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L. VORWORT

Diese Dissertation entstand im Rahmen meines Promotionsvorhabens an der Klinik und
Poliklinik fir Augenheilkunde der Universitatsmedizin Rostock und basiert in wesentlichen

Teilen auf der folgenden wissenschaftlichen Publikation:

Fechner J, Neumann GB, Murza F, Matthias L, Walckling M, Brockmann C, Fuchsluger
TA, Brockmann T. Genome-wide association study of Fuchs' endothelial corneal
dystrophy in the German population. Hum Genet. 2025 May 12. doi: 10.1007/s00439-
025-02749-7. Epub ahead of print. PMID: 40353861.

Teile der Einleitung, der Methodenteil, die Ergebnisse sowie Teile der Diskussion dieser Arbeit
beruhen inhaltlich auf der genannten Veroffentlichung, an der ich als Erstautorin mafRgeblich
beteiligt war. Die Inhalte wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation erweitert,

kontextualisiert und an die formalen Anforderungen einer Monografie angepasst.

Aus Grinden der Lesbarkeit wird in dieser Arbeit in Bezug auf Patientinnen und Patienten das
generische Maskulinum verwendet. Die gewahlte Form gilt stellvertretend fur alle
Geschlechter.




Il ZUSAMMENFASSUNG

Die Fuchs’sche Endotheldystrophie gehért zu den haufigsten kornealen Erkrankungen
weltweit und ist durch eine vorzeitige Alterung der Endothelzellen mit konsekutiver Einbufie
der Pumpfunktion des kornealen Endothels sowie durch UbermaRige Ablagerung
extrazellularer Matrix in Form von Guttae gekennzeichnet. Folgen sind zusammengefasst
vermehrte Lichtstreuung, Sehverschlechterung und korneales Odem (1).

Die komplexe multifaktorielle Atiologie der Erkrankung ist trotz einer Vielzahl verschieden
gearteter Studien zu diesem Thema in den letzten Jahrzehnten nach wie vor unzureichend
geklart. Neben krankheitsféordernden Umweltfaktoren, wie beispielsweise UV-Licht und
oxidativem Stress, wurde eine Reihe von genetischen Polymorphismen und Mutationen in
Assoziation mit FECD identifiziert. Von diesen nehmen diejenigen im TCF4-Gen eine
besondere Stellung neben zahlreichen seltenen, teilweise nicht verifizierten Loci ein (2-5).
Aufgrund der Kklinischen Relevanz und weil die FECD die flhrende Indikation fir
Hornhauttransplantationen in der westlichen Welt darstellt (6), ist weitere Forschung zu den
zugrunde liegenden Ursachen, u.a. um neue therapeutische Konzepte zu entwickeln,
unerlasslich.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den genetischen Aspekt der FECD naher zu untersuchen. Zuvor
identifizierte Kandidatengene sollten verifiziert und neue mit der Erkrankung assoziierte
genetische Varianten in einer homogenen mitteleuropaischen Kohorte identifiziert werden.
Dafur wurde — nach unserem Wissen erstmals in Deutschland — zu diesem Thema eine
genomweite Assoziationsstudie durchgefiihrt. Es lieRen sich 157 klinisch diagnostizierte Falle
mit Fuchs-Endotheldystrophie und 309 Kontrollen aus dem Patientengut der Klinik und
Poliklinik fur Augenheilkunde der Universitatsmedizin Rostock einschlieRen, deren
Vollblutproben in einem externen Labor mittels SNP-Chip-Technologie unter Anwendung des
Axiom™ Precision Medicine Diversity (PMD) Arrays analysiert wurden. Darauthin wurden die
Daten einer umfassenden bioinformatischen und statistischen Auswertung unterzogen, zu der
auch eine Pathway Enrichment Analyse gehorte. Es konnte erfolgreich die genomweite
Signifikanz des TCF4-Lokus bestatigt werden, wobei 84% der FECD-Falle mindestens ein
Risikoallel des Leit-SNPs rs613872 aufwiesen. Weiterhin konnte eine Reihe neuer
signifikanter Varianten in unterschiedlichen Genen identifiziert werden. Einige zuvor
identifizierte Loci wurden vom Array zwar erfasst, erreichten in dieser Studie jedoch keine
genomweite Signifikanz. Andere bekannte Loci waren im PMD-Array nicht abgebildet. Unter
den hier detektierten signifikanten Varianten befanden sich zahlreiche SNPs in langen nicht
kodierenden RNAs (IncRNAs) sowie in interessanten Protein-kodierenden Genen, wie
beispielsweise dem SEMAG6A-Gen. Letzteres ist an apoptotischen Signalwegen und der

