Variante im CEP290-Gen
tiberpriift. Edit-101 wurde bei 12 Erwachsenen im Alter zwischen 17 und 63 Jahren in
einer niedrigen (2 Teilnehmer), mittleren (5 Teilnehmer) und hohen Dosis (5 Teilnehmer)
verabreicht sowie bei 2 Kindern in einer mittleren Dosis. Es konnten keine unerwiinschten
Ereignisse, die in Zusammenhang mit der Edit-101-Therapie stiinden, festgestellt werden,
sowie keine dosislimitierten toxischen Wirkungen. Bei sechs Teilnehmern zeigte sich
gegeniiber dem Ausgangswert eine signifikante Verbesserung der Zapfenfunktion, die
mittels FST ermittelt wurde. Bei neun der behandelten Studienteilnehmer und
Studienteilnehmerinnen konnte eine bedeutsame Verinderung der BCVA gegeniiber dem
Ausgangswert beobachtet werden. Bei sechs der behandelten Patienten und Patientinnen
konnte im Vergleich zum Ausgangswert eine deutliche Verbesserung der VR-QOL
(vision-related quality of life, visusabhingige Lebensqualitit) festgestellt werden. Das
Sicherheitsprofil von Edit-101 sowie die beobachtete signifikante Verbesserung der
Fotorezeptorfunktion nach Edit-101-Behandlung unterstiitzen laut Studienautoren eine
weitere Erforschung der Geneditierung mit CRISPR-Cas9-Technologie zur Behandlung
vererbter Netzhautdystrophien aufgrund einer IVS26-Variante im CEP290-Gen. [21]

3.8 RNA-basierte AON-Therapie mit QR-110 (Sepofarsen)

Einen weiteren Therapieansatz bei einer CPE290-assoziierten LCA/EOSRD bietet
das QR-110 (Sepofarsen), welches sich aktuell in der Phase II/III-Studie (NCT03913143)
befindet. QR-110 basiert auf dem Behandlungsansatz einer Antisense-Oligonukleotiden-
vermittelte Therapie (AON-Therapie). Das Therapieziel ist dabei eine Verhinderung der
Einfiigung des mutierten CEP290-Pseudoexons in die mRNA. Beim verwendeten Produkt
handelt es sich um QR110 (Sepofarsen). [7,23,65]

Die CEP290-assoziierte LCA ist mit Spleildefekten im Zilientransportprotein
CEP290 verbunden. Die CEP290-Pri-mRNA bei den betroffenen LCA-Patienten enthilt
eine hypomorphe kryptische Spleif3stelle im Intron 26. Dies resultiert darin, dass von den
Zellen zwei CEP290-Transkripte produziert werden: die Wildtyp-Transkripte sowie die
alternativ gespleiften Transkripte, die ein zusitzliches Exon von 128 Nukleotiden
enthalten, welches ein vorzeitiges Stopcodon einfiihrt. Diese hypomorphe Variante fiithrt zu
niedrigen Konzentrationen des funktionstiichtigen CEP290, welches eine Schliisselrolle fiir

die Zilienfunktion der Fotorezeptoren spielt. [15]
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Beim QR-110 handelt es sich um ein einzelstringiges 2'-O-methyliertes RNA-
Antisense-Oligonukleotid, welches in der Lage ist, Spleidefekte, die durch eine CEP290
c.2991 + 1655A > G -Mutation entstehen, zu korrigieren. Das QR-110 fiihrt zu einem
normalen SpleiBen von CEP290 und somit zu einer normalen CEP290-mRNA. Folglich
das CEP290 Protein wieder normal hergestellt (sieche Abbildung 11). Dies fiihrt zu einer
erhohten Ziliogenese. Das QR-110 wird intravitreal appliziert und kann so die Netzhaut
gut erreichen. Das QR-110 trat im Jahr 2019 in die Phase II-III ein. In den bisherigen
Studienergebnissen traten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf. Die Sehschirfe

sowie die wahrgenommene Helligkeit im behandelten Auge verbesserten sich. [15]

QR-110 CEP290 Pre-mRNA

Exon 26 X TGAGTAT — Exon 27

 /
r Splicing ﬁ

Exon 26 X Exon 27 Exon 26 | Exon 27 | RNA
MT CEP290 WT CEP290 RiCIGH
Outer
segment
Connecting
cilium
Dysfunctional photoreceptor Photoreceptor

