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Gentherapie

Sehkraft aus der Wiste

VOLKER BUSSKAMP B Wie konnen kleine Mikroben aus den Salz-
HARVARD MEDICAL SCHOOL, BOSTON, MA, USA seen der Sahara helfen, blinden Menschen

wieder Sehkraft zu verleihen? Der Schliissel
Elisabeth-Gateff-Preis der GfG hierzu liegt in einem Gen dieser ,,primitiven®

Uberlebenskiinstler. In den richtigen Zellen
Die gezielte Expression einer mikrobiellen licht-sensitiven Chloridpumpe der Netzhaut eingeschleust, kompensiert die-
in verbliebenen Zellen fiihrt zur funktionellen Reaktivierung der vormals ses eine Gen die Funktion von mehreren aus-

blinden Netzhiuten in der degenerativen Erkrankung Retinitis Pigmentosa ~ $¢fallenen hoch spezialisierten menschlichen
und verspricht somit Heilung Genen und ermoglicht so wieder das Sehen.

Die Erbkrankheit Retinitis pigmentosa [1]
The targeted expression of a microbial light-sensitive chloride pump to kann im Laufe des Lebens eines Patienten
remaining cells in degenerative retinas led to a functional reactivation of ~ Zur volistandigen Erblindung fiihren. Es gibt

. . . . . viele Formen von Retinitis pigmentosa, die
this former blind retinas. This opens a new treatment for the disease . | von FeniS pis .

C e jedoch alle einen dhnlichen Krankheitsver-
retinitis pigmentosa.

lauf haben. Mutationen in den Stédbchen-
Photorezeptoren sind hierfiir verantwortlich.
Zuerst verlieren die Stabchen, die fiir das
Nachtsehen verantwortlich sind, ihre Lich-
tempfindlichkeit und sterben ab. Dies
geschieht oft unbemerkt von den Patienten,
da sich die Stabchen hauptsdchlich in der
peripheren Netzhaut befinden. Schreitet die
Krankheit weiter fort, wird die zweite Klasse
der Photorezeptoren, die Zapfen, betroffen.
Nun kommt fiir die Patienten das bose Erwa-
chen; denn die Zapfen sind fiir das Farb- und
Scharfsehen verantwortlich. Die zentrale Stel-
le der Netzhaut, die Fovea, besteht fast aus-
schlieBlich aus diesen Rezeptorzellen. Es ent-
steht ein immer enger werdender Tunnel-
blick, der im Endstadium zur Blindheit fiihrt.

Um einen Ansatz zur Milderung des Krank-
heitsverlaufs bzw. zur Heilung zu finden, ist
es elementar, sich mit dem gesunden Seh-
prozess auseinanderzusetzen. Beim Lesen
dieser Zeilen wandeln Zapfen Licht in elektro-
chemische Signale um [2], die bereits in der
Netzhaut gefiltert, ausgewertet und bearbei-
tet werden. Diese modulierten Lichtsignale
werden schlieBlich {iber den optischen Nerv
weiter zum Gehirn geleitet, welches das Lesen
ermoglicht [3]. Der erste Schritt, der in Photo-
rezeptoren ablduft, wird als Phototransduk-

duBere Segmente

Photorezeptoren

innere Zellschicht

Ganglion Zellen

rd-1 Wlldtyp tion bezeichnet und involviert mehr als 30

bekannte Genprodukte. Im Endeffekt fiihrt

A Abb. 1: A, Schema der Chloridpumpe Halorhodopsin (HR) aus dem Archaeon Natronomonas Licht zu einer Anderung des Membranpo-

pharaonis, welche durch Licht aktiviert wird und daraufhin Chloridionen in die Zelle pumpt. tenzials zum Negativen hin, also zu einer
B, Mikroskopische Aufnahme von angeféarbten Zapfen (griin) in der Netzhaut einer rd-7-Maus. Hyperpolarisation.

