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CILIOPATHIEN ALS URSACHE
FUR NETZHAUTERKRANKUNGEN

Die Aufklarung der Pathomechanismen von Cilio-
pathien der Netzhaut ist ein Schwerpunkt unserer
Forschung. Ciliopathien sind ein junges For-
schungsgebiet, das fiir die Ophthalmologie mehr
und mehr Bedeutung gewinnt. Cilien als Organelle
der Zelle sind bekannt, seit es Mikroskope gibt.
Dabei gibt es bewegliche Cilien wie die des Sper-
miums, der Nasenschleimhaut und des Lungen-
epithels und unbewegliche Cilien wie die des
Photorezeptors. Ein Zusammenhang zwischen
defekten Cilien und einer syndromalen Erkran-
kung wurde erstmals flir das Karthagener-Syn-
drom hergestellt, bei dem bewegliche Cilien feh-
len [1]. Spéater wurden auch Funktionen der
unbeweglichen Cilien erkannt, allem voran beim
gerichteten zelluldrem Transport und der Steue-
rung zelluldrer Signalwege [2]. In der Folge wurde
der Begriff Ciliopathie gepragt. Er steht fiir syndro-
male und nicht-syndromale Erkrankungen, deren
Ursachen in Defekten der Cilien liegen [3, 4]. Inzwi-
schen ist klar, dass mehrere Formen erblicher
Netzhautdegenerationen Ciliopathien sind, die
ihre Ursache in Defekten der Cilien in den Photo-
rezeptoren haben. Dabei kann es sich um syndro-
male Erkrankungen handeln wie beim Bardet-
Biedl-Syndrom oder Joubert-Syndrom und um
nicht-syndromale Erkrankungen wie die Lebersche
Kongenitale Amaurose oder Formen von Retinitis
Pigmentosa.

WAS LEISTEN CILIEN UND WARUM
IST IHRE LEISTUNG WICHTIG
FUR PHOTOREZEPTOREN?

Neben Funktionen in der Signaliibertragung und
Signalverarbeitung leisten Cilien dort, wo sie im
Organismus vorkommen, den sogenannten in-
traflagelldren Transport (IFT). Dieser Transport-
mechanismus wurde zuerst im Flagellum einzel-

liger Organismen beobachtet und wird unter ATP
Verbrauch angetrieben von einem molekularen
Motor aus Proteinen. Der IFT lduft wie auch ande-
re zelluldre Transportprozesse tiber molekulare
Transportbdnder (Tubulin), auf denen Richtung
und Geschwindigkeit vorgegeben sind.

Im Photorezeptor verbindet ein sogenanntes con-
necting cilium inneres und duBeres Segment. Der
IFT durch das connecting cilium ist zenral fiir die
Funktion des Photorezeptors, weil {iber ihn die
Proteine, die fiir das Sehen gebraucht werden, in
das lichtempfindliche duBere Segment gebracht
werden. Schdtzungen beziffern die Transportleis-
tung der intraflagelldaren Transport-Maschinerie
auf 2000 Opsin-Molekiile pro Minute, um den
Verlust an Rhodopsin auszugleichen [5].

DIE SYSTEMBIOLOGISCHE
AUFKLARUNG CILIARER FUNKTIONEN
UND PATHOMECHANISMEN

Systembiologie ist der Ansatz, iiber eine Ver-
kniipfung und lIteration von Hypothesenbildung,
experimenteller Arbeit und mathematische Mo-
dellbildung Grundprinzipien biologischer Funktio-
nen zu verstehen. In der systemmedizinischen
Anwendung systembiologischer Herangehens-
weisen wird der Versuch gemacht, durch eine
Kombination aus datengetriebenen analytischen
Ansdtzen (z.B. aus der Epidemiologie, Klinischen
Chemie oder Humangenetik) mit experimentellen
und modell-getriebenen Ansatzen (Systembiolo-
gie) Krankheitsursachen auf systemischer Ebene
zu verstehen aber auch die Enwicklung von Diag-
nostik und Therapie rationaler zu entwickeln. Im
EU-Projekt SYSCILIA (www.syscilia.org), an dem
das Tlbinger Department fiir Augenheilkunde als
Partner und Ko-Koordinator partizipiert, steht die
systemische Analyse der Pathomechanismen
cilidrer Erkrankungen im Fokus mit dem Ziel, iber
ein molekulares Verstandnis der Ursachen und
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Pathomechanismen die Grundlagen fiir Diagnos-
tik und rationale Therapieentwicklung zu verbes-
sern. Die EU fordert SYSCILIA im 7. Rahmenpro-
gramm von 2010 bis 2015.

