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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Retina

Mit einer durchschnittlichen Dicke von 200 um formt die Retina (auch Netzhaut
genannt) die Innenschicht des Auges und erstreckt sich vom Papillenrand bis zur
Pupille. lhre Funktion ist es, die auf sie fallenden Lichtstrahlen in
elektrochemische Signale umzuwandeln, die dann Uber den zweiten Hirnnerven
ins Gehirn gelangen. Die Retina besteht aus einem ,sehenden“ Anteil (pars
optica), der mit seinen verschiedenen Schichten die Phototransduktion
ermoglicht, indes der ,blinde” Anteil (pars caeca) der Retina nur aus einer
pigmentreichen Schicht besteht, der die Iris und den Ziliarkorper bedeckt. Beide
Teile gehen an der sogenannten Ora serrata ineinander Uber (Trepel, 2017)
(Lippert et al., 2017).

Von aufRen wird die Retina durch die Choroidea (die Aderhaut) begrenzt. Innen
liegt das Corpus vitreum (der Glaskorper) an.

Die neurale Retina (das Stratum nervosum) besteht aus einem komplexen
neuronalen Netzwerk mit lichtsensitiven Rezeptoren und signalverarbeitenden
und -weiterleitenden Nervenzellen, wahrend die ihr au3en aufliegende Schicht,
das retinale Pigmentepithel (RPE), aus einfachen kubischen Melanin-

enthaltenden Zellen gebildet wird (Sachsenweger et al., 2003).

1.1.1 Die Schichten der Retina

Betrachtet man die Schichten der Retina im Einzelnen, so liegt der Bruch-
Membran zunachst das RPE auf, welches die Versorgung der Retina sichert,
ohne dabei potenziell schadigende Stoffe aus dem Blut durchzulassen. Zudem
dient es der Phagozytose und Verwertung von Stoffwechselprodukten der
Sinneszellen. Das Stratum nervosum liegt grofRtenteils locker auf dem RPE auf.
Lediglich an der Ora serrata und an der Papille besteht eine feste Adhasion
(Trepel, 2017).

Alle Schichten des Stratum nervosum sind transparent, sodass das Licht die
Schichten durchdringen und schlief3lich die Photorezeptoren aktivieren kann.



Diese gelten als erstes Neuron der Sehbahn. Die Bipolarzellen stellen das
zweite, die Ganglienzellen das dritte Neuron dar, deren axonalen Fasern im
Zusammenschluss den Sehnerven (den Nervus opticus) bilden (Klinke et al.,
2009). Amakrine und Horizontalzellen stellen Querverbindungen her und dienen
der Kontrastamplifikation und Bewegungsdetektion (Trepel, 2017). Muller-
Stutzzellen stabilisieren die gesamte Retina mithilfe ihrer Auslaufer. Die Zellkerne
der Photorezeptoren formen die auBere Kornerschicht, die an die auBere
plexiforme Schicht angrenzt. Die dullere Grenzmembran (Membrana limitans
externa) ist zwischen den AuRensegmenten und den Zellkernen der
Photorezeptoren. In dieser Schicht liegen die axonalen Verknupfungen der
Photorezeptoren zu den Horizontal- und Bipolarzellen. Die innere
Kornerschicht formt sich aus den Kernen der Horizontal- und Bipolarzellen,
sowie denen der amakrinen und Muller-Stutzzellen. Die Signale werden, von den
Bipolarzellen ausgehend, weiter zur inneren plexiformen Schicht geleitet. Hier
finden sich die Synapsen der Axone der Bipolarzellen mit den Ganglien- und
amakrinen Zellen. Die Abgrenzung zum Glaskorper stellt die Membrana limitans
interna dar (Trepel, 2017, Lallmann-Rauch and Paulsen, 2012).
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Abbildung 1: Darstellung der Retinaschichten

Mikroskopische Darstellung der Retinaschichten, wie sie nach Farbung
darstellbar sind. Von oben nach unten wird die Choroidea mit der
Choriokapillaris und die Bruch-Membran gezeigt. Darauf liegen die Zellen
des retinalen Pigmentepithels (1), die AuRen- und Innensegmente der
Photorezeptoren (Stabchen und Zapfen) (2), die aullere Grenzmembran
(membrana limitans externa) (3), die dufRere Kdérnerschicht (4), die auldere
plexiforme Schicht (5), die Zellkerne der Bipolar-, Horizontal-, und
Amakrinzellen (innere Koérnerschicht) (6), die innere plexiforme Schicht
(7), die Ganglienzellschicht (8) und die retinale Nervenfaserschicht
(Optikus-Faserschicht) (9). Die Grenze zum Glaskdrper bildet die innere
Grenzmembran (Membrana limitans interna) (10). (nach Trivifio, A., et al.,
2012).



1.1.2 Die Photorezeptoren

Bei den Photorezeptoren wird zwischen Stabchen und Zapfen unterschieden,
wovon die Stabchen mit ca. 120 Millionen je Auge die Mehrzahl ausmachen.
Zapfen finden sich ca. sechs Millionen in jedem Auge.

Der Aufbau mit einem axonalen Fortsatz, einem Perikaryon und einem
lichtempfindlichen Fortsatz ist bei beiden Arten der Photorezeptoren gleich
(Lullmann-Rauch und Paulsen, 2012). Beide werden aus einem erneuerbaren
Aulen- und einem konstanten Innenglied gebildet. Das Verbindungsstuck ist das
Zilium. Im Innenglied finden die metabolischen Prozesse statt und im Aul3englied
ist das Sehpigment lokalisiert. In Letzterem liegt der entscheidende Unterschied
zwischen Zapfen und Stabchen. Sowohl die Zusammensetzung als auch die
Speicherung der Sehpigmente ist in Zapfen und Stabchen unterschiedlich. In den
Zapfen ist das Sehpigment in Plasmamembraneinfaltelungen vorzufinden,
wahrend die Stabchen das Sehpigment in Uber 1000 intrazellularen
Membranscheiden dicht angesiedelt haben. Diese unterschiedlichen Speicher
sind durch ihre typische zapfen- und stabchenartige Form namensgebend.
Sehpigmente bestehen grundsatzlich aus dem Chromophor ,11-cis-Retinal® und
einem variablen ,Opsin®, das durch Licht unterschiedlicher Wellenlangen aktiviert
wird (Ulfig, 2010). So gibt es in den Zapfen drei verschiedene Sehpigmente,
Jodopsine genannt, fur blaues (420nm), grunes (531nm) und rotes (588nm)
Licht. Das Sehpigment der Stabchen Rhodopsin erfasst eine Wellenlange bis zu
496nm und produziert damit schwarz-weil} Bilder (Ross, 2006). Die Stabchen
sind zudem um ein Vielfaches lichtempfindlicher als die Zapfen. Damit lasst sich
der funktionelle Unterschied einfach erklaren. Die Stabchen sind fur das
sogenannte ,,skotopische Sehen“, also das Sehen bei Nacht und Dammerung,
verantwortlich. Man findet sie am dichtesten in der mittleren Peripherie der Retina
angesiedelt. Die Zapfen hingegen befinden sich vorwiegend im zentralen Bereich
der Retina und Ubernehmen das Sehen bei Tageslicht, das man auch als
»photopisches Sehen” bezeichnet. Im Bereich der Makula, auch haufig ,,Ort des
scharfsten Sehens® genannt, sind fast ausschlieRlich Zapfen vorzufinden. Die
scharfe Auflosung des Bildes wird durch die 1:1 Verschaltung von einem Zapfen

auf eine Bipolarzelle ohne Signalkonvergenz erreicht. Unterstutzt wird diese



maximale Reizauswertung in der Makula durch die Abwesenheit jeglicher

Elemente, wie z.B. Gefalde, die nicht zur Rezeption des Lichtes dienen (Trepel,
2017).

AuBensegmente Scheibchen
\
Mitochondrien Innensegmente
Zellkern

Synapse
I

Stabchen Zapfen

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Stabchens und
Zapfens

Beide Zellarten weisen strukturelle Gemeinsamkeiten auf (Synapse,
Zellkern, Innensegment, AuRensegment, Scheibchen. Die Stadbchen sind
im Allgemeinen langer, hier jedoch zur Veranschaulichung gleich grof3
dargestellt.



1.1.3 Die Phototransduktion

Die Phototransduktion wird durch die Absorption von Photonen in den
AuRensegmenten der Photorezeptoren initiiert. Im Gegensatz zu anderen Zellen
des Korpers sind die Photorezeptoren bei Dunkelheit mit einem
Membranpotential von — 30 mV depolarisiert. Dies wird auch als ,Dunkelstrom®
bezeichnet (Klinke et al., 2009). Der Einfall von Licht fihrt dann zu einer
Hyperpolarisation der Photorezeptoren mit einem Membranpotential von -70 mV.
Voraussetzung hierfur ist, dass die zyklischen Guanosinmonophosphat-
abhangigen (cGMP) Natrium- und Kalzium-Kanale geoffnet sind. Sobald Licht
auf die Retina fallt, 6ffnen sich diese Kanale, verursachen eine Hyperpolarisation
(Klinke et al., 2009) und reduzieren damit die Glutamat-Freisetzung. Die im
Anschluss stattfindende Potentialanderung in Bipolar- und Horizontalzellen wird
an die Ganglienzellen weitergegeben. Die Ganglienzellen leiten die Information
aus den Arealen der Retina schlieRlich zum visuellen Kortex weiter (Muller und
Kaupp, 1998).

1.1.3.1 Die Rolle der Phosphodiesterase in der Phototransduktion am
Beispiel der Stabchen

Der Einfall von Licht 16st im AuRensegment der Stabchen eine Isomerisierung
des Sehpigments Rhodopsin aus. So wird 11-cis-Retinal in All-trans-Retinal
umgewandelt und schlieBlich erreicht es Uber mehrere Reaktionsschritte die
aktivierte Form: Meta-Rhodopsin Il. Meta-Rhodopsin Il induziert die Aktivierung
des nachsten Elementes der Enzymkaskade: Transducin. In Dunkelheit ist
Guanosindiphosphat (GDP) an Transducin gekoppelt. Durch die Bindung des
aktivierten Rhodopsin wird GDP zu Guanosintriphosphat (GTP) phosphoryliert
und bildet im Sinne der Amplifikation ca. 3000 weitere aktivierte Transducine.
Aktiviertes Transducin katalysiert nun die Aktivierung der Phosphodiesterase
(PDE) (Farber, 1995).

Die PDE besteht aus einer aktiven a-, und 3-Untereinheit und zwei inhibitorischen
y-Untereinheiten (Tsang and Sharma, 2018). Durch die Abspaltung der
hemmenden y-Einheiten durch aktivierte Transducine wird die PDE aktiviert.

Somit konnen die katalysierende a- und B-Einheit der PDE den second



messenger cGMP hydrolysieren und folglich dessen Konzentration senken
(Farber, 1995).

Lichteinfall

Stabchen Zapfen

Calcium

Natrium

Abbildung 3: Schematische Darstellung des biochemischen Ablaufs
der Phototransduktion

Im Auflensegment der Zapfen und Stabchen findet die Phototransduktion
statt. Durch den Einfall von Licht wird das Sehpigment Rhodopsin zur
aktivierten Form Meta- Rhodopsin Il. Durch das aktivierte Transducin wird
die PDE wiederum aktiviert, welches im Anschluss den second messenger
,CGMP* hydrolysiert und folglich die Konzentration senkt (in Anlehnung an
Huppelsberg and Walter, 2005). Abkirzungen: cGMP = Zyklisches
Guanosinmonophosphat.

cGMP ist einer von zwei wichtigen Botenstoffen, die in Photorezeptoren
vorkommen. Seine Aufgabe besteht darin Natrium- und Kalzium-Kanale im
AuRensegment der Photorezeptoren im inaktiven Zustand offenzuhalten. Durch
eine PDE kdnnen jede Sekunde bis zu 2000 cGMP-Molekile abgebaut werden.