Diese Mausmutante verliert nach der Geburt alle Stédbchen, der lichtempfindliche Teil der Zapfen
wird zuriickgebildet. C, D, Seitenansicht von angefarbten Zapfen (griin) in rd-1- (C) und Wildtyp- . .
Netzh&uten (D). Die Zellschichten sind mit DAPI (weiB) angefarbt. MaBstabsbalken: 20 um. ren die Zapfen aus noch unbekannten Griin-

den zuerst ihre duBeren Segmente, bevor sie

Bei Retinitis-pigmentosa-Patienten verlie-
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eventuell ganz absterben. Es ist praktisch
unmoglich, diese Zellteile zu rekonstruieren
und die Gene der Phototransduktionskaska-
de wieder zu aktivieren. Mein Forschungs-
ansatz war es, nur auf ein Gen - fiir Halo-
rhodopsin (HR) - aus einem Archaeon aus
den Salzseen der Sahara, Natronomonas pha-
raonis, zuriickzugreifen [4]. Dieses enthalt
die genetische Information fiir eine lichtsen-
sitive Chloridpumpe, die auf Lichtreize hin
negativ geladene Chlorid-Ionen in die Zelle
pumpt, wodurch eine Hyperpolarisation indu-
ziert wird (Abb. 1A). Die Annahme war, dass
dieses Genprodukt auf Lichtreize hin die glei-
chen physiologischen Prozesse in den ver-
bliebenen Zapfenzellkorpern bei Patienten in
Gang bringen konnte.

Fiir die Forschung an der Krankheit Ret-
initis pigmentosa gibt es sehr viele verschie-
dene Mausmodelle. Das etablierteste Modell,
die rd-1-Maus [5], verliert innerhalb von vier
Wochen nach der Geburt alle Stabchen. Wih-
renddessen bilden die Zapfen ihre lichtsen-
sitiven duBeren Segmente zuriick und die

Maus erblindet vollstandig (Abb. 1B-D). Die-
se Mauslinie wurde seit Jahrzehnten genau-
estens untersucht, und es galt als postuliert,
dass alle Zapfen im Laufe der Zeit vollstdn-
dig degenerieren. Jedoch gab es Hinweise,
dass das Absterben der Zapfen nicht voll-
standig erfolgt. Immunhistochemische Unter-
suchungen in der rd-I-Maus ergaben, dass
etwa 25 Prozent dieser Zellen noch Monate
nach der kompletten Degeneration der Stab-
chen in der Netzhaut vorhanden sind [6].
AuBerdem wurde mit molekularbiologischen
Methoden nachgewiesen, dass die verbliebe-
nen Zellen Zapfen sind, indem die geneti-
schen Profile der rd-1-Zapfen mit gesunden
Wildtyp-Zapfen verglichen wurden. Die Micro-
array-Analyse ergab, dass die Proben der
rd-1-Maus typische Genexpressionsmuster
der Wildtyp-Zapfen aufwiesen.

Nun musste die Chloridpumpe spezifisch
in die verbliebenen Zellkorper der Zapfen der
rd-1-Maus gebracht werden (Abb. 2). Dazu
wurden Adeno-assoziierte Viren (AAV) als
genetische Transportvehikel umfunktioniert.
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Das Gen der Chloridpumpe wurde mit photo-
rezeptorspezifischen Promotorelementen ver-
sehen, und diese wurden anstatt des ur-
spriinglichen viralen Genoms in die Partikel
verpackt, welche dann unter die Netzhaut inji-
ziert wurden. Eine Vielzahl von erkrankten
Zapfen produzierte nun HR, wodurch sie tat-
sdchlich wieder lichtsensitiv wurden. Der
eigentliche Durchbruch aber bestand darin,
dass die Zapfen immer noch mit den nachge-
schalteten Nervenzellen verbunden waren,
und diese nun wieder mit Lichtsignalen fiit-
tern konnten. Es wurde vermutet, dass im
Laufe des Degenerationsprozesses die syn-
aptischen Verbindungen aufgrund von Inak-
tivitat zuriickgebildet wiirden. Angespornt
durch die ersten Ergebnisse entstand eine
internationale Kooperation, um die Qualitét
des wiedergewonnenen Sehens der ehemals
blinden Mduse zu untersuchen. Die Signal-
verarbeitung innerhalb der Netzhaut war
intakt, und die Reize wurden korrekt verar-
beitet und als Aktionspotenzial tiber den opti-
schen Nerv an hohere Gehirnareale gesen-
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det. Es konnten Lichtreize im visuellen Cor-
tex gemessen werden. Noch wichtiger, die
Lichtsignale wurden von den behandelten
Mausen richtig interpretiert, sodass diese Tie-
re visuelle Verhaltenstests erfolgreich meis-
tern konnten.