Umgestaltung des Zytoskeletts beteiligt und macht es somit zu einem interessanten




Kandidatengen fir weitere Untersuchungen. Die funktionelle Relevanz von IncRNAs, welche
in den letzten Jahrzehnten im Kontext von physiologischer Gewebe-Entwicklung und diversen
Erkrankungen zunehmend Beachtung erlangten, sollte zukinftig auch im Zusammenhang mit
der Pathogenese der FECD in weiteren Studien naher beleuchtet werden, da sie mutmallich
die Expression entscheidender krankheitsférdernder Gene beeinflussen. Unsere Ergebnisse
liefern faszinierende neue Ansatzpunkte fir beispielsweise Studien zu Expressionsleveln der
signifikanten Protein-kodierenden Gene in kornealen Endothelzellen. Die Ergebnisse tragen
weiterhin potenziell zur zukinftigen Entwicklung neuer Therapeutika im Rahmen von

Gentherapien sowie zur Erstellung von individuellen Risikoprofilen der Patienten bei.




M. EINLEITUNG

3.1 KORNEA UND KORNEALES ENDOTHEL

Die menschliche Kornea (Hornhaut) als Teil der Tunica fibrosa bulbi (auRere Augenhaut),
welche weiterhin aus Sklera (Lederhaut) und Konjunktiva (Bindehaut) besteht und den
Augapfel nach aulRen hin begrenzt, bildet das transparente Fenster des Auges. Sie hat im
Grundriss eine leicht ovale Form und ist wie ein Uhrglas mit héherer Woélbung in die Sklera
eingelassen.

Der vertikale Durchmesser betragt ca. 11,5 mm, der horizontale ca. 12 mm, die Dicke misst
durchschnittlich ca. 540 um, wobei sie nach peripher, hin zum Limbus, zunimmt.

Neben ihrer Funktion als am starksten brechendes Medium im optischen Apparat Auge, hat

sie eine Schutzfunktion zur Keimabwehr.

Aufgrund fehlender Vaskularisierung erfolgt die Erndhrung der Hornhaut Uber Diffusion
einerseits aus den konjunktivalen BlutgefaRen am Limbus, andererseits von anterior aus dem
benetzenden Tranenfilm und von posterior aus dem umspulenden Kammerwasser (7,8).

Die Hornhaut ist eines der am dichtesten innervierten Gewebe des menschlichen Korpers. Ihre
sensiblen Nervenendigungen entstammen dem ersten Ast des N. trigeminus (N. ophthalmicus)
und verlaufen im N. nasociliaris durch die mediale Orbita sowie nachfolgend in den Nn. ciliares
longi weiter zur Hornhaut. Dort teilen sie sich, vom Limbus ausstrahlend, als subbasaler
Nervenplexus zwischen Basallamina und Bowman-Membran, parallel zur Hornhaut-

Oberflache in ein dichtes Nervengeflecht auf (9).

Die Hornhaut besteht histologisch betrachtet aus finf Schichten. Aufden liegt das Epithel als
mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel einer Basalmembran auf. Es ist aus ca. funf bis
sechs Schichten aufgebaut, die innen eher saulenférmig und nach auf3en hin flach sind und
deren Zellen uber ,Desmosomen (zur Basallamina Hemidesmosomen), Adharenz-Kontakte
und Gap junctions verbunden" sind (8). Die Oberflachenzellen vergréfiern durch Mikrovilli und
-plicae ihre Oberflache und erméglichen so ein Anhaften der Muzine des Tranenfilms. Tight
Junctions fordern hier eine Diffusionsbarriere und dienen damit der Schutzfunktion des
Epithels gegen das Eindringen von Krankheitserregern in die Hornhaut und das Auge. Das
Epithel wird, ausgehend von den Basalzellen, innerhalb von sieben Tagen regeneriert, woflr
die auf die Kornea migrierenden limbalen Stammzellen unerlasslich sind. Die abgestorbenen

Oberflachenzellen werden in den Tranenfilm abgegeben.




Die unter dem Epithel liegende Bowman-Membran (Lamina fibroreticularis der epithelialen
Basalmembran) ist eine aus Kollagenfibrillen bestehende zellfreie Schicht, die haufig dem

Stroma zugeordnet wird.

Das Stroma selbst stellt 90 % der Hornhaut-Dicke und ist nicht regenerationsfahig. Seine
Keratozyten (Fibroblasten) bilden und regulieren eine streng geordnete Extrazellularmatrix, die
aus abwechselnd ausgerichteten Lamellen dichter, parallel liegender Kollagenfibrillen,

Proteoglykanen und dem von ihnen gebundenen Wasser besteht.