Abbildung 11: QR110-Wirkungsmechanismus
Quelle: Dulla et al., [30]

In einer Publikation aus der Phase-I/II-Studie zu Sepofarsen aus dem Jahr 2022
berichteten Russell et al. von den bisherigen Studienergebnissen. In dieser Studie erhielten
6 erwachsene Patienten und 5 pidiatrische Patienten eine intravitreale Gabe von
Sepofarsen. Behandelt wurde dabei das Auge mit der schlechteren Sehfunktion. Das

primére Ziel der Studie war die Bewertung des Sicherheitsprofils und der Vertrd glichkeit
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von Sepofarsen. Ferner fokussierte man sich auf die Pharmakokinetik und Wirksamkeit des
Produkts. Sechs Patienten erhielten Sepofarsen 160ug/80ug und 5 Patienten Sepofarsen

320ung/160ug. 10 von 11 Patienten entwickelten okulidre Nebenwirkungen am behandelten
Auge, ein Patient am unbehandelten Auge. Die meisten Nebenwirkungen wurden als mild
eingestuft und waren dosisabhidngig. Acht Patienten entwickelten Katarakte, von diesen
wurden sechs als schwerwiegend eingestuft, ein Linsenersatz war erforderlich. Es konnten
statistisch signifikante Verbesserungen der Sehschirfe und der Netzhautempfindlichkeit
beobachtet werden. Weil die 160-ug/80-ug-Gruppe ein besseres Nutzen-Risiko-Profil
zeigte, wurden hohere Dosen von Sepofarsen abgesetzt. Das Sicherheitsprofil sowie die
beobachteten Verbesserungen unterstiitzten die Fortsetzung der Sepofarsen-Entwicklung.

Die Studie wurde im April 2019 in Phase II/I1I iiberfiihrt. [66]

3.9 Optogenetische Therapieansatze bei der LCA

Bei erblichen Netzhautdegenerationen werden laufend zahlreiche Therapieoptionen
untersucht. Hierzu zdhlen Genergidnzungsstrategien, Genomeditierung oder AON-
vermittelte Therapie. Diese Therapieformen sind jedoch stark genspezifisch und nicht
kausal fiir alle IRD-Formen anwendbar. Zudem ist bei der Mehrheit der Gentherapeutika
eine bleibende Restfunktion der Retina fiir den Therapieerfolg vorausgesetzt. [68]

Ist ein frithzeitiger therapeutischer Eingriff aufgrund eines ausgeprigten
Fotorezeptorverlusts nicht mehr moglich, die Zellschichten in der neuralen Netzhaut
jedoch erhalten, so besteht die Moglichkeit einer universellen Genersatztherapie, die
unabhingig von der genetischen Ursache der zugrundeliegenden IRD ist. Bei der
Optogenetik werden also keine spezifischen Gene oder Mutationen behandelt. Stattdessen
werden Transgene in die Netzhaut eingebracht, die Opsine oder andere lichtempfindliche
Molekiile produzieren. Hiermit kann eine retinale Zellpopulation, die durch eine
ektopische Expression eines Opsinproteins lichtempfindlich gemacht wurde, aktiviert
werden. In den verbleibenden inneren Netzhautzellen wird somit die Lichtempfindlichkeit
erhoht und die wahrgenommenen Signale werden iiber verbleibende Neuronen an das
Gehirn ibertragen. Die optogenetische Therapie nutzt somit die Methode der
Neuromodulation, um das Sehvermodgen wiederherzustellen. Somit kann das Sehvermégen
erhalten bleiben oder wiederhergestellt werden, auch wenn Fotorezeptorzellen nicht mehr
funktionstiichtig sind. [67,68,69]