So gibt es auch an dieser Stelle eine Amplifikation. Insgesamt kann die Wirkung
eines Lichtquants durch eine PDE etwa eine Millionen Mal verstarkt werden.
Wenn das Licht ins Auge fallt, wird die cGMP-Konzentration verringert und die
lonenkanale  schlieBen sich. Die herbeigefiihrte  Anderung des
Membranpotentials von -30mV auf -70mV auldert sich in einer Hyperpolarisation
(Klinke et al., 2009).

Die Inaktivierung der Signalkaskade erfolgt durch eine Reihe von Mechanismen.
Zum einen wird Rhodopsin von der Rhodopsinkinase phosphoryliert, sodass
Arrestin die Bindung mit Transducin verhindert. Des Weiteren werden die
vorhandenen Transducin-a-GTP Komplexe durch eine GTPase aufgelost. Die
Untereinheiten der PDE verbinden sich wieder und kehren zum inaktivierten
Zustand zuruck. Der cGMP-Spiegel steigt infolge der Aktivitat eines
Kalziumbindenden Proteins so weit an, dass die lonenkanale gedffnet werden

und das Membranpotenzial wieder -30mV erreicht (Farber, 1995).

1.2 Retinitis Pigmentosa

Die erbliche Erkrankung Retinitis Pigmentosa (RP) betrifft mit einer Inzidenz von
1:4000 weltweit Uber drei Millionen Menschen (Zobor and Zrenner, 2012, Hartong
et al., 2006, Chizzolini et al., 2011). Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu
einem beidseitigen, progredienten Verlust der Photorezeptoren (zunachst der
Stabchen und dann der Zapfen) und des retinalen Pigmentepithels. Inzwischen
wurden uber 90 Gene ursachlich mit einer RP in Verbindung gebracht
(https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm, letzte Abfrage 04.07.2022). Die

Vererbung einer RP kann sowohl autosomal dominant (30-40%) , autosomal

rezessiv (50-60%), als auch X-chromosomal (5-15 %) erfolgen (Hartong et al.,
2006). Die autosomal dominante Form der RP (adRP) ist prognostisch am
gunstigsten. Autosomal rezessive Formen (arRP) haben eine intermediare und
X-chromosomale Formen (XLRP) die ungunstigste Prognose (Kanski, 2008).
Pathogene Veranderungen im PDE6-, RP25- und RPE65-Gen erklaren jeweils
etwa 2 bis 5% der autosomal rezessiv vererbten RP-Falle, wahrend die Mehrzahl
der anderen Gene jeweils weniger als 1% ausmachen (Tsang und Sharma,

2018). Das PDE6A-Gen ist in etwa fur 3 bis 4 % der autosomal rezessiven RP



Erkrankungen in Nordamerika, 2% der Falle in Frankreich und Pakistan und 1%
der Falle in Israel verantwortlich (Kuehlewein et al., 2020, Dryja et al., 1999,
Khateb et al., 2019, Khan et al., 2015, Sharon et al., 2020). Dartber hinaus ist
RP  eine  Erkrankung, die interindividuell —sehr  unterschiedliche
Auspragungsformen aufweist.

Insgesamt behalten etwa 25% der RP-Patienten eine gute zentrale Sehscharfe
(Visus) mit erhaltener Lesefahigkeit im berufstatigen Alter trotz einer
Einschrankung des Gesichtsfeldes (GF) auf wenige Grad (Kanski, 2008).
Klinisch beginnt die RP in der Regel in den peripheren/mittelperipheren Retina-
Anteilen. Entsprechend der zugrundeliegenden pathogenen Veranderungen
kommt es entweder zu einer Fehlfunktion oder herabgesetzten Funktion von
Proteinen. Betroffen sind dabei zum Beispiel lonenaustauschkanale,
Transduktionskaskaden und der ziliare Transport (Zobor and Zrenner, 2012,
Kellner et al., 2004). Typischerweise ist die Funktion der Stabchen zunachst
starker herabgesetzt als die der Zapfen. Erst bei einer fortgeschrittenen RP sind
die Bipolar-, Amakrin-, Horizontal- und Ganglienzellen betroffen (Hartong et al.,
2006). So aullert sich die Krankheit zunachst meist durch Nachtblindheit und GF-
Einschrankungen. Eine Blendempfindlichkeit tritt ebenfalls haufig im Verlauf auf.
Spater schreitet der Zelluntergang Richtung Makula fort mit entsprechender
Einschrankung der Sehscharfe (Hamel, 2006). Da die RP in den allermeisten
Fallen symmetrisch verlauft, kommt es nicht selten zu einer beidseitigen
Erblindung im berufstatigen Alter (Hartong et al., 2006, Hamel, 2006).

In der Augenhintergrundspiegelung (Funduskopie) prasentiert sich die RP mit
einer ihr typischen Trias, bestehend aus einer globalen Gefallverengung, einer
wachsgelben Papille und sogenannten ,Knochenbalkchen®-Pigmentierungen.
Die Makula kann atrophische Veranderungen oder ein zystoides Makuladdem
(CME) aufweisen (Kanski, 2008, Zobor and Zrenner, 2012). Im Vergleich zur
Normalbevolkerung treten auRerdem haufiger und friher Linsentribungen auf,
in den meisten Fallen im Sinne einer hinteren Schalentribung. Die
Visuserhebung sowie die Refraktion, GF-Untersuchungen, Farbtests und
Dunkeladaptationsmessungen bieten die Maglichkeit, die subjektiven
Funktionseinschrankungen der Retina standardisiert zu quantifizieren (Zobor and



Zrenner, 2012). Das Ganzfeld Elektroretinogramm (ERG) stellt eine objektive
Untersuchungsmethode der Funktion der Stabchen und Zapfen dar. In diesem
zeigt sich die RP typischerweise zunachst mit verringerten Antworten unter
skotopischen (dunkeladaptierten) Testbedingungen, also einer verringerten
Stabchenfunktion, gefolgt von reduzierten Antworten unter photopischen
(helladaptierten) Testbedingungen, welche die Zapfenfunktion widerspiegeln. Im
Verlauf der Erkrankung lassen sich oft keine Antworten mehr ableiten.

Eine Therapie fur die meisten Formen der Retinitis pigmentosa gibt es bisher
nicht. Einzig fur biallelische Mutationen im RPE65 Gen konnte bereits eine
Gentherapie etabliert werden (Russell et al., 2017). Fur andere Formen der RP,
insbesondere die PDE6A-assoziierte autosomal rezessive RP (PDE6A-arRP),

sind Therapiemoglichkeiten Gegenstand aktueller Forschung.

1.2.1 Pathogene Veranderung im PDE6A-Gen

In unserer Studie wurden ausschliellich Patienten mit RP und autosomal
rezessiv vererbten pathogenen Veranderungen im PDE6A-Gen eingeschlossen.
Das PDEG6-Gen besteht aus 22 Exons und ist auf dem Chromosom 5q31.2-q34
lokalisiert. PDE6A kodiert fur die alpha-Untereinheit der PDE, welche maldgeblich
an der Transduktion der Stabchen und hier an der Regulation der zellularen
cGMP-Konzentration beteiligt ist (Gargini et al., 2007). Genaueres dazu wird in
Abschnitt 4.13 und 4.1.3.1 erlautert.

Peterson-Jones et al. identifizierten 1999 erstmals in einer Kohorte von Hunden
der Rasse Welsh Corgi Cardigan pathogene Veranderungen im PDE6A-Gen, die
in diesen Hunden zu einer autosomal rezessiv vererbten progressiven retinalen
Atrophie fuhrten (Petersen-Jones et al., 1999). Daraufhin wurde die PDE6A-RP
anhand von Mausmodellen untersucht und phanotypische Unterschiede in
Zusammenhang mit unterschiedlichen Sequenzvariationen im PDE6A-Gen
gebracht (Kuehlewein et al., 2020, Sothilingam et al., 2015, Sakamoto et al.,
2009).

Vielversprechende Ergebnisse aus Studien zu gentherapeutischen Ansatzen bei
PDE6B-arRP gaben Anlass zur weiteren Erforschung von gentherapeutischen
Ansatzen auch fur die PDE6A-arRP (Pang et al., 2011). Wert et al.

10



veroffentlichten 2012 eine Studie (an einem Mausmodell, das den Phanotyp der
humanen PDE6A-arRP nachahmt), in der AAV/8-Gentherapie-Vektoren
subretinal injiziert wurden (Gargini et al., 2007). Es zeigte sich eine deutliche
Verlangsamung des Krankheitsverlaufs im einmalig behandelten Auge, wahrend
das unbehandelte Auge eine starke RPE Atrophie zeigte (Wert et al., 2013).
Seither wird stetig weiter an gentherapeutischen Ansatzen sowohl fur die
PDEG6A-arRP als auch fur andere Formen der RP geforscht.

1.2.2 RD-Cure Konsortium und Studien

Das RD-Cure Konsortium wurde 2012 gegrundet mit dem Ziel, Studien zur
Entwicklung von Gentherapien fur verschiedene erbliche Retinaerkrankungen
durchzufuhren. Beteiligte Zentren sind neben dem Department fur
Augenheilkunde in Tubingen die Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen und
die Columbia University in New York.

Im wissenschaftlichen Fokus stehen zum einen die Achromatopsie (angeborene
Farbenblindheit und Visusminderung) verursacht durch pathogene
Veranderungen im CNGA3-Gen (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02610582,
interventionelle Studie), und zum anderen die RP verursacht durch pathogene
Veranderungen im PDE6A-Gen (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02759952,
Langzeit-Beobachtungsstudie und ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04611503,
interventionelle Studie). Beide Erkrankungen haben eine pathologische Funktion
der Photorezeptoren gemeinsam. Ziel beider Studien ist es, die Funktion der
Photorezeptoren durch operativen Genersatz aufrechtzuerhalten. Praklinische
Studien mit AAV (rekombinante Adeno-assoziierte Viren) -vermitteltem
Gentransfer konnten im Tiermodell ein Fortschreiten der Erkrankung verhindern
(Michalakis et al., 2017, Muhlfriedel et al., 2017).

Ergebnisse der CNGA3-Achromatopsie-Studien wurden publiziert (Fischer et al.,
2020, Zobor et al., 2017).

Bei der Studie “Clinical Characterization on PDE6A-related Retinitis Pigmentosa
in Preparation to a Gene Therapy Trial (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02759952)" handelt es sich um eine prospektive Langzeit-
Beobachtungstudie mit dem Ziel, den naturlichen Verlauf der PDE6A-arRP
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darzustellen. Einschlusskriterium war eine RP, verursacht durch biallelische
pathogene Veranderungen im PDE6A-Gen. Die erste Studienuntersuchung fand
Juli 2010 statt, die letzte im April 2020. Es wurden Patienten aus Deutschland
und dem europaischen Ausland eingeschlossen. Alle Patienten wurden ein- oder
mehrmals in der Sprechstunde fur erbliche Retinaerkrankungen detailliert
untersucht. Gegenstand der Analysen dieser Arbeit sind Schichtbildaufnahmen
mittels Optischer Koharenztomographie (OCT) und GF-Untersuchungen.

1.3 Optische Koharenztomographie

Die OCT ermdoglicht es seit den 90er Jahren, Schichtbild-Aufnahmen des
hinteren Augenpols — hier im Speziellen der Retina, des RPE und der darunter
liegenden Gefalischichten - nicht invasiv in vivo zu erstellen (Huang et al., 1991).
Seither wurde die Technik weiterentwickelt und ermoglicht hochaufgeloste
dreidimensionale Schnittbilder, die die Retinaschichten detailliert darstellen
(Castro Lima et al.,, 2011). Sie stellt inzwischen eine wichtige diagnostische
Methode in der Erkennung von retinalen Veranderungen, insbesondere der
Makula dar (Castro Lima et al., 2011).