Wahrend im Stroma der Kollagentyp | Uberwiegt, besteht die daran angrenzende und vom
Endothel gebildete Descemet-Membran vorwiegend aus Kollagen VIII. Sie fungiert als
Basalmembran des Endothels, ist zellfrei und relativ derb. (7,8). Mit einer Dicke von ca. 3 ym
zum Zeitpunkt der Geburt und ca.12 ym um das 60. Lebensjahr erfahrt die Descemet-
Membran ein ausgepragtes Dickenwachstum (10), wobei man spater zwei Zonen
unterscheiden kann: Die vordere gestreifte Zone (,anterior striated layer®) wird pranatal
gebildet und enthadlt eine zunehmende Anzahl von Schichten (eine in der zwodlften
Gestationswoche, 30-40 um den Geburtszeitpunkt) aus Kollagenfilamenten IV und VIII (11,12);
und die hintere homogene Zone (,posterior nonstriated layer), die postnatal gebildet wird und
eher arm an Kollagen VIl ist, was eventuell auf die um den Geburtszeitpunkt herum
nachlassende Proliferation der Endothelzellen zurtuckgeht (12). Weitere Komponenten
umfassen Fibronektine, Laminin und Proteoglykane wie z.B. Heparansulfat und Keratansulfat
(13,14).

Mit zunehmendem Alter bzw. bei bestimmten Erkrankungen wie z.B. der Fuchs’schen
Endotheldystrophie kann es zur DM-Verdickung sowie im Bereich sogenannter Guttae zur
Bildung von unregelmafligen Lakunen mit Einschlissen von ,gestreifter® Extrazellularmatrix
kommen, die eventuell auf den Verlust des postnatalen Differenzierungsstadiums der
Endothelzellen zuriickgeht (11,15).

Das Endothel haftet an der Descemet-Membran und bildet in Form einer einzigen Zelllage die
Ruckflache der Hornhaut. Korneale Endothelzellen (CECs) entstammen der Neuralleiste und
sind in der G1-Phase des Zellzyklus® verblieben (13). Die polygonalen (6-eckigen),
gleichmaRig angeordneten Zellen sind durch inkomplette Zonulae occludentes (undichte Tight
Junctions) miteinander verknipft und fungieren somit als schwache Diffusionsbarriere
zwischen Stroma und Kammerwasser, welches die Nahrstoffversorgung des Stromas
gewahrleistet (16). Eine weitere wesentliche Aufgabe der CECs ist das aktive Pumpen von
lonen aus dem Stroma bzw. der Extrazellularmatrix in das Kammerwasser. Damit wird ein

osmotischer Gradient erzeugt, dem Wasser folgt, und somit ein bestimmter Grad der




Entquellung aufrecht erhalten. Dieser ist flr die Transparenz der Hornhaut von entscheidender
Bedeutung und bei Unterschreiten einer kritischen Zellzahl (ca. 500 Zellen/mm?) nicht mehr
zu gewabhrleisten, sodass es zum Hornhautédem mit Eintribung des optischen Mediums
kommt (7,8).

Wahrend um den Geburtszeitpunkt herum eine Dichte von ca. 6.000 Endothelzellen/mm?
vorhanden ist, nimmt diese innerhalb der ersten Lebensjahre rapide (ca. 3.000 Zellen/mm? im
jungen Erwachsenenalter) und nach dem 20. Lebensjahr langsamer, aber kontinuierlich ab
(schatzungsweise um 0,51 % pro Jahr). Dabei spielt bereits pranatal bis zum 2. Lebensjahr
vor allem das GroRenwachstum der Kornea mit relativer Abnahme der Endothelzell-Zahl,
sowie eine geringe Mitoserate, danach auch die absolute Abnahme durch Zelluntergang eine
Rolle. (11,17-20)

Die verbleibenden Endothelzellen sind durch kompensatorische Hypertrophie weiterhin in der
Lage, die oben genannten Aufgaben (Barriere, Pumpe) zu erfillen. Es entsteht im Lauf des
Lebens aus einem sehr homogenen Erscheinungsbild des Endothels ein eher pleomorphes,
unregelmaliges.

Die Endothelzelle selbst ist 5 ym hoch, ca. 20 um breit, hat einen grofen Nucleus, zahlreiche
Zellorganellen und unregelmallig viele Mikrovilli an der posterioren Oberflache. Zur
Vorderkammer hin bestehen zwischen den Zellen Gap Junctions, die die interzellulare Liicke
von 30 ym auf 3 um reduzieren. Apikal hingegen befinden sich fokale Tight Junctions, die
jedoch mangels Kontinuitat keine dichte Diffusionsbarriere darstellen (18).