Aktuell laufen einige klinische Studien, die den optogenetischen Therapieansatz

tiberpriifen. Vielversprechend ist hierbei das Opsin-Produkt MCO-010, welches in
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klinischen Studien zur Behandlung von Retinitis pigmentosa und Stargardt-Disease
untersucht wird. MCO-010 wird iiber eine intravitreale Injektion appliziert, mithilfe von
adeno-assoziierten Vektoren des Serotyps AAV?2 iibertragen und anschlieBend freigesetzt.
Die bisherigen Studienergebnisse der randomisierten Phase-IIb-RESTORE-Studie
(NCT04945772) zur Beurteilung der Wirksamkeit und Sicherheit von MCO-010 bei
Patienten mit einer fortgeschrittenen Retinitis pigmentosa wurden im Juni 2023 von Boyer
et al. publiziert. Es konnte eine bedeutsame Verbesserung des Sehvermodgens bei den
Studienteilnehmern und Studienteilnehmerinnen, die bereits unter einer fortgeschrittenen
Retinadegeneration litten, beobachtet werden. Die optogenetische Therapie mit MCO-010
zeigte hiermit das Potenzial, das Sehvermogen unabhingig von der urspriinglichen
Genmutation wiederherzustellen, indem bipolare Netzhautzellen fotosensibilisiert werden,

wodurch in weiterer Folge eine retinale Lichtwahrnehmung erméglicht wird. [70]
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4 Diskussion

Die Leber‘sche kongenitale Amaurose ist eine schwerwiegende retinale Erkrankung
aus der Gruppe der erblichen Netzhautdystrophien, die zu einer Degeneration der
lichtempfindlichen Stidbchen und Zapfen der Netzhaut fiihrt. Dies resultiert in weiterer
Folge in schweren Sehbehinderungen und schlieBlich in einer Erblindung. Die
Sehbeeintriachtigung besteht bei den meisten LCA-Betroffenen seit der Geburt und zeigt
einen progressiven Krankheitsverlauf. [1]

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Zusammenfassung der derzeit fiir die
LCA verfiigharen Gentherapeutika sowie jener gentherapeutischer Behandlungsansitze,
die sich aktuell in der priklinischen Entwicklung bzw. in der Phase der klinischen
Erprobung befinden. Durch den Einschluss der neuesten Studienergebnisse wurden der
aktuelle Wissensstand und Forschungsstand zur LCA-Gentherapie zusammengefasst und
beurteilt sowie eine Ubersicht iiber die aktuell laufenden klinischen Studien gegeben. Um
das Outcome der jeweiligen Behandlungsansitze zu beurteilen, lag hierbei der Fokus auf
der Zusammenfassung der bisherigen Therapieerfolge sowie der aufgetretenen
unerwiinschten Ereignisse. Die Daten dafiir wurden aus den bisher publizierten Studien
und Berichten entnommen. Ferner wurden in dieser Literaturarbeit molekulargenetische

Hintergriinde zu den jeweiligen Gentherapeutika zusammengefasst und erldutert.

4.1 Das Risiko-Nutzen-Profil der Gentherapie bei der LCA

In den letzten Jahren konnten auf dem Feld der Gentherapeutikaentwicklung fiir die
LCA grofle Meilensteine erreicht werden. Im Mittelpunkt der Therapieentwicklung standen
dabei Behandlungsansitze wie die AAV-vektorenvermittelte Genersatztherapie, die
Geneditierungstherapie mittels CRISPR/Cas9-Technologie, die Antisense-
Oligonukleotiden-vermittelte Therapie sowie die optogenetische Therapie. Ein erheblicher
Teil der laufenden klinischen Studien befasst sich aktuell mit den vektorvermittelten
Generginzungsstrategien.

Ein wichtiger Fortschritt in der Gentherapie wurde 2017 mit der Zulassung des
Gentherapeutikums Voretigen Neparvovec (Luxturna) durch die FDA und EMA zur
Behandlung biallelischer, mit RPE65-Mutationen assoziierter Netzhautdystrophien erzielt.
Voretigen neparvovec beruht in seiner Wirkungsweise auf dem FEinsatz der
Genaugmentationstherapie mittels AAV-Vektoren und fiihrte seit seiner Zulassung bei den

meisten behandelten Patienten und Patientinnen mit einer RPE65-assoziierten LCA zu
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einer signifikanten Verbesserung des Sehens im Dunklen, zu einer besseren Orientierung
bei schwachem Licht sowie zu einer signifikanten Verbesserung der retinalen
Lichtempfindlichkeit. Dies fiihrte folglich zu einer spiirbaren Verbesserung der
Lebensqualitit bei behandelten LCA-Patienten und -Patientinnen. [29,41] In den
publizierten Studien und Berichten konnte wiederholt gezeigt werden, dass das Alter einer
der wichtigsten therapieausgangbeeinflussenden Faktoren ist, wobei jlingere Patienten
einen groleren funktionellen Nutzen haben als iltere. [41,42,45,51] Der Grund dafiir, dass
die stdrksten Verbesserungen des Sehvermogens beim jungen Patientenkollektiv
verzeichnet werden konnten, ist hochstwahrscheinlich eine noch gut erhaltene Struktur des
retinalen Pigmentepithels bei jungen Patienten. Dieses ist fiir einen erfolgreichen
Therapieausgang mit vektorvermittelten Genersatztherapien vorausgesetzt. [41]