Im Vergleich zum Ultraschall macht sich die OCT-Bildgebung die physikalischen
Eigenschaften von Licht zunutze und erzielt damit Aufnahmen, die der Auflosung
eines histopathologischen Schnittes nahekommen (Castro Lima et al., 2011,
Drexler and Fujimoto, 2008).

Die ersten eindimensionalen axialen Aufnahmen der Retina waren analog zu A-
Scans im Ultraschall und wurden durch Fercher et al. 1988 durchgefluhrt (Drexler
and Fujimoto, 2008). Zweidimensionale OCT-Aufnahmen erfolgten dann durch
Huang et al. 1991 in vitro und stellten das Analogon zum Ultraschall-B-Scan dar
— allerdings mit einer vielfach besseren Auflosung. Bereits 1993 wurden ebenfalls
von Fercher et al. Aufnahmen in vivo angefertigt (Fercher, 1996). Inzwischen

erreichen die modernen Gerate eine Auflésung von wenigen Mikrometern.

1.3.1 Funktionsweise der Optischen Koharenztomographie

Die OCT generiert Schichtbilder der Retina mittels koharenten Lichts, indem sie
sich die unterschiedliche Reflektivitat der einzelnen Gewebestrukturen zunutze
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macht. Mithilfe eines Strahlenteilers wird ein Teil des koharenten Lichts auf einen
Referenzspiegel geleitet, wahrend der andere Teil auf die Retina fallt. Die
reflektierten Lichtstrahlen beider Medien (Referenzspiegel und Retinaschichten)
werden durch den im Gerat integrierten Sensor detektiert und anhand ihrer
Eigenschaften miteinander verglichen. Ist der Abstand zwischen der Lichtquelle
und dem Referenzspiegel und auch zwischen der Lichtquelle und einer
Retinaschicht gleich, kommt es zu einer Uberlagerung der Lichtwellen. Dies wird
als Interferenz bezeichnet. Durch die Anderung der Spiegelposition kann die
Reflektivitat jeder Retinaschicht ortsaufgelost dargestellt werden (Eter, 2004).
Voraussetzung hierfur ist, dass die Lichtquelle koharentes Licht abgibt. Das
bedeutet, dass die Eigenschaften des Lichtes eine Uberlagerung seiner Wellen

und somit ein Interferenzmuster ermoglichen.

PZT
SLD
phay * Sample
Detector -—
Reference

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Funktionsweise der
Optischen Koharenztomographie

Eine Lichtquelle (SLD) strahlt zu jeweils gleichen Teilen Licht auf ein
Objekt (Sample) und auf einen Referenzspiegel (Reference). Das
zuruckreflektierte Licht wird von einem Sensor (Detector) erfasst und
durch einen Computer verglichen (Huang et al., 1991). Abkurzungen: SLD
= superluminescent diode, PZT = piezoelectric transducer
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Die Qualitat der Aufnahmen wird beeinflusst durch die Transparenz der Medien,
die Mitarbeit des Probanden, sowie die Erfahrung des Untersuchers in der
Durchfuhrung der Untersuchung. (Eter, 2004)

1.3.2 Schichten in der Optischen Koharenztomographie

Die innere und aullere Retina stellt sich in der OCT in den in Abb. 5 markierten
Schichten dar. Da die degenerativen Prozesse, die im Rahmen der RP
stattfinden, typischerweise primar die aulleren Retinaschichten betreffen, bleibt
die innere Retina mitsamt ihrer Schichtung in der Regel erhalten, bis die
Erkrankung weit fortgeschritten ist und es zu einer globalen Atrophie der auf3eren
und inneren Retinaschichten, auch in der Retinamitte, kommt. Die duf3ere Retina
beginnt im OCT mit der sogenannten outer nuclear layer (ONL), in dem die
Zellkerne der Photorezeptoren lokalisiert sind. Zwischen den Zellkernen der
Photorezeptoren und den Innensegmenten der Photorezeptoren demarkiert sich
in der OCT die Membrana limitans externa (ELM). lhr schlieBen sich die
Innensegmente (IS) der Photorezeptoren an, denen sich dann die
AuBensegmente der Photorezeptoren (OS) anschlieBen. Weitere,
morphologisch und funktionell wichtige Schichten weiter distal sind die
sogenannte interdigitation zone (1Z) in der die AuRensegmente und das retinale
Pigmentepithel ineinander verzahnt sind, und das RPE selbst.

Formed Vitreous Internal Limiting Membrane 1. Posterior Cortical Vitreous

2. Preretinal Space

4. Ganglion Cell Layer

5. Inner Plexiform Layer
6. Inner Nuclear Layer

12. Outer Segments 7. Outer Plexiform Layer

of Photoreceptors 8.2 Henle Fiber Layer

8.1. Outer Nuclear Layer

- *
16. Sattler's Layer
17. Haller's Layer
9. External Limiting Membrane
15. Choriocapillaris
10. Myoid Zone

14. RPE/ Bruch's
Complex 11. Ellipsoid Zone

18. Choroid Sclera
Junction

13. Interdigitation Zone
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Abbildung 5: Nomenklatur fur anatomische Strukturen in der

Optischen Koharenztomographie am gesunden Patienten

Erstellt vom Panel fur internationale Nomenklatur fur die Optische
Koharenztomographie - beispielhaft an einem mit der Heidelberg
Spectralis® Technologie aufgenommenen Bild am gesunden Patienten.
(Staurenghi et al., 2014). Abkurzungen: RPE = Retinales Pigmentepithel.
Fir unsere Arbeit essenziell sind folgende hyperreflektive Schichten:
14/13 RPE/Bruch Komplex und Interdigitation Zone, 11 Ellipsoid Zone, 9
External Limiting Membrane

1.3.3 Ellipsoide Zonen-Lange

Die sogenannte ellipsoide Zonen-Lange (EZ-Lange), frGher ,IS/OS junction®
genannt, zeigt sich im OCT als hyperreflektive Struktur in den aul3eren Anteilen
der Photorezeptoren (Liu et al., 2016). Die exakte anatomische Zuordnung ist
umstritten. Zum einen wird sie als Grenze zwischen den Innen- und
AuRensegmenten der Photorezeptoren eingeordnet bzw., als sei sie eine
Reflexion des Verbindungsziliums (Staurenghi et al., 2014). Inzwischen geht man
davon aus, dass die EZ-Lange am ehesten mit der ellipsoiden Komponente der
Innensegmente der Photorezeptoren korreliert. In dieser Region sind viele dicht
gepackte Mitochondrien lokalisiert, die die hohe Reflektivitdt der EZ-Lange
erklaren konnten (Spaide and Curcio, 2011). Auch die Dicke und Lokalisation der
EZ-Lange sprechen dafur, dass es sich um die ellipsoide Komponente der
Innensegmente der Photorezeptoren handelt (Staurenghi et al., 2014).

Neben der ELM und IZ spiegelt die EZ die Integritat der Photorezeptoren wider.
Es wurde gezeigt, dass bei Patienten mit RP zunachst die 1Z, gefolgt von der EZ
und zuletzt die ELM Veranderungen aufweisen (Liu et al., 2016, Tsunoda et al.,
2011, Tamaki and Matsuo, 2011). In diesem Zusammenhang fuhrt die
Degeneration der Photorezeptoren zu einer Verschmalerung und reduzierten
Intensitat der EZ-Lange im OCT (Hood et al., 2011b, Fischer et al., 2008). Die
EZ-Lange korreliert mit dem GF, dem Visus und der Autofluoreszenz (Fischer et
al., 2008, Wakabayashi et al., 2010, Tamaki and Matsuo, 2011).

15



Daher wird die EZ-Lange bereits fur eine Vielzahl von retinalen Erkrankungen als
Verlaufsparameter untersucht und angewendet, unter anderem bei Makularer
Teleangiektasie Typ 2, Morbus Stargardt, Achromatopsie,
Frihgeborenenretinopathie (Zobor et al., 2017, Runkle et al., 2017, Light et al.,
2017, Thanos et al., 2016). Die EZ-Lange kann mittels unterschiedlicher
Methoden gemessen werden. Eine Moglichkeit ist die manuelle Messung (Cai et
al., 2014, Ramachandran et al., 2016). Weitere Moglichkeiten bieten die ,en face®
Projektion und die (ggf. automatisierte) Segmentierung der EZ-Lange (Hariri et
al., 2016, Cai et al., 2014, Hood et al., 2011a). Je nach Methode fallen die
Einflussfaktoren unterschiedlich ins Gewicht. Die Erfahrung des Untersuchers
und die Ubereinstimmung der Messungen zwischen verschiedenen
Untersuchern sind wichtige Einflussfaktoren, aber auch die Qualitat der OCT-
Aufnahmen und das Vorliegen von Nebenbefunden spielen eine grof3e Rolle
(Strampe et al., 2018, Giani et al., 2010). Im Rahmen kleinerer Kohortenstudien
bei u.a. PDE6A-arRP wurde bereits eine gute Ubereinstimmung der EZ-
Messungen zwischen verschiedenen Untersuchern sowie eine hohe Korrelation
mit anderen Verlaufsparametern der RP-Diagnostik, wie z.B. der Autofluoreszenz
festgestellt (Takahashi et al., 2018).

1.4 Gesichtsfeld

Das Gesichtsfeld (GF) ist per Definition der Bereich, den das Auge wahrnehmen
kann, ohne dass die Augen oder der Kopf bewegt werden (Schiefer und Wilhelm,
1995). Das gesunde Auge erfasst nach temporal Uber 90°, nach nasal und nach
unten ca. 60° und nach oben ca. 50° (Schiefer und Wilhelm, 1995).

Fir die Beurteilung des gesamten GF wird bevorzugt das sogenannte
halbkugelférmige Perimeter, welches 1945 von Goldmann entwickelt wurde,
angewendet.

Ist ein Bestandteil des Sehapparates beschadigt, kommt es zu
Gesichtsfelddefekten. Bei Patienten mit Retinitis pigmentosa kommt es im
Krankheitsverlauf typischerweise zunachst zZu parazentralen
Gesichtsfelddefekten im Sinne eines sogenannten Ringskotoms. Mit der Zeit

schreiten die Gesichtsfelddefekte Richtung Peripherie und Zentrum weiter fort.
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In der klinischen Diagnostik wird zwischen statischer und kinetischer Perimetrie
unterschieden. Die kinetische Perimetrie nutzt Stimuli, die mit einer definierten
Helligkeit, GroRe und Geschwindigkeit moglichst senkrecht in das GF eintreten.
Die Winkelgeschwindigkeit liegt je nach Untersuchung zwischen zwei und funf
Grad pro Sekunde. Isoptere markieren die Bereiche, die mit einem definierten
Stimulus wahrgenommen werden. Goldmann et al. erstellten eine Klassifikation,
die eine Untersuchung mit einheitlicher Stimulusleuchtdichte und -groRe
ermoglicht (Schiefer et al., 2005). Zu gutachterlichen Zwecken wird die Marke
lll4e (26, 320 cd/m?) und fir die Erfassung des blinden Flecks die Marke l4e (6,
320 cd/m?) genutzt (Abb. 6).
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Abbildung 6: Ubersicht iiber die Charakteristika (Fliche, Sehwinkel,
Goldmann-Stufen) der Reizmarken im Gesichtsfeld von 0 — V.