Um das Gleichgewicht zwischen osmotischem Druck (verursacht durch die
Glykosaminoglykane der stromalen Extrazellularmatrix) und Dehydrierung und damit die
Transparenz der Hornhaut aufrecht zu erhalten, bedarf es eines energetisch aufwendigen
lonen-Pumpenmechanismus’ (,Pump-Leak-Mechanismus® nach Maurice) (21).

Die Energie wird in einem aeroben Stoffwechsel mit ATP-Produktion in den zahlreichen
Mitochondrien der Endothelzellen bereitgestellt, der benétigte Sauerstoff hierfir durch
Diffusion aus dem Kammerwasser entnommen (18).

Voraussetzung fir den Pumpenmechanismus ist das Vorhandensein von Bicarbonat (HCO3")
und Chlorid (CI"), eine primar aktive Na*/K*-ATPase sowie sekundare membranstandige
lonen-Transporter (u.a. solute carrier family 4 member 11 (SCL4A77), Natriumbicarbonat-
Transporter-1, Na*/2HCOs-(pNBCe1), Na*/K*/2CI-Cotransporter (NKCC7), CI/HCOs™-
Austauscher (AE2), Natrium-Protonen-Austauscher-1, Na*/H*(NHE1) und die Isoformen der

Monocarboxylat-Transporter (MCT) 1,2 und 4) (1,21).




3.2 FUCHS ENDOTHELDYSTROPHIE
3.21 ALLGEMEINES

Als der 6sterreichische Augenarzt Ernst Fuchs (1851-1930) im Jahr 1910 eine Fallserie mit 13
Patienten beschrieb, nannte er deren Erkrankung ,dystrophia epithelialis* — aufgrund der
vesikular aufgerauten Erscheinung des Hornhautepithels (22). In den Jahrzehnten darauf war
es mit der Erfindung und Einfihrung der Spaltlampenmikroskopie in der Augenheilkunde
mdglich, das korneale Endothel genauer zu untersuchen, wobei mit der ,dystrophia
epithelialis“ bzw. dem Hornhautdédem einhergehende Veranderungen zunachst 1920 durch
Kraupa als kristall-ahnliche Erscheinungen und 1921 durch Alfred Vogt als Guttae —
.ropfenahnliche endotheliale Prominenzen* erwahnt wurden (1,23). Erst 1924/25 stellten
Graves und Friedenwalds fest, dass es sich bei den o.g. endothelialen Veranderungen und
der ,dystrophia epithelialis Fuchs® um dieselbe Entitdt handelt sowie dass die Erkrankung
bilateral und chronisch verlauft, mit zentralen endothelialen Guttae beginnt und die epithelialen
Vakuolen erst mit Fortschreiten der Erkrankung auftreten (24,25). Es erfolgte die

Umbenennung der Erkrankung in Fuchs-Endotheldystrophie.

Die Pravalenz der Fuchs’schen Endotheldystrophie (FECD) stellt sich zahlreichen Studien
zufolge geografisch sehr inhomogen dar, je nach Ethnie wurden Pravalenzen zwischen 3,7-
11 % ermittelt. Fir die USA liegt die Pravalenz beispielsweise bei 4 % (Ausnahme: Tangier
Island 11 % (26)), fir Japan bei 3,3-4,1 % und fur Island bei 9,2 % (1). Eine kirzlich
erschienene Meta-Analyse zeigte eine zusammengefasste Pravalenz von 7,33 % bzw.
geschatzt 300 Millionen aktuelle FECD-Falle bei Personen Gber dem 30. Lebensjahr (27). Zu
Haufigkeiten in Deutschland existiert bisher keine aussagekraftige Studie, jedoch ist die FECD
inzwischen die haufigste Indikation zur lamellaren Hornhaut-Transplantation (46 % im Jahr
2016) (6).

Es wird beobachtet, dass Frauen in einem Verhaltnis von 1,5-4 : 1 deutlich haufiger betroffen
sind als Manner und dass sich die Erkrankung in der weitaus haufigeren Late-onset-Form
typischerweise nach dem 50. Lebensjahr manifestiert. Die Early-onset-Form macht nur einen
Bruchteil der Falle aus, beginnt bereits im Jugendalter und wird meistens zwischen dem 30.
und 40. Lebensjahr diagnostiziert (28).

Die beiden Formen unterscheiden sich nicht nur im Alter des Auftretens, sondern auch —
bisherigen Erkenntnissen zufolge — in der Atiologie. Hierauf wird in Kapitel 3.2.3 detaillierter

eingegangen.