Die Gentherapie-Vektoren werden subretinal, also unter die Netzhaut, injiziert. Das
Auge als Ort der Therapieverabreichung bietet dabei mehrere Vorteile, wie etwa das
Immunprivileg, durch welches die Immunantwort gegeniiber Antigenen deutlich
herabgesetzt ist, die leichte Zugédnglichkeit zum Verabreichungsort sowie die Moglichkeit,
das kontralaterale Auge als Kontrolle zu verwenden. [40] Bei dem therapeutischen Eingriff
besteht jedoch ein gewisses Risiko fiir die Schiadigung der fragilen Netzhaut. Seit der
Luxturna®-Zulassung wurde in mehreren Publikationen vom Auftreten einer potenziell
schwerwiegenden Therapienebenwirkung, ndmlich der retinalen Atrophie, berichtet.
[49,46,47,48]. Hierbei zeigte die Atrophie im perifovealen Bereich die rascheste
Progression. [49] Interessanterweise scheinen jedoch die funktionellen Vorteile der
Behandlung durch die Atrophie nicht beeintrdchtigt zu sein und bleiben auch dann stabil,
wenn die Atrophie die zentralen Bereiche umfasst. [46] Neuste Studien konnten einen
positiven Zusammenhang zwischen der Atrophie-Entwicklung nach der Therapie mit
Voretigen neparvovec und einem positiven Therapieausgang beobachten. [52,53] In einer
Studie von Stingl et al. [52] aus dem Jahr 2024 konnte dabei gezeigt werden, dass die
Atrophien sich zwar vornehmlich im Bereich der stirksten postoperativen
Stabchengenesung entwickeln, die Stibchen mit dem groften Empfindlichkeitsgewinn
allerdings nicht ein Teil dieser progressiven Atrophie sind. [52] Um diese Beobachtungen
endgiiltig zu bewerten, sind jedoch weitere Untersuchungen in diesem Bereich notwendig.
Wiirde sich bei weiteren publizierten Studien und Berichten bestitigen, dass die Atrophien
nicht die empfindlichkeitsstirksten Stidbchen betreffen und die Therapieerfolge auch
langfristig erhalten bleiben, konnte in der Risiko-Nutzen-Abwigung das Verhiltnis stirker

auf die Seite des Nutzens verschoben werden. Eine weitere ernstzunehmende
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Komplikation der vektorenvermittelten intraokuldren Gentherapie ist das Auftreten
intraokuldrer Inflammationen. Diese scheinen jedoch gut auf eine immunsuppressive
Therapie anzusprechen und keinen Einfluss auf den visuellen Therapieausgang zu haben.
[50]

In dieser Literaturarbeit wurden in weiterer Folge vektorenvermittelte
Gentherapeutika, welche sich in der Phase der Entwicklung oder klinischer Erprobung
befinden, vorgestellt. Vielversprechend ist hierbei die Gentherapie mit ATSN-101 fiir die
GUCY2D-assoziierte LCA. ATSN-101 fiihrte in den klinischen Studien zu signifikanten
Verbesserungen des Sehvermogens, insbesondere der retinalen Lichtempfindlichkeit. [55]
Weiterhin konnten signifikante Erfolge sowie ein giinstiges Sicherheitsprofil in den
klinischen Studien fiir die Therapie der AIPLI-assoziierten LCA mit rAAV8.hRKp.AIPL1
beobachtet werden. Die Studienergebnisse indizieren einen deutlichen Benefit fiir
betroffene Kleinkinder mit A/PLI-assoziierter LCA. Diese Form der LCA gehort zu den
schwerwiegendsten LCA-Arten mit dem progressivsten Phidnotyp. Da all diese Therapien
ein sehr gutes Risiko-Nutzen-Profil aufweisen, konnten sie nach ihrer potenziellen
zukiinftigen Zulassung die Anwendungsmoglichkeiten der ophthalmologischen
Gentherapie deutlich erweitern. [57]