In SYSCILIA arbeiten Partner an 16 Universitdten
in 5 europdischen Landern und den USA interdiszi-
plindr zusammen. Neu am Vorgehen in SYSCILIA
ist, dass klinische und experimentelle Daten hier
nicht nur kompiliert und interpretiert werden,
sondern dass aus den Daten mit Hilfe computer-
basierter Modellierungen und avancierter Daten-
integrationstools raumliche, zeitliche und letztlich
logische Modelle cilidrer Funktionen und ihrer
kranheitsassoziierten Stérungen erstellt werden.
Dabei werden verschiedene Datenqualitaten ge-
nutzt: klinische und klinisch-chemische Daten
genauso wie die DNA Sequenzierung von Patien-
ten-Kohorten, Protein-Protein-Interaktionen cilia-
rer Proteine, in vitro und in vivo Assays mit
Knock-downs cilidgrer Gene und funktionelle As-
says in Zell- und Tiermodellen. Mehr als 20 High
Impact Publikationen (www.syscilia.org/results.
shtml) seit Start des Projekts zeugen von der Pro-
duktivitdt und Machbarkeit dieses Ansatzes (z.B.
(6, 7, 8.

LEBERSCHE KONGENITALE AMAUROSE
ALS CILIOPATHIE UND IHRE MOLE-
KULAREN URSACHEN

Lebersche Kongenitale Amaurose, LCA, ist eine
der schwersten, aber gliicklicherweise seltenen
erblichen Netzhauterkrankungen. Mutationen in
mindestens 15 verschiedenen Genen sind fiir das
Erblinden im Kindesalter verantwortlich. Die be-
troffenen Gene kodieren Proteine, die vielfdltige
und sehr spezielle Funktionen in der Netzhaut
tibernehmen. Da die klinische Auspragung dieser
Gendefekte jedoch sehr dhnlich ist, geht man da-
von aus, dass verschiedene, sich iiberschneiden-
de, krankhafte Veranderungen in der Sehzelle zu
einer Funktionsstérung der gesamten Zelle fiih-
ren.

Wir konnten in einem ersten Schritt das bei LCA
von Mutationen betroffene Gen identifizieren. Das
in Zusammenarbeit und unter Federfiihrung von
Ronald Ropeman, Nijmegen, gefundene Gen tragt
die Bezeichnung LCAs und kodiert fiir das neu
entdeckte Protein Lebercilin[9]. Das Protein Leber-
cilin ldsst sich hauptsachlich im Bereich des Cili-
ums nachweisen. Wir konnten in einem zweiten
Schritt die Interaktion von Lebercilin mit den
Transportprozessen im IFT und seine Rolle bei der
Entstehung der LCA aufkldren [10]. Dies war mog-
lich durch eine Kombination quantitativer Bin-
dungsstudien des Proteoms und der Analyse
transgener, homozygoter LCA-5 knock-out Maus-
linien. Uber quantitative proteomische Analysen
konnten die Bindungspartner von normalem
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Lebercilin identifiziert und die Stérungen im Bin-
dungsmuster bei mutiertem Lebercilin ausge-
macht werden. Normales Lebercilin bindet an zwei
verschiedene Teilkomplexe des IFT (Protein-Kom-
plexe in Grau und Rot in Abbildung 1). Die Bin-
dungsfahigkeit des defekten Lebercilins an diese
beiden Komplexe geht durch die Mutation verlo-
ren (Protein-Komplexe in Rot in Abbildung 1). Als
Konsequenz der herabgesetzten Bindungsfahig-
keit des defekten Lebercilins an die IFT-Maschine-
rie wird das cilidre Transportsystem nicht beladen
und der Transport von Sehpigment und anderer
essentieller Proteine, die fiir Ausbildung und
Funktionsfahigkeit des duferen Segments not-
wendig sind, unterbleibt. SchlieBlich degeneriert
das dufRere Segment des Photorezeptors und die
Sehfahigkeit geht damit verloren. Mit der differen-
tiellen Analyse von Lebercilin aus LCAs-Patienten
konnte gezeigt werden, dass es sich bei den
Mutationen dieser rezessiv mendelisch vererbten
Erkrankung um einen Pathomechanismus han-
delt, der mit einem Funktionsverlust des Proteins
Lebercilins einhergeht. Damit konnten wir vor-
schlagen, dass rekonstitutive Gentherapie mit
hoher Wahrscheinlicheit zum Erfolg fiihren wird.
Ein internationales Team aus Wissenschaftlern
und Klinikern, die an den 2011 zu LCAs publizier-
ten Arbeiten mitbeteiligt war, hat bereits begon-
nen, klinisch einsetzbare Gentherapie fiir LCA2 zu
entwickeln [11].