3.2.2 BEFUNDE, KLINIK UND THERAPIE

Im Anfangsstadium verlduft die Fuchs Endotheldystrophie oft asymptomatisch. Bei
Progression der Erkrankung beginnen die ein- oder beidseitig moglichen Symptome haufig mit
verschwommenem Sehen besonders in den Morgenstunden, welches sich im Tagesverlauf
bessern kann. Hinzu kommen Halos um Lichtquellen, verstarktes Blendempfinden, spater eine
durchgehende Visusabnahme bis hin zu Schmerzen. Zu erklaren sind die Symptome zunachst
durch vermehrte Lichtstreuung im Rahmen der endothelialen Guttae und nachfolgend der
durch das Stromaddem hervorgerufenen Stérung der Kollagenordnung. Nimmt das Odem
weiter zu, so kommt es zur Epiphora (Tranentraufeln) und Tribung der Hornhaut, welche
dauerhaft (nicht nur morgens) die Sehkraft beeintrachtigt. Entsteht ein Epithelédem, so treten
zumeist stechende Augenschmerzen auf, einreiende Bullae kdnnen zur Ulzeration und
Narbenbildung flhren (1,29).

In der Spaltlampen-Biomikroskopie zeigen sich folgende Befunde:

Zunachst erscheinen zentrale Guttae, d.h. tropfenartige, einer Betauung ahnliche
Prominenzen bzw. Warzen der Descemet-Membran, die sich im Verlauf nach peripher
ausbreiten und spater den Eindruck gehammerten Metalls erwecken. Pigmentierung, ebenso
wie Konfluenz der Guttae konnen vorkommen. Dies lasst sich besonders gut in
Retroillumination bei erweiterter Pupille darstellen.

Das im Verlauf hinzukommende Hornhautdédem prasentiert sich biomikroskopisch mit
Flauigkeit und zunehmender Tribung und kann im Rahmen einer Pachymetrie (sonografisch
oder durch Non-contact-Methoden, z.B. mit der auf dem Prinzip der Scheimpflug-Kamera
basierenden Pentacam) quantifiziert, sowie im Verlauf beurteilt werden.

Die der Erkrankung zugrundeliegende Endotheldysfunktion lasst sich anhand der in vivo
Endothelmikroskopie verdeutlichen. Diese vermag die Morphologie der Endothelzellen
abzubilden und daraus Analyseparameter uUber z.B. die Zelldichte zu entnehmen.
Morphologisch verandern sich die urspringlich Gberwiegend hexagonal und in ihrer Flache
regelmafigen Endothelzellen im Krankheitsverlauf hin zu ausgesprochener Unregelmafigkeit
in Form und GrofRe (Pleomorphismus und Polymegathismus genannt). Zusatzlich zur im
normalen Alterungsprozess und durch unspezifische Umwelteinflisse ohnehin abnehmenden
absoluten Endothelzellzahl kommt es aufgrund des fehlenden Regenerationspotenzials des
Endothels im Krankheitsverlauf der FECD zur dramatischen Abnahme der Endothelzellzahl

mit konsekutiv deutlich verringerter Zelldichte (30).

Die Diagnose wird klinisch anhand des vorliegenden Spaltlampenbefundes gestellt und

,basiert auf beidseitigen, zentralen Guttae und fehlenden Zeichen einer Entzindung“ (31).




Eine Schweregradeinteilung kann einerseits anhand der modifizierten Einteilung nach
Krachmer mit Hinblick auf Anzahl, Flache und Konfluenz der Guttae, sowie Vorliegen eines
Hornhautédems in Grad 1 bis 6 erfolgen; andererseits sollten ,morphologische/anatomische
Veranderungen der Hornhaut, Veranderungen der optischen Eigenschaften der Hornhaut und
subjektive Beeintrachtigungen® (31) mit einbezogen werden. Letztgenannte Faktoren sind

wesentliche Voraussetzung zur Therapieentscheidung.