Neben den vektorenvermittelten gentherapeutischen Ansidtzen wurden in dieser
Arbeit ebenfalls die CRISPR/Cas9-gentherapeutischen Behandlungstechnologien im Detail
vorgestellt. Die derzeit laufenden klinischen  Zulassungsstudien fiir den
Editierungskomplex Edit-101 bei Patienten mit einer CEP290-Mutation iiberpriifen aktuell
die Sicherheit, Vertrdglichkeit und Wirksamkeit der Edit-101-Anwendung bei
padiatrischen und nichtpddiatrischen Studienteilnehmern. Die bisher veroffentlichten
Studienergebnisse weisen auf ein sehr gutes Wirksamkeits- und Sicherheitsprofil hin, was
weitere Forschungsinitiativen in Richtung der Geneditierung zur Behandlung vererbter
Netzhautdystrophien unterstiitzt. [21,22]

Auch weitere Therapieansitze wie etwa die Verwendung von Antisense-
Oligonukleotiden oder der Optogenetik konnten in der klinischen Erprobung von ihrer
Wirksamkeit und Sicherheit iiberzeugen. Die zufriedenstellenden Studienergebnisse
fithrten dabei sowohl beim QR-110 als auch beim MCO-010 zur Fortsetzung der weiteren
Entwicklung dieser Gentherapeutika. [66,70] Der grole Vorteil der optogenetischen
Therapie mit MCO-010 ist, dass diese nicht genspezifisch und somit kausal fiir viele IRD-
Formen anwendbar ist. Zusitzlich erfordert sie fiir einen positiven Therapieausgang keine

bleibende retinale Restfunktion und konnte somit auch bei Patienten anwendbar sein, bei

53



welchen die Fotorezeptoren der Netzhaut nicht mehr funktionstiichtig sind. Die
optogenetische Therapie mit MCO-010 wurde jedoch bis jetzt nur bei Patienten mit
Retinitis pigmentosa untersucht. [68] Durch die weiteren zukiinftigen Entwicklungen wire

aber der optogenetische Behandlungsansatz auch fiir Patienten mit einer LCA vorstellbar.

4.2 Herausforderungen der Gentherapie bei der LCA

Die Gentherapie bei der Leber‘schen kongenitalen Amaurose hat in den letzten
Jahren erhebliche Fortschritte erzielt und vielen LCA-Betroffenen die Hoffnung gebracht,
die Progression ihrer Erkrankung aufhalten zu konnen und im Idealfall das Sehvermdgen
zu verbessern bzw. wiederherzustellen. Trotz des Durchbruchs der Genersatztherapie und
der Geneditierungstherapie bleiben jedoch zahlreiche Herausforderungen bestehen. So
fihren die Therapien mit AAV-vektorvermittelten Vektoren wie Luxturna® bei der
Mehrheit der behandelten Patienten zu signifikanten Therapieerfolgen und Verbesserungen
des klinischen Bildes, [41] sie sind jedoch stark genspezifisch und nicht allgemein bei allen
LCA-Fillen anwendbar. [68] Die Moglichkeit der Therapie besteht somit nur bei einem
Bruchteil aller LCA-Erkrankten. Die Vektoren haben zudem nur eine begrenzte
Verpackungskapazitit, was sich als problematisch bei jenen Therapieentwicklungen
erwiesen hat, deren Ziel die Expression umfangreicher Proteine, wie etwa des CRBI1, ist.
[7] Die vektorvermittelte Gentherapie ist zudem mit sehr hohen Kosten verbunden. Diese
belaufen sich bei Voretigen neparvovec derzeit auf 800.000-1.000.000 Euro/Behandlung
und fithren zu einer Herausforderung beziiglich der Zugénglichkeit des Therapeutikums fiir
potenzielle Therapiekandidaten, insbesondere in einkommensschwachen Lindern. [29]