Die Gutachten-relevante Marke lll4e ist rot hervorgehoben (Schiefer et al.,
2005). Abkilirzungen: dB = dezibel, cd/m? = Stimulusleuchtdichte

An modernen Geraten kann eine semi-automatisierte kinetische Perimetrie
durchgefuhrt werden. Diese ermdglicht eine vom Untersucher weitestgehend
unabhangige Messung und vereinfacht die Durchfuhrung von Verlaufskontrollen.
Dennoch kann der Untersucher mittels Vektoren die Richtung und den

Ausgangspunkt der Reize festlegen, unter anderem auch, um die individuelle
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Reaktionszeit des Probanden zu prufen und die Untersuchung entsprechend

anzupassen (Schiefer et al., 2005).
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Abbildung 7: Kinetisches Gesichtsfeld eines gesunden Probanden

Kinetisches Gesichtsfeld eines gesunden Probanden. Dargestellt sind die
Aulengrenzen gemessen mit den Marken lll4e (rot) und 14e (gran), sowie
der blinde Fleck (auf der horizontalen Achse etwa 20° temporal des
Zentrums, gemessen mit der Marke |4e). Die roten Testlinien temporal des
blinden Flecks dienen der Bestimmung der individuellen Reaktionszeit.

Bei RP-Patienten konnten verschiedene Studien bereits zeigen, dass die
sogenannten ,Light reflection profiles” der EZ-Lange im OCT mit dem GF stark
korrelieren, sodass anhand der EZ-Lange Ruckschlisse auf das GF gezogen
werden (Fischer et al., 2008,). Dies kann besonders dann natzlich sein, wenn die

Messung des GF nicht oder nur eingeschrankt moglich ist.

1.5 Visus

Fast alle Pathologien des Auges schlagen sich in einer Reduktion der Sehscharfe
nieder, weshalb es zu jeder grundlegenden Beurteilung des Auges gehort, die
zentrale Sehscharfe zu erfassen. Definiert ist die zentrale Sehscharfe als die

Fahigkeit, zwei voneinander getrennte optische Reize als solche abzugrenzen.
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Um die Sehscharfe zu bestimmen, wird der kleinste Auflosungswinkel ermittelt.
Der Kehrwert dessen ist per Definition das, was als zentrale Sehscharfe oder
auch Visus bezeichnet wird (Dietze, 2018, Kniestedt and Stamper, 2003). Es gibt
verschiedene Methoden/Sehzeichen, um den Visus zu untersuchen.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Die RP ist eine Erkrankung, die in den meisten Fallen im jungen
Erwachsenenalter zu Einschrankungen des Alltags fuhrt. Um den Erfolg von
Therapiestudien beurteilen zu konnen, ist es notwendig, den natirlichen Verlauf
der Erkrankung und verlassliche Parameter zur Verlaufskontrolle zu kennen.

Studien an kleineren Kohorten von RP-Patienten gaben bereits Hinweise darauf,
dass die Messung der EZ-Lange ein exzellenter und einfach zu erhebender
Parameter fur die Progression der RP sein kann. Im Rahmen der Studie des RD-
Cure Konsortiums “Clinical Characterization on PDE6A-related Retinitis
Pigmentosa in Preparation to a Gene Therapy Trial (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02759952)” konnte ein groes Patientenkollektiv von 54 Patienten mit
PDE6A-arRP in Vorbereitung auf eine Gentherapiestudie gebundelt werden.
Typischerweise ist die RP an beiden Augen nahezu symmetrisch ausgepragt.
Daher wird in klinischen Studien ein Auge (gentherapeutisch) behandelt,
wahrend das andere Auge als Kontrolle herangezogen wird. Ob dieser Ansatz
auch bei PDE6A-arRP verfolgt werden kann, soll in unserer Studie ebenfalls
untersucht werden. Des Weiteren soll neben qualitativen und quantitativen OCT-
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit die Ubereinstimmung der
Auswertungen zweier Untersucher analysiert werden, ebenso wie die Frage, ob
die Erfahrung des Untersuchers einen Einfluss auf die Messergebnisse hat.

Eine weitere Untersuchung, mit der wesentliche Aussagen Uber das Ausmal} der
morphologischen und funktionellen Einschrankungen bei Patienten mit RP
getroffen werden kénnen, ist die Messung des GF. Das GF ist eine subjektive
Untersuchungsmethode, die durch die Konzentration und Mitarbeit, aber auch
durch den Untersucher beeinflusst wird. Die Auswertung der Gesamt-
Gesichtsfeldflache (Gesamt-GF-Flache) ist hingegen objektiv. Da jede

Untersuchungsmethode ihre Limitationen mit sich bringt, ist es sinnvoll, mehrere
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Untersuchungen sowie deren Korrelation zu untersuchen, um den Zustand der
erkrankten Augen bestmoglich zu erfassen. Im Gegensatz zum GF spiegelt die
OCT objektiv den Zustand des Auges wider, kann jedoch durch Nebenbefunde
der RP und die subjektive Auswertung beeintrachtigt werden. In vorherigen
Studien konnte eine Interobserver-Variabilitat bereits gezeigt werden. In dieser
Studie Uberpriifen wir die Ubertragbarkeit dieser Erkenntnisse.

Das Fortschreiten der RP hangt mafgeblich von der zugrundeliegenden
pathogenen Veranderung ab. Wahrend autosomal dominante Formen eher fur
eine langsamere Progression bekannt sind, so kdnnen autosomal rezessive RP-
Varianten bereits im jungeren Alter zu erheblichen Einschrankungen des Sehens
fuhren. Unter Berucksichtigung des Alters untersuchen wir in unserer Studie den
Progress der PDE6A-arRP je Krankheitsjahr anhand der EZ-Lange und des GF.
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2 Patienten und Methoden

Es handelt sich um eine prospektive, longitudinale Beobachtungsstudie. Die
Studienuntersuchungen wurden zwischen 06/2010 und 04/2019 in der
Sprechstunde fur erbliche Retinaerkrankungen in der Klinik fur Augenheilkunde
der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen durchgefuhrt (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT02759952). Die Datenerhebung erfolgte im Einklang mit den
Prinzipien der Deklaration von Helsinki. Das Studienvorhaben wurde durch die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat
Tubingen begutachtet (Projekt-Nummer: 632/2012B0O2). Alle Patienten willigten

nach ausfuhrlicher Aufklarung schriftlich ein, an der Studie teilzunehmen.

2.1 Patientenrekrutierung

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte sowohl in der Sprechstunde fur erbliche
Retinaerkrankungen an der Universitatsaugenklinik Tubingen als auch an zwolf
kollaborierenden Augenzentren in Europa. Es wurden 54 Patienten mit RP
verursacht durch pathogene Veranderungen im PDE6A-Gen eingeschlossen.

2.1.1 Einschlusskriterien

Einschlusskriterien waren das Vorliegen einer genetisch nachgewiesenen
PDE6A-arRP,
ein Mindestalter von 18 Jahren und die Fahigkeit, schriftlich in die

Studienteilnahme einzuwilligen.

2.2 Untersuchungen

2.2.1 Genetische Untersuchung und Variantenklassifikation

Die Diagnose einer PDE6A-arRP war zum Zeitpunkt der Einwilligung bei allen
Patienten bekannt und bestatigt. Molekulargenetische Untersuchungen waren im
Vorfeld im Rahmen von hausinternen und externen Forschungsprojekten und in
diagnostischen Laboren erfolgt. Wo mdglich wurde ein Biallelismus
(Homozygotie/Compound Heterozygotie) durch familidre Segregationsanalysen,
allelisches Klonen oder Next-Generation Sequencing bestatigt und das
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Vorhandensein anderer pathogener Varianten, die erbliche Retinaerkrankungen
verursachen, durch Whole-Exome Sequencing uberpruft (Kuehlewein et al.,
2020).

2.2.2 Sehscharfe

Die best-korrigierte Sehscharfe (best-corrected visual acuity (BCVA)) wurde mit
ETDRS-Tafeln (Lighthouse Low Vision Products, New York, NY) in 4 m
Entfernung fur beide Augen getrennt mit optimaler optischer Korrektion bestimmt.
Wenn ein Patient nicht mehr als 19 Buchstaben in 4 m Entfernung lesen konnte,
wurde die Tafel mit einer zusatzlichen +0,75 dpt Linse auf 1 m Abstand
verschoben. Wenn der Patient ebenfalls nicht in der Lage war, Buchstaben in 1
m Abstand zu lesen, wurde auf Fingerzahlen, Handbewegungen und
Lichtwahrnehmung getestet. Die BCVA wurde fur statistische Analysen in
logMAR-Sehscharfe umgewandelt (Schulze-Bonsel et al., 2006).

2.2.3 Gesichtsfeld

Das GF wurde mittels semiautomatisierter kinetischer 90°-Perimetrie (Octopus
900, Haag-Streit, Koniz, Schweiz) fur beide Augen getrennt mit den Testmarken
lllde und l4e auf einem weilen Hintergrund (10 cd/m?) gemessen. Die
Reihenfolge der untersuchten Meridiane wurde zufallig gewahlt.

Die GF-Flache wurde im Anschluss fur beide Testmarken mit der gerateeigenen
Software in °> gemessen (Abb. 8).
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Abbildung 8: Kinetisches Gesichtsfeld von zwei Studienpatienten

Dargestellt sind unter anderem die AulRengrenzen gemessen mit den
Marken lll4e (rot) und l4e (grun), sowie Punkte, an denen statisch getestet
wurde (ausgefullte Punkte entsprechen statischen Skotomen). In der
oberen Halfte ist das linke (A) und rechte (B) Gesichtsfeld eines Patienten
im frihen Stadium der Retinitis pigmentosa dargestellt. Mit der Marke lll14e
sind die AuRengrenzen in A und B leicht eingeschrankt. Mit der Marke l4e
zeigt sich bereits eine deutliche beidseitige konzentrische Einschrankung
in A und B. In der unteren Halfte der Abbildung ist das rechte linke (C) und
rechte (D) Gesichtsfeld eines Patienten dargestellt, der bereits eine
deutliche konzentrische Einengung mit der Marke Ill14e aufweist mit Inseln
temporal am linken Auge. Die Gesichtsfelder der linken und rechten
Augen sind jeweils bei beiden Patienten symmetrisch.
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2.2.4 Optische Koharenztomographie

Die OCT wurde nach medikamentoser Pupillenerweiterung mittels Spectralis
OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland) durchgefuhrt. Es
wurden jeweils horizontale und vertikale Scans durch die Fovea centralis
aufgenommen. Bei Folgeuntersuchungen wurde der follow-up Modus gewahilt,
um zu gewabhrleisten, dass der Scan an derselben Stelle aufgenommen wurde.
Die Scans wurden auf das Vorhandensein folgender qualitativer Merkmale
bewertet: Atrophie, zystoides Makuladdem, ERM, ERM mit Traktion, lamellares

Makulaforamen, durchgangiges Makulaforamen, posteriores Staphylom (Abb. 9).
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Abbildung 9: Optische Koharenztomographie verschiedener
Studienpatienten zur Darstellung der qualitativen Merkmale
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Optische Koharenztomographie verschiedener Studienpatienten zur
Darstellung der qualitativen Merkmale. 1. Reihe: (links) Ohne
Nebenbefunde; (rechts) Atrophie, 2. Reihe: (links) Zystoides Makula
Odem, (rechts) ERM, 3. Reihe: (links) ERM mit Traktion, (rechts)
Lamellares  Makulaforamen, 4. Reihe: (links) Durchgangiges
Makulaforamen, (rechts) posteriores Staphylom. Abbkurzungen: ERM =
Epiretinale Membran

Die EZ-Langen-Messungen wurden mit dem sog. ,distance tool“ der
gerateeigenen Software durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten in Anlehnung an
die von Ramachandran et al. und Takahashi et al. beschriebenen Arbeitsschritte
(Ramachandran et al., 2016, Takahashi and Sharma, 2018).

Die Messungen wurden zunachst durch Untersucher A (K. S.) durchgefiuhrt. In
einem ersten Schritt wurde festgelegt, welche Linienscans fur die Messungen
verwendet werden sollten, falls im Rahmen der Studienuntersuchung(en)
mehrere Scans angefertigt worden waren. In einem zweiten Schritt wurde mit
dem distance tool die zentrale Retinadicke (definiert als die Distanz zwischen der
proximalen Grenze des RPE und der Membrana limitans interna im Bereich der
Fovea centralis) in der 1:1 um Darstellung gemessen. Von dort aus wurde die
EZ-Lange in horizontalen Scans bis zu ihrem temporalen und nasalen Ende,
sowie in den vertikalen Scans bis zu ihrem superioren und inferioren Ende
gemessen. Das Ende der EZ-Lange wurde hierbei definiert als der Ort, an dem
die EZ-Lange am RPE endet (Abb. 10).