Die Therapie der Fuchs Endotheldystrophie bestand lange Zeit — neben konservativen
Ansatzen aus z.B. hyperosmolaren Augentropfen und , Trockenféhnung“ zur Beschleunigung
der Dehydrierung — operativ aus der perforierenden Keratoplastik mit Verpflanzung eines von
einem menschlichen Verstorbenen gespendeten Hornhaut-Scheibchens, welches alle
Schichten der Hornhaut enthalt. Dieser Eingriff wurde haufig erst im spaten Krankheitsstadium
bei niedrigem Visus und schmerzhaften epithelialen Bullae vorgenommen, ist invasiv,
zeitaufwendig und mit langen Rekonvaleszenzphasen, sowie haufig begrenzten
Visusergebnissen verknipft. Mit Erstbeschreibung der Descemet Membrane Endothelial
Keratoplasty (DMEK) durch Gerrit Melles 2006 begann eine Revolution der FECD-Therapie.
Diese posteriore lamellare Keratoplastik erreichte aufgrund ihrer guten und vergleichsweise
kurzen Visusrehabilitation sowie der Minimal-Invasivitat in den vergangenen Jahren die
Rangspitze der durchgefuhrten Keratoplastik-Techniken. Weiterhin kam es durch diese OP-
Technik zu einer deutlichen Zunahme der absoluten Zahlen operierter Keratoplastiken (nach
Einfihrung der DMEK in Deutschland 2009 nahezu eine Verdopplung der Anzahl an
Hornhauttransplantationen), was auch auf den vorgezogenen Interventionszeitpunkt
besonders bei Fuchs-Endotheldystrophie zurlckgeht. Diese stellt bei Betrachtung der
Keratoplastik-Zahlen den GroRteil der Indikationen (46 % in Deutschland im Jahr 2016, 39 %
weltweit im Jahr 2013) dar (6,32-36).

Weitere etablierte therapeutische Optionen bestehen operativ in der DS(A)EK (Descemet
Stripping Automated Endothelial Keratoplasty) und der nicht-kurativen Bindehautlappen-
Aufnahung bzw. Amnionmembran-Transplantation. Medikamentds kann neben den o.g.
hyperosmolaren Lokaltherapeutika (meist fiinfprozentige NaCl-Lésung) bei Epitheldefekten

mit Antibiotikasalbe, Lubrikanzien und Zykloplegika behandelt werden (7).

3.2.3 ATIOLOGIE UND PATHOGENESE — STAND DER DINGE

Die Pathogenese der Fuchs Endotheldystrophie ist Forschungsthema zahlreicher Studien und
bisherigen Erkenntnissen zufolge ein komplexer multifaktorieller Prozess mit genetischen

Pradispositionen, sowie beférdernden biologischen und Umwelteinfliissen.




Etablierte Risikofaktoren sind Alter und weibliches Geschlecht sowie eine positive
Familienanamnese. Der Einfluss von UV-Licht und Rauchen, sowie hormonellen Faktoren

(z.B. Ostrogen-Metabolismus) wurde in mehreren Studien untersucht.

Oxidativer Stress mit einer daraufhin gestérten Reaktion der Endothelzellen ist wesentlicher
Bestandteil der Pathogenese. Hierbei kommt es zur Akkumulation geschadigter DNA und
Zelluntergang. Durch ihre hohe metabolische Aktivitat und dementsprechend hohen
Sauerstoffverbrauch im Rahmen ihrer Pumpfunktion sind die Endothelzellen besonders
anfallig fur oxidativen Stress, der aufgrund einer Imbalance zwischen reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und Antioxidantien entstehen kann (37). Sofern die Balance durch
angepasste Transkription entsprechender Gene (fir Enzyme, z.B. Peroxidasen und
Antioxidantien) nicht wiederhergestellt werden kann, ist die Schadigung nuklearer und
mitochondrialer DNA unvermeidlich. Jurkunas et al. konnten diesbezuglich beispielsweise eine
Herabregulierung der Peroxidasen Prx-2, -3 und -5 in FECD-Proben nachweisen (38). Des
Weiteren konnte eine Defizienz in der Nrf2-DJ-1-regulierten Transkription von Antioxidantien-
Response-Elementen bei FECD aufgedeckt werden. Zu weiteren Details hierzu sei auf die
Veroffentlichungen von Bitar et al. und Liu et al. verwiesen (39,40). Besonders die
mitochondrialen DNA-Schaden durch oxidativen Stress scheinen an der vorzeitigen
Degeneration der CECs bei FECD beteiligt und fiir diese spezifisch zu sein (37). Es konnten
bei FECD-Patienten in verschiedenen Komplexen der mitochondrialen Elektronentransport-
Kette reduzierte Aktivitatslevel aufgezeigt werden (41-43). Dabei entwickelt sich ein
Teufelskreis: Je dysfunktionaler die mitochondriale Atmungskette, desto mehr ROS entstehen
und mit ihnen fallt wiederum mehr oxidativer Stress an. An dieser Stelle sei der Risikofaktor
,Rauchen® mit Steigerung freier Radikale und Absenkung von Antioxidantien auch in Geweben
des Auges erwahnt (44). Ebenso hat sich die lebenslange UV-Licht-Exposition der Kornea mit
ROS-férderndem UV-A und DNA-schadigendem UV-B als krankheitsfordernd herausgestellt
(45).