Abbildung 1

B Massenspektroskopische
Analyse der Bindungspart-
ner fiir normales und
defektes Protein Lebercilin
(Blau, Mitte) Normales
Lebercilin bindet an die
Protein-Komplexe des
intraflagelldren Transports
IFT sowie an Komplexe des
signallings und Ribosomes
(Grau+Rot). Die zwei
Mutationen im LCA5 Gen fiir
Lebercilin, die Lebersche
Kongenitale Amaurose
verursachen, verdndern
Lebercilin so, dass es nicht
mehr an die Protein-Kom-
plexe des IFTs bindet (Rot).
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Abbildung 2

I Wertschopfungskette in
einem systembiologischen
Forschungsverbund: Das
FP7 Projekt SYSCILIA
bearbeitet die folgenden
Schritte: — Untersuchung
der Gene, Netzwerke,
Pathomechanismen und
Risiko-Faktoren, — Modellie-
rung, — Hypothesen-Bil-
dung, — Validierung
(iterative). Nachfolgende
prdklinische und klinische
Studien werden in eigenen
Modulen oder Projekten
bearbeitet.

DIE AKTEURE VON PROJEKTEN
DER SYSTEMBIOLOGIE VERTEILEN
SICH AUF MEHRERE DISZIPLINEN
UND LABORE

Bevor wir uns im Folgenden moglichen Therapie-
optionen fiir Ciliopathien zuwenden, mochten wir
noch einen Aspekt hervorheben, der den von uns
gewdhlten systembiologischen Ansatz grundsatz-
lich von der klassisch reduktionistischen Erfor-
schung von Pathomechanismen unterscheidet.
Die Aufklarung von Krankheitsmechanismen, die
in der Augenheilkunde mithilfe der Systembio-
logie erzielt wird, beruht auf einer Zusammenar-
beit unterschiedlicher Disziplinen und Standorte
und erfordert ein hohes Maf} an Kooperation und
Koordination. Datenerhebung und deren in silico
Verarbeitung fiir die Modellbildung aber auch die
Modellvalidierung werden mangels Verfiigbarkeit
passgenauer Losungen zwischen Laboren in in-
tensivem Diskurs auf die zu l6sende Aufgabe zu-
geschnitten. Auch Wertschopfungsketten, die die
erarbeiteten Ergebnisse einem medizinisch klini-
schen Nutzen zufiihren sollen und in Abbildung 2
verdeutlicht werden, miissen entwickelt werden.

SYSTEMBIOLOGIE ALS BASIS EINER
RATIONALEN THERAPIEENTWICKLUNG
FUR CILIOPATHIEN

Die Erforschung der durch Mutationen verursach-
ten zelluldren Defekte ist eine Voraussetzung da-
fir, rationale Therapieansatze fiir zurzeit unheil-

bare Ciliopathien zu entwickeln. Eine bereits durch
mehrere proof-of-principles belegte Moglichkeit
zur Therapie von Ciliopathien ist Gentherapie. Bei
Gentherapien werden korrigierte DNA-Abschnitte
iber Viren in Zellen geschleust. So gelang es kiirz-
lich bei Mdusen, die durch einen Gendefekt, der
die Funktionalitat des IFT einschrankt, den Ge-
ruchssinn verloren haben, durch Einschleusen von
DNA fiir das Gen IFT88 die IFT Funktion und da-
mit den Geruchssinn wiederherzustellen [12].

In Tibingen schaffen wir zurzeit in einem mehrere
Zentren umfassenden Verbund, RD-Cure, die
Voraussetzungen dafiir, Gentherapie fiir Netz-
hauterkrankungen als klinische Therapieoption
einzufiihren.
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