Die okuldre Gentherapie nutzt bei der subretinalen bzw. intravitrealen
Prédparatverabreichung die Vorteile des Immunprivilegs und der leichten Zugédnglichkeit zu
retinalen Strukturen. [40] Trotz des Immunprivilegs konnte jedoch beobachtet werden,
dass die vektorenvermittelten Gentherapien mit AAV-Vektoren okuldre Inflammationen
auslosen konnen. [50,51] Der operative Eingriff am Auge ist zudem mit dem Auftreten von
operativen und postoperativen Komplikationen assoziiert, wie etwa mit retinalen
Irritationen und retinalen Traumen. [29,73] Verfiigbare Erfahrungsberichte und breite
Kenntnisse iiber optimale subretinale bzw. intravitreale Injektionstechnik sowie {iiber
verschiedene operative Einflussfaktoren konnen dabei das operative Ergebnis optimieren
und so das Sicherheitsprofil des angewendeten Gentherapeutikums verbessern. [72] Zu
einer grolen Herausforderung der Genersatztherapie mit Voretigen neparvovec gehort

schlieBlich die hohe Rate an progressiven chorioretinalen Atrophien, die postoperativ bei
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behandelten Patienten und Patientinnen auftreten konnen. In dieser Hinsicht sind weitere
Studien notwendig, um zu bestimmen, welche okuldren, operativen bzw. vektorbezogenen
Faktoren bei der Atrophieentwicklung eine Rolle spielen. [47]

Die Therapien mit CRISPR/Cas9-basierten Technologien sind zwar mit deutlich
niedrigeren Kosten verbunden und wiirden eine finanziell sinnvolle Alternative zur
Genersatztherapie anbieten, [71] sie 16sen jedoch Sicherheitsbedenken im Zusammenhang
mit Off-Target-Effekten aus, also Verdnderungen an ungewollten DNA-Bereichen, sowie
Bedenken in Bezug auf unbeabsichtigte genetische Verdnderungen mit einer potenziellen
Zellentartung. Zudem muss der ethische und regulatorische Rahmen exakt definiert
werden, um eine sichere und ethische Anwendung der Geneditierungstechnologien zu

gewihrleisten. [58]

4.3 Zukunftsaussichten

Bei der Entwicklung okuldrer Gentherapien konnten in den vergangenen Jahren
groBe Meilensteine erreicht werden. Da jedoch noch zahlreiche Herausforderungen
vorliegen, bedarf es weiterer Forschung, um diese Therapien in Bezug auf die
Therapienebenwirkungen, maximale Wirksamkeit und breite Verfiigbarkeit zu optimieren
und ihr volles Potenzial auszuschdpfen.

Um diese Herausforderungen zu iiberwinden, liegen zukiinftige Schwerpunkte in
der Entwicklung von Therapiestrategien, die zur Reduzierung von unerwiinschten
Ereignissen bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung der therapeutischen Wirkung fiihren. [40]

Die Gentherapieentwicklung fiir erbliche Netzhautdystrophien stellt ein neues
medizinisches Forschungsfeld dar. Aus diesem Grund sind weitere Forschungen und
Untersuchungen notwendig, um langfristige Daten zur Sicherheit und Wirksamkeit dieser
Therapien zu gewinnen und ihre Auswirkungen auf die Lebensqualitit der Patienten zu
beurteilen. [58]

Die rasante Entwicklung der Technologie im Bereich der Gentherapien hat ein
groBes Potenzial, die Behandlung zahlreicher genetischer Erkrankungen zu
revolutionieren. Sie bietet eine hervorragende Perspektive fiir Patienten mit derzeit nicht

kurativ behandelbaren genetischen Krankheiten.

4.4 Limitationen und Grenzen der Arbeit

Diese Arbeit wurde als Literatur-Review gefiihrt. Dies kann mit potenziellen

Limitationen vergesellschaftet sein. Als Limitation muss an dieser Stelle angefiihrt werden,
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dass die Literaturrecherche ausschlieBlich auf deutschsprachige und englischsprachige
Publikationen beschriankt war. Die Literatursuche war auf die Datenbanken MEDLINE
und Cochrane Library begrenzt, was dazu fiithren kann, dass relevante Studien, welche in
anderen Datenbanken enthalten sind, nicht erfasst wurden. Auch die Einschrinkungen
durch kostenpflichtige wissenschaftliche Journale und geschlossene Archive konnen zu
einer potenziell selektiven Auswahl der Publikationen fiihren. Die erwidhnten Faktoren

konnen somit die Generalisierbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit einschrinken.
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