Weiterhin spielt die Aktivierung einer sogenannten Endothel-zu-Mesenchym-Transition (EMT)
als pathologische Stressreaktion eine Rolle. Sie ist gekennzeichnet durch den Verlust von
interzelluldaren Kontakten und Zellpolaritdit sowie zunehmend Fibroblasten-artigen
Eigenschaften der CECs mit exzessiver Produktion von kollagenreicher Extrazellularmatrix
(EZM) (46,47). Letztere wird durch TGFpB-Signalwege induziert und fiihrt zur Uberladung des
Endoplasmatischen Retikulums mit EZM-Proteinen. Diese I6sen daraufhin als ungefaltete
Proteine die sogenannte Unfolded Protein Response (UPR) aus, welche Caspasen-vermittelt
in Apoptose endet (48,49). Ob jedoch die gesteigerte EZM-Deposition in Form von Guttae die
Endothelzellen degenerieren lasst oder ob sie Folge einer Zellschadigung ist, bleibt bisher

nicht vollstandig geklart (1). Etabliert ist jedoch, dass die Kollagenablagerungen (Guttae) im
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Verlauf der Erkrankung an Zahl zunehmen, schlief3lich konfluieren und zu einer substanziellen
Verdickung der Descemet-Membran fiihren. Dies wiederum fuhrt zu weiterem zellularem
Stress auf die Endothelzellen, zu deren Apoptose und damit einhergehender Stérung der
Barrierefunktion des Endothels sowie Veranderungen in der kornealen Biomechanik und

zentralen Korneadicke (50,51). Ong Tone et al. beschreiben dies als Teufelskreis (1).

Den genannten dysfunktionalen Reaktionen der Endothelzellen liegen jedoch bisher noch
unzureichend geklarte genetische Pradispositionen zugrunde. Schon in den 1950er Jahren
wurde von der Erblichkeit der Erkrankung berichtet, in den 70ern nach verschiedenen
Untersuchungen von betroffenen Familien der ,autosomal dominante Erbgang mit einem
hohen Grad an Penetranz und variabler Expressivitat mit generell verstarkter Auspragung bei
Frauen® postuliert (52,53). Sporadische Falle existieren jedoch ebenso.

Die Komplexitat der genetischen Determinanten hat sich ab den frihen 2000er Jahren
zunehmend verdeutlicht. Erste Linkage-Analysen konnten eine Verbindung zwischen der raren
Early-onset-Form der FECD und seltenen Punktmutationen im COL8A2-Gen auf Chromosom
1 darlegen, weitere fihrten zur Entdeckung von Varianten in LOXHD1, AGBL1 und
ZEB1(TCFS8) bei der Late-onset-Erkrankung (54-58).

Die Durchfuhrung von GWAS ergab ab dem Jahr 2010 Entdeckungen in TCF4, KANK4,
LAMC1 und ATP1B1, sowie kurzlich in SSBP3, THSD7A, LAMB1, CD151/PIDD1, RORA,
HS3ST3B1, LAMAS und COL18A1 (3-5).

Viele dieser Uberwiegend sehr wenig verbreiteten Genloci wurden hernach Gegenstand von
Kandidatengen- und Finemapping-Studien. Die Sanger-Sequenzierung konnte einzelne
Varianten in Replikationsstudien genotypisieren bzw. neue Varianten identifizieren, wird
jedoch zunehmend von der Hochdurchsatz-Technologie und Kosteneffektivitat des Next-
Generation-Sequencing ersetzt.

Wahrend sich Assoziationen zu einigen Loci in anderen Kohorten nicht replizieren lieBen bzw.
die Varianten lediglich einen sehr geringen Anteil der der Erkrankung zugrundeliegenden
Mutationslast ausmachten, kristallisierte sich TCF4 in den vergangenen Jahren zunehmend
als ein Schlisselgen heraus.

Aus diesem Grund sei TCF4 hier ein eigener Absatz gewidmet, wahrend die anderen bis dato
mit FECD assoziierten Loci und Varianten in gekurzter tabellarischer Form mit Verweisen zu

entsprechenden Publikationen in Tabelle 1 aufgefuhrt werden.