Outer limiting membrane (OLM),

Ellipsoidzone band (EZBand) . %

Proximal retinal pigment.,
epithelium (pRPE)

%,
‘.

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Bestimmung des
Endes der EZ-Lange
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Outer limiting membrane = External Limiting Membrane, Ellipsoid Zone
und das proximale Ende des retinalen Pigmentepithels sind jeweils rot,
blau und grin markiert. Im Bildausschnitt rechts ist das Ende der EZ-
Lange mit einem Pfeil als EP markiert. (Ramachandran et al., 2016)

Im Anschluss wurden die Messungen an denselben Scans durch den zweiten
Untersucher B (G. G.) durchgefuhrt, nachdem die Markierungen von Untersucher
A entfernt wurden.

Untersucher A ist Ophthalmologe und Retinaspezialist mit mehrjahriger
Erfahrung insbesondere in der Auswertung von OCT-Bildern. Untersucher B ist
Medizinstudentin und hatte zu Studienbeginn keine Erfahrung in der Auswertung
von OCT-Bildern.

Fur die statistischen Analysen wurde die Gesamtlange der EZ-Lange als Summe
der jeweils beiden Langen (nach temporal und nasal bzw. superior und inferior)
berechnet. Die Flache der intakten EZ wurden naherungsweise wie folgt

berechnet:

1 1
EZ Fliache = EEZ horizontal * EEZ vertikal *
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Abbildung 10: Ein Beispiel fiir die durchgefuhrte Messung der
Ellipsoiden Zone-Lange in der Optischen Koharenztomographie
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eines Studienpatienten im horizontalen und vertikalen Schnitt des

rechten Auges.

A: (oben) Horizontaler Schnitt ohne dargestellte Messung, unten mit
dargestellter Messung. Die zentrale Retinadicke betragt 265um, die Lange
der EZ von der Fovea nach temporal betragt 781um, und nach nasal
579um.Die gesamte Lange der horizontalen EZ betragt demnach
1360um.

B: (oben) Vertikaler Schnitt ohne dargestellte Messung, (unten) mit
dargestellter Messung. Bei demselben Patienten ergibt sich im vertikalen
Schnitt eine zentrale Retinadicke von 261uym.Die Lange der EZ nach
inferior betragt 625um, und nach superior 561um. Die Gesamtlange ist
1186um.

2.3 Statistische Auswertung

Die folgenden Statistischen Auswertungen wurden mit SPSS Statistics for
Windows, Version 28.0.0.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA) durchgefuhrt.

Die Ubereinstimmung der Messungen zwischen den beiden Untersuchern wurde
mittels Intraklassen-Korrelationskoeffizienten (ICC) ermittelt.

Die Symmetrie bzw. Differenzen zwischen rechten und linken Augen wurden
mithilfe von t-Tests fur gepaarte Stichproben ermittelt.

Korrelationen zwischen den verschiedenen Untersuchungsmodalitaten wurden
mittels Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten ermittelt.

Die Progressionsanalysen wurden mit JMP, Version 15.2.0 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) durchgefuhrt.

Progressionsraten wurden anhand von linear mixed models ermittelt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Daten von 54 Patienten (108 Augen)
ausgewertet. 30 (56%) der Patienten waren weiblich. Das mittlere (£ SD) Alter
der Patienten war 41 + 14 Jahre.

3.1 Intraklassen-Korrelationskoeffizient fur die EZ-Langen-Messungen

Die ICCs wurden anhand von Messungen berechnet, bei denen mindestens ein
Untersucher einen Wert fur die horizontale und auch fur die vertikale EZ-Lange
ermitteln konnte.

Die Ubereinstimmung der Messwerte der beiden Untersucher fir die einzelnen

EZ-Langen-Messungen waren exzellent (Koo and Li, 2016) (Tabelle 1).

Tabelle 1: Intraklassen-Korrelationskoeffizienten fur die EZ-Langen-
Messungen

Abkurzungen: EZ = ellipsoid zone, ICC = Intraklassen-Korrelationskoeffizient,

KI = Konfidenzintervall; eingeschlossen wurden Messwerte der

Gesamtkohorte (beide Augen) zum Zeitpunkt der ersten Studienuntersuchung
EZ-Lange EZ-Lange EZ-Lange EZ-Lange
horizontal horizontal vertikal vertikal
temporal nasal superior inferior

Anzahl der 87 87 83 83

Messungen

ICC 0.985 0.982 0.978 0.978

(95% Ki) (0.977; (0.972; (0.966; (0.966;

p 0.990) 0.988) 0.986) 0.986)
0.000 0.000 0.000 0.000
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Abbildung 11: Bland-Altman-Diagramm zur Differenz der
Messungen der beiden Untersucher fiir die horizontale (oben) und
vertikale (unten) EZ-Lange

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die folgenden Analysen jeweils mit den
Messungen von Untersucher 1 durchgefuhrt.
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3.2 Symmetrie zwischen den rechten und linken Augen

Messungen am linken Auge waren hochsymmetrisch mit den Messungen am

rechten Auge der jeweiligen Patienten (Tabelle 2).

Tabelle 2: Symmetrie zwischen den rechten und linken Augen

Abkurzungen: EZ = ellipsoid zone, Kl = Konfidenzintervall, eingeschlossen

wurden Messwerte der Gesamtkohorte zum Zeitpunkt der ersten
Studienuntersuchung
Mittlerer Korrelation (r) | Anzahl der
Unterschied (95% Messungen
KI) P
Best-korrigierte 0.03 0.88 54
Sehscharfe (logMAR) (-0.04; 0.09) 0.429
Gesamt- -187 0.97 53
Gesichtsfeldflache mit (-408; 33) 0.095
der Marke lll4e (°?)
Gesamt- 47 0.98 52
Gesichtsfeldflache mit (2;92) 0.039
der Marke l4e (°?)
Lange der horizontalen -44 0.90 54
EZ-Lange (um) (-179; 91) 0.515
Lange der vertikalen EZ- | -15 0.89 53
Lange (um) (-125; 95) 0.781
Zentrale Retinadicke 9.4 0.75 54
(um) (12.3; 15,2) 0.448
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Abbildung 12: Grafiken zur Symmetrie der Messungen zwischen
den rechten und linken Augen

Haufungen von Messwerten in der ersten Grafik sind an den

entsprechenden Stellen dunkler markiert. Abkurzungen/Erlauterungen:
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BCVA = best-korrigierten Sehscharfe, EZ-Lange = Ellipsoid zone,

gemessen in ym, Gesichtsfeldflache gemessen in °2, OD = Rechtes Auge.

3.3 Qualitative Auswertung der Optischen Koharenztomographie-Scans

Zusatzlich zu den Messungen der zentralen Retinadicke und der EZ-Lange

erfolgte eine qualitative Auswertung der OCT-Scans (Tabelle 3).

Tabelle 3: Qualitative Optische Koharenz Tomographie-Befunde

Abkurzungen: ERM = epiretinale Membran; OD = rechtes Auge; OS = linkes
Auge; eingeschlossen wurden Messwerte der Gesamtkohorte zum Zeitpunkt

der ersten Studienuntersuchung

oD (ON]

ohne Nebenbefunde 31% (17/54) 30% (16/54)
Atrophie 22% (12/54) 22% (12/54)
Zystoides Makuladdem 28% (15/54) 28% (15/54)
ERM 19% (10/54) 17% (9/54)
ERM mit Traktion 4% (2/54) 8% (4/54)
Lamellares Makulaforamen 4% (2/54) 2% (1/54)
Durchgreifendes Makulaforamen 0% (0/54) 2% (1/54)
Posteriores Staphylom 2% (1/54) 2% (1/54)

3.4 Korrelation zwischen Gesichtsfeld- und EZ-Langen-Messungen

Nach den Berechnungen unter 4.2 wurden die Korrelationsanalysen jeweils nur
mit den Daten der rechten Augen der Patienten durchgefuhrt.

Zwischen der Gesamt-GF-Flache mit der Marke Ill4e und der Gesamt-GF-Flache
mit der Marke |4e zeigte sich eine hohe Korrelation (r =-0.801; p < 0.01; N = 52).
Die Korrelationen zwischen den Parametern der GF- und der EZ-Flache sind in
Tabelle 4 dargestellt.
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und der EZ-Flache

Tabelle 4: Korrelationen zwischen Parametern der Gesichtsfeldflache

Abkurzungen: EZ = ellipsoid zone, OD = rechtes Auge; eingeschlossen
wurden Messwerte der Gesamtkohorte (rechte Augen) zum Zeitpunkt der
ersten Studienuntersuchung

p
N

EZ-Flache OD
Spearman

Gesamt-Gesichtsfeldflache 0.663
mit der Marke lll4e OD

p <0.01
52

Gesamt-Gesichtsfeldflache 0.601
mit der Marke 14e OD

p <0.01
51

3.5 Progression

Von 18 Patienten lagen vollstandige Datensatze sowohl messbarer GF-Flachen
mit der Marke Ill4e, als auch messbarer EZ-Langen im horizontalen und
vertikalen OCT-Scan zu mindestens zwei Zeitpunkten vor. Anhand dieser Daten

wurden die Progressionsanalysen durchgefuhrt.

Charakteristika der Subgruppe, anhand derer die Progressionsanalysen
durchgefuhrt wurden,

sind

Gesamtkohorte in Tabelle 5 dargestellt.

im Vergleich zu den Charakteristika der

Tabelle 5: Charakteristika der Gesamtkohorte und der Subgruppe

Abkurzungen: EZ = ellipsoid zone, OD = rechtes Auge

Gesamtkohorte
Mittelwert
(Minimum, Maximum)

Subgruppe
Mittelwert
(Minimum, Maximum)

Anzahl der Patienten

54

18

Alter bei der
Basisuntersuchung
(Jahr)

40
(12, 78)

40
(20, 67)
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Best-korrigierte 0.3 0.2
Sehscharfe OD (-0.1, 2.3) (0.0, 1.3)
Gesamt- 562 934
Gesichtsfeldflache mit (0, 13123) (91, 9608)
der Marke lll4e OD

Lange der horizontalen | 1058 1611
EZ-Lange (um) OD (0, 3265) (0, 3086)
Zentrale Retinadicke 230 250

(um) OD (48, 707) (87, 765)

Die Daten der Subgruppe wurden lediglich fur die Progressionsanalysen
verwendet, und die Unterschiede beider Gruppen in dieser Tabelle dargestellt.
Die Werte beziehen sich auf die rechten Augen (zur Symmetrie siehe Unterpunkt
4.2).

Absolute und prozentuale Progressionsraten sind in Tabelle 6 dargestellit.