Was bedeuten diese Ergebnisse fiir Retini-
tis-pigmentosa-Patienten? Aus klinischen Stu-
dien weiB man, dass viele Zapfenzellkorper
zundchst in der Fovea der Patienten vorhan-
den bleiben, also ist die Grundlage fiir eine
Therapie nach diesem Ansatz gegeben. Jedoch
ist der Weg von der Laborbank zum Patienten
sehr steinig, und viele Hiirden miissen {iber-
wunden werden. Als Erstes muss nachge-
wiesen werden, dass HR in Zapfen nicht
toxisch ist. Bereits erfolgte Langzeitstudien
im Mausmodell wiesen auf keine Immunre-
aktion hin. AuBerdem musste untersucht wer-
den, dass die benotigte Lichtmenge zur Anre-
gung der Chloridpumpe nicht schadlich ist,
da zu viel Licht Zellen abtoten kann. Die Licht-
intensitiat war unter den gesetzlichen Richt-
werten somit sicher und zuldssig. AAVs sind
prinzipiell fiir die menschliche Anwendung
zugelassen. In einem ersten Schritt konnte in
menschlichen Netzhduten von Organspen-
dern gezeigt werden, dass diese Viren die
Chloridpumpe erfolgreich in menschliche
Photorezeptoren transportieren. Menschliche
Netzhdute von Organspendern in Zellkultur
sind lichtinsensitiv und daher fiir funktio-
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Reaktivierung der Netzhaut
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<« Abb. 2: Einbringen
des Gens fiir Halor-
hodopsin (HR) aus
dem Archaeon Natro-
nomomas pharaonis
mithilfe von Adeno-
assozierten Viren
(AAV-Partikel) in die
Netzhaut einer rd1-
Maus. Nach der
Transfektion wird die
Chloridpumpe HR in
den Zapfen expri-
miert, erkrankte Zap-
fen werden wieder
lichtsensitiv, optische
Signale werden verar-
beitet und tber den
optischen Nerv an
nachgeschaltete
Gehirnareale weiter-
gegeben. Weitere
Erklarungen im Text.
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nelle Tests nutzlos. HR jedoch reaktivierte
auch menschliche Zapfen, sodass nun ein
funktionales menschliches Netzhautsystem
in der Petrischale zur Verfligung steht, wel-
ches viele Tierversuche tiberfliissig machen
konnte.

Wie wiirde das Sehen fiir einen genthera-
pierten Patienten aussehen? Da die Chlorid-
pumpe nur ein Pigment darstellt, ware das
Sehen monochromatisch, also Schwarz-Weiss.
Die Sehschérfe ware abhdangig von der Anzahl
der erfolgreich behandelten und verbliebe-
nen Zapfenzellkorper. Nach der Gentherapie
miisste der Patient noch eine spezielle Brille
tragen, die aus einer Kamera und Mikrodis-
plays bestiinde. Die Kamera wiirde die Bilder
aufnehmen, sie auf optimale Farbe und Inten-
sitat konvertieren und anschlieBend auf den
Displays vor den Augen darstellen. Die Bild-
information wiirde iiber die natiirliche Linse
auf die Netzhaut projiziert und von den
behandelten Zapfen detektiert werden [7].
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Langfristig gibt es so einen neuen Hoff-
nungsschimmer fiir Retinitis-pigmentosa-
Patienten auf Besserung ihrer Situation [8].
Allerdings ist es unverantwortlich, vorschnell
falsche Hoffnungen zu wecken. Bevor Men-
schen behandelt werden diirfen, muss der
Ansatz noch langwierige biologische Sicher-
heitstests bestehen.
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