Tabelle 6: Progressionsraten

Abkurzungen: EZ = ellipsoid zone, OD = rechtes Auge; eingeschlossen wurden
Messwerte der in Tabelle 5 (Charakteristika der Gesamtkohorte und der

Subgruppe) beschriebenen Subgruppe (rechte Augen)

Verlust an Flache (im Gesichtsfeld)
bzw. Lange (in der EZ-Lange) pro
Monat OD Median (95%-KlI), p-Wert

Anzahl der Patienten und Augen 18

Gesamt-Gesichtsfeldflache mit der

Marke lll4e
absolut (°%/Jahr) -358 (-504; -212), p = <0.001
prozentual (%/Jahr) -9% (-12%; -7%), p = <0.001
Lange der horizontalen EZ-Lange
absolut (um/Jahr) -71 (-87; -56), p = <0.001
prozentual (%/Jahr) -5% (-6%; -3%), p = <0.001
Lange der vertikalen EZ-Lange
absolut (um/Jahr) -51 (-67; -33), p = <0.001
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prozentual (%/Jahr) -4% (-6%; -3%), p = <0.001

Gesamt-Gesichtsfeldfiache (lll4e) OD

Gesamt-Gesichtsfeldfiache (4e) OD

15000
[ ]
12500 b
10000 \
> o
\ o
) e
7500 e
Og!
Q
5000 \
. %
\ e ol \
2500 ‘ o Q
\ ° | J\. °
° °
O (=]
0 PR 4 © 88, 82 w0 ee-o
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0
Alter (Jahre)
3000
o
2500
2000
1500
1000 ° d
e °
500
[+) ° ("ﬁa K:o ) e
0
°
oe % N X oo
, O. * .g 2 \ o e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Alter (Jahre)

Abbildung 13: Grafiken zur Progression der Gesichtsfelddefekte
gemessen mit den Marken lll4e und I4e.

Die Ordinatenachse ist unterschiedlich skaliert.
Abkurzungen/Erlauterungen: Gesichtsfeldflache gemessen in °2, OD =
Rechtes Auge.
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Abbildung 14: Grafiken zur Progression der horizontalen und
vertikalen EZ-Lange

Abkurzungen/Erlauterungen: EZ-Lange = Ellipsoid zone, gemessen in ym,
OD = Rechtes Auge.

37



4 Diskussion

In der vorgelegten Studie wurden an einer gro3en Kohorte von 54 Patienten mit
PDE6A-arRP qualitative und quantitative OCT-Parameter sowie deren
Zusammenhang mit GF-Messungen analysiert. Die Ubereinstimmung zweier
Untersucher in den EZ-Langen-Messungen wurde im Hinblick auf deren
Verwendbarkeit als Verlaufsparameter der Progression der RP ermittelt, wie
auch die Korrelation der gemessenen EZ-Lange mit GF-Parametern erfasst
wurde. Die Symmetrie der RP-spezifischen Befunde wurde ebenfalls fur die
BCVA und die EZ-Lange untersucht. Fur eine Subgruppe von 18 Patienten
wurden Progressionsraten fur die Reduktion der EZ-Lange und fur die
Einschrankungen im GF im Verlauf ermittelt.

Die Ubereinstimmung der Messungen der EZ-Lange durch die beiden
unabhangigen Untersucher war mit einem ICC von 0.99 fur die horizontale und
einem ICC von 0.98 fur die vertikale EZ-Lange sehr hoch.

Die Symmetrie zwischen den rechten und linken Augen wurde durch die GF-
Untersuchung, EZ-Langen-Bestimmung und BCVA bestatigt. Die GF-
Untersuchung zeigte eine hohe Symmetrie zwischen rechten und linken Augen
fur die GF-Flache bei der Marke lll4e von 0.97 und bei der Marke 14e von 0.98.
Auch fur die EZ-Lange ergaben sich symmetrische Ergebnisse zwischen beiden
Augen der Patienten: 0.90 fur die horizontale EZ-Lange und 0.89 fur die vertikale
EZ-Lange. Die BCVA war mit einer Korrelation von 0.88 ebenfalls symmetrisch
fur beide Augen.

In der qualitativen Auswertung der OCT-Scans zeigte sich, dass in etwa 30% der
Falle keine Nebenbefunde, sondern lediglich die fur eine RP typische
Ausdunnung der aul3eren Retinaschichten aulRerhalb des Zentrums vorlagen.
Die drei haufigsten Nebenbefunde waren ein CME (15 von 54 (28%) Augen),
eine Atrophie im Zentrum oder bis ins Zentrum reichend (12 von 54 (22%)
Augen), und eine epiretinale Membran (ERM) (10 von 54 (19%) Augen). Eine
ERM war selten mit einer Traktion assoziiert. Noch seltener lag ein lamellares
oder durchgreifendes Makulaforamen vor. Ebenfalls selten war ein posteriores

Staphylom.
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In der hier vorgelegten Studie zeigte sich eine mittelstarke Korrelation (0.66 bzw.
0.60) zwischen der Gesamt-GF-Flache (Marke Ill4e bzw. l4e) und der
errechneten EZ-Flache.

Eine lineare Progression angenommen, nahm die Gesamt-GF-Flache,
gemessen mit der Marke lll4e, im Schnitt signifikant um etwa 358 °#/Jahr ab;
prozentual waren es 9%. Fur die EZ-Lange zeigte sich ebenfalls eine signifikante
Abnahme: Fur die horizontale EZ-Lange waren es etwa 70 ym/Jahr (5%), und fur
die vertikale EZ-Lange etwa 50 ym/Jahr (4%).

Die hier prasentierten Ergebnisse fur die Messung der EZ-Lange durch zwei
unterschiedliche Untersucher sind vergleichbar mit Studien, die sich ebenfalls mit
EZ-Langen-Messungen bei der arRP beschaftigten. Eine dieser Studien
umfasste sieben Patienten mit PDE6A- und PDE6B-arRP und berichtete von
einer Ubereinstimmung von 0,98 fir die horizontale EZ-Lange zwischen zwei
Untersuchern (Takahashi et al., 2018). Eine weitere Studie beschaftigte sich mit
45 Patienten, von denen jeweils 15 Patienten eine adRP, arRP und XLRP hatten.
In dieser Studie wurde, wie in der hier vorliegenden Studie, der “Endpoint” der
EZ-Lange manuell durch drei Untersucher markiert. Die Messungen ergaben
eine sehr gute Ubereinstimmung von 0,99 (Ramachandran et al., 2016). In jener
Studie war einer der Untersucher bereits erfahren in der Auswertung von OCT-
Aufnahmen, die anderen beiden (unerfahrenen) Untersucher wurden fur diese
Studie trainiert. In der hier vorgelegten Studie fand ebenfalls ein Training des
unerfahrenen Untersuchers statt - orientiet an den zuvor genannten
Untersuchungen (Ramachandran et al., 2016, Tsang and Sharma, 2018). Als
weitere Hilfestellung standen zudem die ,Segmentation Guidelines” von Hood et
al. zur Verfigung (Hood et al., 2009, Hood et al., 2011). Wird auRerdem die
Methode der EZ-Langen-Messung betrachtet, ist zu beachten, dass im Vergleich
zu Takahashi et al. in der hier vorliegenden Studie die Krummung der EZ-Lange
mitbertcksichtigt wurde (Takahashi et al., 2018). In besagter Studie wurde die
EZ-Lange von Endpunkt zu Endpunkt im Sinne einer geraden Linie gemessen.
Um fur die Progressionsanalyse und die Korrelation mit dem GF maoglichst
genaue Daten der Lange der EZ-Lange zu erzielen, wurde in der hier
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vorgestellten Studie die Messung in zwei Bereiche unterteilt (im horizontalen
Schnitt in temporal und nasal, im vertikalen Schnitt in inferior und superior). Der
ICC ist in beiden Studien sehr vergleichbar. Die Mitberucksichtigung der
Krimmung scheint in Bezug auf den ICC keinen signifikanten Unterschied zu
bringen.

Seitensymmetrische Befunde sind ein Charakteristikum der RP. So untersuchten
Massof et al. 60 RP-Patienten mit unterschiedlichem Erbgang (hauptsachlich
autosomal rezessiv oder sporadisch). Die Symmetrie der BCVA zwischen beiden
Augen war mit einer Korrelation von 0.63 mittelstark und damit geringer als in der
hier vorliegenden Studie (0.88). Die GF-Untersuchung mit der Marke V4 zeigte
wiederum eine exzellente Korrelation (0.96) (Massof et al., 1979), ahnlich der in
der vorliegenden Studie ermittelten Korrelationen von 0.97 fur die Marke lll4e
und 0.98 fur die Marke 14e. Xu et al. untersuchten selbiges an 52 RP-Patienten.
Die BCVA korrelierte interokular stark mit 0.86 und die Gesamt-GF-Flache mit
0.90 (Xu et al., 2020).

Der Aspekt der Symmetrie der EZ-Lange zwischen beiden Augen wurde
ebenfalls in vorigen Studien analysiert. Fur die RPGR-assoziierte RP ergab sich
fur 32 Patienten in einer Studie von Tee et al. eine sehr hohe Korrelation von
0.93 zwischen rechten und linken Augen. Dieser Wert ist vergleichbar mit den
Ergebnissen in der hier vorgelegten Studie (0.90 und 0.89 fur die horizontale und
vertikale EZ-Lange) (Tee et al., 2017). In der Studie ,Intraobserver Repeatability
and Interobserver Reproducibility of Ellipsoid Zone Measurements in Retinitis
Pigmentosa.“ von Strampe et al. zeigte sich an 23 RP- und Usher-Syndrom-
Patienten auch eine hohe interokulare Symmetrie der EZ-Lange (0.92 und 0.89
fur die horizontale und vertikale EZ-Lange) (Strampe et al., 2018). In der Studie
von Takahashi et al. Uber die PDE6A-arRP zeigte sich ebenfalls eine hohe
Symmetrie (Mittlerer Unterschied zwischen rechten und linken Augen fur die
Gesamt-EZ-Lange = -25 + 44 ym) fur beide Augen (Takahashi et al., 2018).
Weitere Studien befassten sich mit der qualitativen Auswertung von OCT-
Befunden bei RP-Patienten. In einer Studie von Khateb et al. tber PDE6A- und
PDEG6B-arRP lag ebenfalls bei etwa 30% der Patienten ein CME vor. Bei weiteren
30% der Patienten lag eine ERM vor, dies ist ein hoheres Auftreten von ERMs
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als in der hier prasentierten Studie (Khateb et al., 2019). In der von Hajali et al.,
an 124 Patienten mit RP wurde ein CME bei 39% der arRP-Falle, bei 52% der
adRP-Falle und bei keinem der XLRP-Falle, in einer Gesamtpravalenz von 38%
festgestellt (Hajali et al., 2008).

In einer weiteren gemischten Kohorte, bestehend aus 37 RP-Patienten, hatten
24% ein CME am Studienauge (Bittner et al., 2011).

Fischer et al. untersuchten die Korrelation zwischen dem GF und der EZ-Langen-
Messung in einer retrospektiven Studie an 18 RP-Patienten. Ahnlich zu unseren
Ergebnissen fanden sie eine mittelstarke - allerdings hohere - Korrelation (0.75)
zwischen dem GF mit der Marke I4e und der Distanz der EZ-Lange (Fischer et
al., 2008). Ein Unterschied zwischen der vorliegenden Studie und der von Fischer
et al. war die abweichende Methode der EZ-Langen-Erfassung. Fischer et al.
erfassten die EZ-Lange anhand von sogenannten ,light reflectivity profiles®.
Diese Art der EZ-Langen-Messung hat sich jedoch nicht durchgesetzt. Ein
angefuhrter  Grund  hierfr ist, dass in  Bereichen  geringerer
Photorezeptorendichte moglicherweise kein Signal durch die OCT erkannt
werden konnte und es somit zu ungenauen Messungen kam (Fischer et al.,
2008).

In der Studie von ,Visual Field Progression in Retinitis Pigmentosa“ von Xu et al.
wurde neben der Symmetrie- auch eine Progressions-Analyse des GF
durchgefuhrt. An 52 Patienten (davon etwa 10% adRP, 60% arRP und 30%
XLRP) wurde die Progression anhand von kinetischen GF-Untersuchungen mit
den Marken V4e, lll4e und l4e und BCVA uber durchschnittlich 12 Jahre
untersucht (Xu et al., 2020). Hier ergab sich eine jahrliche Reduktion der Gesamt-
GF-Flache um etwa 8% fur die Marke V4e, um etwa 11% fur die Marke Ill4e und
um etwa 13% fur die Marke l4e. In der vorliegenden Studie waren es im Vergleich
9% jahrlicher Verlust der Gesamt-GF-Flache fur die Marke Ill4e. Damit zeigte
sich hier eine ahnliche Progression der Einschrankung des GF. Eine
Unterscheidung der Patienten nach Erbgang der RP fuhrte in der besagten
Kohorte zu keinen statistisch signifikanten Ergebnissen. Dennoch scheinen
autosomal rezessive Formen der RP im Vergleich zu autosomal dominanten

Formen schneller voranzuschreiten (Sandberg et al., 2007, Sandberg et al.,
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2008, Berson et al., 2002). AuRerdem zeigte sich hier, dass RP-Patienten friher
die Fahigkeit verlieren, kleinere Marken zu erkennen als die groReren Marken
des GF, was sich auch mit dem subjektiven Empfinden der Patienten deckte (Xu
et al., 2020). Nagy et al. fiUhrten an einer Kohorte von 23 RP-Patienten Langzeit-
Untersuchungen Uber 10 Jahre durch. Der jahrliche Verlust an Gesamt-GF-
Flache mit der Marke lll14e betrug hier etwa 15% (Nagy et al., 2008). Die PDE6A-
arRP scheint also nach unseren Erkenntnissen zumindest keine schnellere
Progression der GF-Einschrankung zu zeigen als eine heterogene Gruppe von
arRP-Patienten. Die Vergleichbarkeit der Studien untereinander ist allerdings
eingeschrankt. Selbst in unserer reinen PDEG6A-arRP Studie zeigten sich
individuelle Unterschiede in den Progressionsraten, was die Bedeutung des
Vergleichs mit dem Partnerauge in klinischen Studien untermauert.

In der Studie von Takahashi et al. wurde, neben der Erfassung der Korrelation
zweier Untersucher und der Symmetrie der EZ-Lange, bei sieben Fallen mit
PDEG6A- und PDE6B-arRP auch die Progression der EZ-Lange erfasst. Der
Verlust der horizontalen EZ-Lange belief sich auf etwa 4% (-103 + 53 pm) jahrlich
und ist damit vergleichbar mit der hier untersuchten Kohorte mit einem Verlust
der horizontalen EZ-Lange von 5% (-70 ym/Jahr) jahrlich. Die vertikale EZ-Lange
zeigte einen Verlust von etwa 5% (-92 + 49 ym) pro Jahr und lag damit ebenfalls
nah an den hier gezeigten Ergebnissen (Verlust von 4% (-50 um/Jahr)). Die
Ergebnisse fur die Progression der EZ-Lange waren fur rechte und linke Augen
mit einem mittleren Unterschied von -25 + 44 pm/Jahr symmetrisch und
insgesamt vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen (Takahashi et al.,
2018). Differenzen konnten durch die abweichende Studiengrof’e, das
EinschlieBen auch von mehreren PDE6B-RP-Formen und auch durch die
unterschiedlichen Untersucher erklart werden.

In grofieren Kohorten mit heterogenen RP-Formen zeigte sich eine Progression
der EZ-Lange von 130 bis -140 ym/Jahr (Cabral et al., 2017, Sujirakul et al.,
2015). Diese Ergebnisse liegen sehr nah an der in der vorgelegten Studie
ermittelten Progressionsrate der EZ-Lange. Sujirakul et al. fanden bei 19% der
Patienten eine  Asymmetrie sowohl zum  Zeitpunkt der ersten
Studienuntersuchung als auch in der Progressionsanalyse (Sujirakul et al.,
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2015). Jedoch decken sich diese Ergebnisse weder mit denen der hier
vorgestellten noch mit denen vorheriger Studien mit RP-Patienten.

Vergleicht man die Progression des Verlustes der EZ-Lange autosomal
rezessiver mit autosomal dominanten RP-Formen, zeigt sich eine langsamere
Progression fur autosomal dominante RP-Patienten. So wurde in einer grof3en
Studie mit 96 RP-Patienten die Progression der EZ-Langen fur die verschiedenen
Erbgange ermittelt. Die adRP zeigte demnach eine Progression der EZ-Lange
von 95 ym/Jahr, die arRP 128 ym/Jahr und die XLRP von 219 pm/Jahr (Jauregui
et al., 2019). Auffallig in der vorliegenden Studie ist aul3erdem, dass sich die
horizontale EZ-Lange im Krankheitsverlauf schneller verkurzt als die vertikale
EZ-Lange, wie es bereits in vorangegangenen Studien berichtet wurde (Khateb
et al., 2019).

Ein Nachteil unserer Studie ist, dass die Abstande der Folgeuntersuchungen
variieren und dass von einigen Patienten unvollstandige bzw. keine Daten zu
Folgeuntersuchungen vorlagen. Die Ursache dafur konnte fir manche Patienten
an der Erreichbarkeit des Studienzentrums in Tubingen liegen. Die Datenanalyse
musste dementsprechend angepasst werden.

Die vorliegende Beobachtungsstudie erfolgte Uber einen relativ kurzen Zeitraum,
der zwischenzeitlich allerdings bereits eine Dekade Uberspannt. Winschenswert
ware eine Studiendauer mit Untersuchungsintervallen im Bereich von drei bis funf
Jahren Uber mehrere Dekaden.

Weitere Limitationen in der vorliegenden Studie ergaben sich durch die
angewandten Untersuchungsmethoden. In der Messung der EZ-Lange spielt die
Qualitat der OCT-Aufnahme eine signifikante Rolle. So kann eine reduzierte
Bildqualitat, hervorgerufen durch zum Beispiel die verminderte Transparenz der
brechenden Medien des untersuchten Auges, die eingeschrankte Fahigkeit des
Probanden bei einer reduzierten Sehscharfe zu fixieren und der Erfahrungsstand
des Untersuchers, die akkurate Messung der EZ-Lange erschweren. Die
Darstellbarkeit der EZ-Lange im Speziellen kann durch Begleitbefunde der RP
am betroffenen Auge, wie z.B. ein CME oder ein Makulaforamen, beeinflusst
werden. Ein weiterer Aspekt, der beachtet werden sollte, ist dass die Aufnahme
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mit den derzeitigen OCT-Geraten auf den hinteren Pol beschrankt ist. In der
vorliegenden Studie allerdings reichte die EZ-Lange in keiner der Falle Uber den
durch die OCT abgebildeten Bereich hinaus. Jedoch konnte bei einem Drittel der
Patienten in unserer Studie die EZ-Lange, aufgrund eines fortgeschrittenen
Verlustes von Photorezeptoren nicht erfasst werden. Wie Birch et al. bereits
erwahnten, ist eine Einschrankung dieser Methodik, dass keine Unterscheidung
zwischen dem Verlust von Stabchen und Zapfen anhand der EZ-Lange moglich
ist (Birch et al.,, 2011). Jedoch sollte hier angemerkt werden, dass diese
Einschrankung keinesfalls die Robustheit der Methodik in Frage stellt. Die
Verlaufsuntersuchung einer komplexen Erkrankung, wie der RP, bedarf regelhaft
der Betrachtung aus verschiedenen Blickwinkeln und sollte mithilfe mehrerer
Untersuchungsmethoden  durchgefuhrt werden, um ein ausreichend
umfassendes Bild vom Verlauf zu erzielen.

In der hier vorliegenden Studie wurde auf die wiederholte Messung zu zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten verzichtet, um das Intragrader Agreement zu
uberprufen. Trotzdem wurden hohe und mit anderen Studien vergleichbare
Korrelationen zwischen dem erfahrenen und dem unerfahrenen Untersucher
erzielt. Dies lasst darauf schlielRen, dass die Messung der EZ-Lange schnell und
einfach auch bei geringem ophthalmologischem Vorwissen erlernt werden kann.
Der oben aufgefuhrte Vergleich der qualitativen Befunde mit der Studie von
Khateb et al. und der von Hajali et al. Iasst vermuten, dass nicht nur der Erbgang,
sondern moglicherweise auch der jeweils betroffene Genlocus einen Einfluss auf
das Auftreten von Nebenbefunden haben kann (Hajali et al., 2008). Daher ist die
Vergleichbarkeit von Studien mit unterschiedlichen Patientenkollektiven nur
beschrankt moglich.

Es ist allgemein anerkannt, dass die RP ein symmetrisches Krankheitsbild ist,
dennoch konnen einseitige bzw. stark seitendifferente Befunde vorkommen
(Cabral et al., 2017, Sujirakul et al., 2015). Durch die Uberprifung der Symmetrie
der angewandten Parameter, konnte jedoch in der hier untersuchten Kohorte
eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Asymmetrie ausgeschlossen werden.
Im Hinblick auf die Korrelation der GF-Flache und der EZ-Flache besteht die

Vermutung, dass sich verschiedene Faktoren negativ auf die HOhe der
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Korrelation auswirken konnen und die Korrelation durch Messungen unter
optimierten Umstanden hoher zu erwarten ware. Die EZ-Flache wurde anhand
von nur zwei Messungen berechnet. Flr eine genauere Messung der EZ-Flache
musste sowohl die horizontale als auch vertikale EZ-Lange in mehreren
Schnitten der OCT-Aufnahme, auch aufRerhalb der Fovea, bestimmt werden, um
die Grenzen der EZ-Flache genauer zu erfassen und somit moglicherweise die
Korrelation mit der GF-Messung zu erh6hen. Zu den weniger beeinflussbaren
Faktoren zahlt z.B. die hohe intraindividuelle Variabilitat der GF-Untersuchung
bei wiederholten Messungen (Ross et al., 1984). Insbesondere bei RP-Patienten
zeigte sich eine hohere Variabilitat von 10% bis 16% zwischen zwei
Untersuchern im Vergleich zu etwa 5% in der Kontrollgruppe. Auch bei
demselben Untersucher kam es bei Messungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten zu einer Variabilitat von etwa 12% bei RP-Patienten und etwa 6%
bei der Kontrollgruppe (Ross et al., 1984, Berson et al., 1985, Bittner et al., 2011).
Ein weiterer Einflussfaktor auf die Korrelation konnte sein, dass nicht alle
Patienten eine konzentrische GF-Einschrankung aufwiesen, sondern dass sich
teilweise eine irregulare Verengung der GF-Grenzen =zeigte. Auferdem
unterliegen beide Untersuchungen subjektiven Einflussen, die durchaus auch
dazu fuhrten, dass in Folge-Visiten die GF-Flache und die EZ-Lange
beispielsweise hoher waren als in der vorherigen Visite. Letztlich konnte die
Auflosung der OCT eine Rolle spielen. Reduzierte OCT-Aufnahme-Qualitat kann
bei getribten Medien des Auges oder einer trockenen Hornhaut-Oberflache
haufiger vorkommen. Dies fuhrt dann ggf. in Kombination mit der typischerweise
bei der RP auftretenden Ausdunnung der auleren Retinaschichten zu einer
frGher nicht mehr eindeutig identifizierbaren EZ-Lange, wahrend die Funktion der
verbleibenden Photorezeptoren noch ausreichen kann, um Testmarken in der
GF-Untersuchung zu erkennen.

Eine modgliche Schwache der Progressionsanalyse besteht darin, dass die RP
bekanntermallen nicht linear fortschreitet, vielmehr verandert sich die
Progression mit Krankheitsdauer und Alter des Betroffenen (Berson, 2007,
Massof et al., 1990). Vorige Studien zeigten, dass die RP mit Annaherung an die
Fovea deutlich langsamer voranschreitet. (Nagy et al., 2008, lannaccone et al.,
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2004). So ist die Progression laut Sujirakul et al. bei Patienten mit einer EZ-Lange
von unter 3000um zu Beginn der Studie anders zu bewerten als bei Patienten
mit einer EZ-Lange uber 3000um (Sujirakul et al., 2015). Dies begrundet sich
darin, dass die Progression der RP im zentralen GF bekanntermalien langsamer
fortschreitet als in im peripheren GF. Messungen uber lange Zeitintervalle
wurden also durch den nicht-linearen Verlauf deutlich beeinflusst werden und die
Analyse musste dementsprechend angepasst werden. Dennoch erwies es sich
als sinnvoll, die Progression Uber kirzere Zeitintervalle von wenigen Jahren
linear zu berechnen (Cabral et al., 2017, Sujirakul et al., 2015). In der hier
vorliegenden Studie ist daher davon auszugehen, dass der Einfluss auf die
Ergebnisse sehr gering ausfallt.

Hinzu kommt, dass das Ausmal} der Erkrankung die Verlasslichkeit der GF-
Untersuchung beeintrachtigen kann. Auch die Mitarbeit der Probanden bei einer
GF-Untersuchung ist von Relevanz, auf die nur geringfugiger Einfluss genommen

werden kann.

Durch die Seltenheit der RP mit verschiedenen Vererbungsmustern haben die
benannten Vergleichsstudien kleinere Kohorten mit RP Patienten untersucht.
Dies liegt an einer groflen Streuung der zugrundeliegenden pathogenen
Veranderungen bei RP.

Die GroRe unserer Kohorte von 54 Patienten mit pathogenen Veranderungen im
PDEG6A-Gen ist daher eine klare Starke unserer Studie. Takahashi et al. konnten
fur ihre Studie z.B. nur sieben Patienten rekrutieren, die entweder eine
Veranderung im PDEG6A- oder PDE6B-Gen aufwiesen (Takahashi et al., 2018).
Khateb et al. untersuchten eine groRere Kohorte von RP-Patienten mit
pathogenen Veranderungen im PDE6A- and PDE6B-Gen. Von den 54
eingeschlossenen Patienten hatten 19 Veranderungen im PDE6A-Gen und 35
im PDE6B-Gen. In unserer Studie wurden ausschliel3lich Patienten mit
pathogenen Veranderungen im PDEG6A-Gen untersucht.

Ahnlich zu anderen Studien fiir EZ-La4ngen-Messung bei RP-Patienten, wurde in
unserer Studie bewusst der Vergleich zwischen einem erfahrenen Untersucher

und unerfahrenen Untersucher gewahlt. Es sollte evaluiert werden, wie sicher ein
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unerfahrener Untersucher die Methode der EZ-Langen-Messung in einem kurzen
Zeitraum erlernen konnte und vergleichbare Ergebnisse mit einem erfahrenen
Untersucher erzielt. Die aulRerst hohe Korrelation zwischen den Ergebnissen des
erfahrenen und des unerfahrenen Untersuchers lasst darauf schliel3en, dass die
Messung der EZ-Lange auch durch Untersucher ohne Vorkenntnisse nach kurzer
Einarbeitung zuverlassig anwendbar ist. Dies, kombiniert mit der einfachen und
wenig zeitintensiven Anwendung der Messmethode sowie der breiten
Verfugbarkeit von OCT-Geraten, erscheint vielversprechend fur die Anwendung
dieser Methode in klinischen Studien von RP-Patienten.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die manuelle Erfassung in Studien zur EZ-Langen-
Messung, wie sie auch in unserer Studie zur Anwendung kommt, die Methode
der Wahl.

Obwohl in der hier vorliegenden Studie die Mitberucksichtigung der Krimmung
der EZ-Lange keinen Vorteil gegenuber der Vergleichsstudie erbrachte, kann ggf.
die Korrelation in anderen Untersuchungen verbessert werden und zahlt daher
zu einer der Starken der Studie.

Es ist positiv zu bewerten, dass in dieser einmalig grollen Kohorte mit der
gleichen RP-Form hochsymmetrische Ergebnisse fur die erfassten Parameter
nachgewiesen werden konnten. Dies zeugt von der hohen Reprasentativitat der
Kohorte fur die RP und untermauert den aktuell verfolgten Ansatz in klinischen
Studien, das unbehandelte Auge als Kontrolle fur den naturlichen Verlauf der
Erkrankung heranzuziehen.

Die qualitative Auswertung der OCT-Scans ist aus verschiedenen
Gesichtspunkten ein essenzieller Bestandteil dieser Studie. Einerseits kdnnen
Nebenbefunde die Messbarkeit der EZ-Lange einschranken. Zum anderen bei
einem langer bestehenden CME kann es zu fokalen Unterbrechungen in der EZ-
Lange kommen und bei Atrophien zu einem Verlust der EZ-Lange. Fur die
Auswahl von Patienten fur Interventionen bzw. interventionelle Studien sind die
in der OCT feststellbaren Nebenbefunde von Bedeutung, weil diese bei einer
Gentherapie die Prognose beeinflussen konnen. Zusammenfassend lasst sich

sagen, dass das Auftreten von Nebenbefunden in unserer Kohorte mit den
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Pravalenzen in vorigen Studien korreliert und somit reprasentativ fur die
Erkrankung ist.

Birch et al. wiesen nach, dass die Geschwindigkeit der EZ-Flachen-Abnahme mit
den Veranderungsraten Ubereinstimmt, die fur das GF bei Patienten mit RP
berichtet wurden (Birch et al., 2015). Diese Ergebnisse untermauern die Gute der
EZ-Langen-Messung als Endpunkt fur klinische Therapiestudien (Birch et al.,
2013). Da die EZ-Lange nach unserem bisherigen Verstandnis die ellipsoide
Komponente der Photorezeptoren widerspiegelt, liegt es nahe, dass ein
messbarer Zusammenhang zwischen der EZ-Lange und dem GF besteht. Auch
vorherige Studien an histopathologischen Praparaten deuten auf eine Korrelation
zwischen morphologischen und funktionellen Parametern hin (Fischer et al.,
2008, Milam et al., 2001).

Die Progressionsraten wurden in einer Subgruppe von 18 Patienten berechnet,
bei denen die kompletten Datensatze von wiederholten Untersuchungen
vorlagen. Die Subgruppe reprasentiert die Gesamtkohorte insofern, als dass
zwischen beiden Gruppen keine Unterschiede bezuglich des Alters bei der ersten
Studienuntersuchung, der BCVA, der zentralen Retinadicke, der Gesamt-GF-
Flache mit der Marke lll4e und der Lange der horizontalen EZ-Lange gab. Trotz
der vorab erwahnten Einschrankung der Progressionsanalyse bei RP-Patienten
aufgrund der nicht-linearen Progression, ist davon auszugehen, dass uber den
gegebenen Zeitraum dieser Studie adaquate Berechnungen gemacht werden

konnten.

FUr zukunftige Studien zu diesem Thema ist die Kooperation verschiedener
Zentren, wie sie fur unsere Studie erfolgt ist, erstrebenswert, da auf diesem Wege
grol3e Patientenkollektive zusammengeschlossen werden. So kdnnen statistisch
und klinisch wertvolle Aussagen getroffen werden.

Es hat sich bestatigt, dass die PDE6A-arRP eine hochsymmetrische Erkrankung
ist und der Erfolg von Therapien durch einseitige Behandlung Uberpruft werden
kann. Dennoch gilt es stets die Symmetrie zwischen rechten und linken Augen
zu Uberprufen, um seltene Falle der Asymmetrie auszuschlieBen. Zudem

konnten erweiterte Untersuchungen zur unilateralen RP ratsam sein, um
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Ursachen dieser asymmetrischen Verlaufe zu finden und sie damit leichter

erkenntlich zu machen.

Die Weiterentwicklung der OCT-Gerate konnte bisherige Einschrankungen, die
oben aufgefuhrt wurden, verringern. Eine hohere Auflosung und grofere
Ausschnitte der Retina, die abgebildet werden konnten, wurden dazu beitragen
die RP besser untersuchen zu konnen. Aufgrund der oben genauer erlauterten
eingeschrankten Vergleichbarkeit von Progressionsraten zwischen Studien
unterschiedlicher Dauer, sollten zukunftige Progressionsanalysen unter
Berucksichtigung des nicht-linearen Verlaufs in definierten Zeitabschnitten und
an moglichst grol3en, spezifischen Kohorten durchgefuhrt werden. In
Folgestudien sollte auch fur die hier untersuchte Kohorte verifiziert werden, ab
welchen Werten der EZ-Lange und der Gesamt-GF-Flache eine vergleichbare
Progressionsrate angenommen werden kann.

Es bedarf weitergehend Studien mit mehreren GF-Marken, die die jeweiligen
Formen und Stadien der RP berucksichtigen, um die Progression des GF-
Veranderungen praziser einordnen zu konnen. Sowie die Erfassung der EZ-
Flache verbessert werden konnte, indem die EZ-Lange in mehreren Schnitten
aullerhalb der Fovea gemessen wurde.

Die untersuchte Kohorte ist umfangreich und hoch reprasentativ fur die
PDE6AarRP. Auch diese RP-Form zeigt die typische Symmetrie der Befunde
zwischen beiden Augen. Die Progression entspricht der einer autosomal rezessiv
vererbten RP und die Nebenpathologien sind so vertreten, wie es aus der
Literatur bekannt ist.

Schlussendlich erlaubt die hier vorgelegte Arbeit die EZ-Langen-Messung als
eine zuverlassige, gut anwendbare und schnell erlernbare Methodik zu
kennzeichnen. Wie auch bereits in vorigen Studien zu anderen Formen der RP
bestatigt sich dies nun auch in einer aulerordentlich groflen Kohorte von
PDE6AarRP Patienten. Perspektivisch kann die EZ-Langen-Messung, fur
Gentherapiestudien der Patienten mit PDE6AarRP angewendet werden und

einen wertvollen Beitrag zur Verlaufskontrolle der RP beitragen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der bisher groften Kohorte von Patienten mit PDE6A-arRP wurde in der
vorgelegten Studie sowohl qualitative als auch quantitative Parameter anhand
von BCVA, OCT-Aufnahmen und GF-Untersuchungen detailliert ausgewertet.

In der Kohorte waren die Befunde zwischen und rechten und linken Augen
hochsymmetrisch, weshalb das unbehandelte Auge als Kontrolle fur
Therapiestudien dienen konnte.

Die Patienten waren bezuglich der in der OCT sichtbaren Nebenbefunde
reprasentativ fur das allgemeine RP-Kollektiv. Vor einem Einschluss in eine
interventionelle Studie sollte allerdings der erwartete Nutzen der Studie gegen
das operationsbedingte Risiko bei einer Gentherapie insbesondere bei
relevanten Nebenbefunden dezidiert betrachtet werden.

Wir ermittelten eine mittelstarke Korrelation funktioneller und morphologischer
Parameter — der GF-Flache und der EZ-Lange - fur die PDE6A-arRP. Analyse
dieser Zusammenhange ist der Gegenstand der Folgestudien.

In der Kohorte zeigten sich ahnliche Progressionsraten fur den Verlust von GF-
Flache und EZ-Lange wie in vergleichbaren Studien. Die Raten fur den Verlust
waren im Mittel klein und variierten interindividuell, sodass die Methodik, das
unbehandelte Partnerauge in interventionellen Studien als Kontrollauge
heranzuziehen, weiter an Bedeutung gewinnt.

Das RD-Cure Konsortium arbeitet fortlaufend an Studien zu Gentherapien u.a.
fur PDE6A arRP. Im Mausmodell konnte bereits festgestellt werden, dass die
Funktion von Zapfen - besser als die der Stabchen - langfristig durch eine
Gentherapie erhalten werden kann. Somit ist dieser Ansatz vielversprechend fur
Patienten mit Einbuf3en des peripheren GF im mittleren Stadium der Erkrankung
(Wert et al., 2014).

Die EZ-Langen-Messung ist fur klinische Studien an PDE6A-arRP Patienten
durch ihre hohe Reproduzierbarkeit und schnelle Erlernbarkeit ein relevanter und
vielversprechender Parameter zur Verlaufskontrolle. Deshalb erweist sich die
Messung der EZ-Lange als eine sinnvolle und gute Erganzung in der Standard-

Verlaufskontrolle von RP-Patienten, insbesondere in Therapiestudien.
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