TCF4
Das TCF4-Gen kodiert den Transkriptionsfaktor 4, welcher meist als E2-2 (,Ephrussi 2-2),
aber auch als ITF2 (,Immunglobulin Transkriptionsfaktor 2“) oder SEF2 (,SL3-3 Enhancer

Faktor 2%) bekannt ist. Es ist lokalisiert auf dem kurzen Arm des Chromosom 18 (Region
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18g21.2). Das zugehorige Protein selbst gehdrt zur Familie der basic helix-loop-helix
Transkriptionsfaktoren, welche in Form von Hetero- oder Homodimeren als Regulatoren in
Zellwachstum und -differenzierung involviert sind (59). TCF4 beteiligt sich Gber
Genregulierung (Bindung an Enhancer-Box-Sequenzen von Promotern und Enhancern
bestimmter Gene) am TGF(-Signalweg (,transforming growth factor beta“) sowie am NF«kB-
Signalweg (,nuclear factor kappa B*) an mesenchymaler Transition und Apoptose, welche zum
Endothelzellverlust bei Fuchs’scher Endotheldystrophie beitrédgt. E2-2 kann die Expression
des Zell-Adhasionsproteins E-Cadherin unterdriicken, sodass es zum Verlust von Zellpolaritat
und Zell-Zell-Kontakten kommt (60,61).

In der ersten GWAS zu FECD durch Baratz et al. (3) an einer amerikanischen, europaisch-
stammigen Population stellten sich vier SNPs innerhalb des dritten Introns von TCF4 mit
genomweit signifikanter Assoziation zu FECD heraus. Der SNP mit hoéchster Signifikanz
(rs613872) erhdhte bei Homozygotie das Risiko fir FECD um das 30-fache und lief3 sich in
nachfolgenden Studien multipel bestatigen. Zwei weitere, bezogen auf die Studienpopulation
deutlich umfangreichere, GWAS' durch Afshari et al. und Gorman et al. (4,5) identifizierten
anhand von Meta-Analysen ebenfalls fihrende SNPs im nicht-codierenden Teil des TCF4-
Locus (rs784257 und rs11659764) mit ausgepragter Signifikanz und deutlich erhéhter Odds
Ratio. Bei Afshari et al. lielien sich 21,9 % der Alteration in der Studienpopulation auf rs784257
zuruckfihren. Alle genannten SNPs stehen in engem Kopplungsgleichgewicht (Linkage
Disequilibrium) zueinander.

Neben der herausragenden Assoziation der SNPs im dritten Intron spielen in der Entstehung
der Erkrankung nach derzeitigem Wissensstand au3erdem CTG-Trinukleotid-Expansionen
(Cytosin-Thymin-Guanin, CTG 18.1) eine entscheidende Rolle. 2012 berichteten Wieben et al.
(2) erstmals von einer signifikanten Assoziation zu FECD, indem bei 79% der Falle eine
Trinukleotid-Repeat-Expansionslange von >50 nachweisbar war (3% in der Kontrollgruppe).
Auch diese Assoziation lieR sich unabhangig reproduzieren (62), wobei bezlglich der
Pathogenitat vergleichbar mit anderen neurodegenerativen Trinukleotid-Expansions-
Erkrankungen wie bspw. Chorea Huntington von einer RNA-Toxizitat ausgegangen wird (63).
Es zeigten sich jedoch groRe ethnische Unterschiede im Auftreten der Trinukleotid-
Expansionen: Ein deutlich héherer Anteil von FECD-Patienten europaischer Herkunft wies die
CTG-Repeat Expansions auf als diejenigen Patienten asiatischer und afro-amerikanischer
Herkunft (64—66). Weiterhin ergaben sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Lange der Expansionen und Schweregrad der Erkrankung, jedoch bestand kein
Zusammenhang zum Zeitpunkt der Krankheitsmanifestation (67).

Foja et al. konstatieren ein reduziertes Expressionslevel von TCF4 in kornealen Endothelzellen

von FECD-Patienten mit mdglicherweise bestehender FunktionseinbulRe, wohingegen sich
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dies in anderen Studien nicht bestatigte bzw. sich sogar ein erhohtes Expressionslevel in von
FECD betroffenen Endothelzellen identifizieren liel® (68,69).

In Zusammenschau lasst sich TCF4 bisher eine Schlisselrolle bei der Entstehung der Fuchs
Endotheldystrophie zuschreiben, die konkrete Rolle der flr das Protein nicht codierenden
Variationen bleibt jedoch ungeklart. Einen Erklarungsansatz zur TNR-Expansion bietet die

Veroffentlichung von Fautsch et al. (70).

TABELLE 1 — MiT FECD ASSOZzIIERTE LOCI AUS BISHERIGEN PUBLIKATIONEN

Gen

(Chr-Nr)

Kodierendes Protein

Hauptfunktion

Mutation/SNP

und 10 weitere

Publikation

COL8A2 (Chr 1) | -Kollagen 8 Untereinheit a.2 Q455K (54,71)
-Hauptbestandteil der ABL d. DM R155Q (54,71-74)
LA50W (55,71)

(54,71,73-76)

-Repression von E-Cadherin Promoter

und 23 weitere

AGBL1 (Chr 15) | -ATP/GTP binding protein like 1 R1028X (78)
-zytosol.  Glutamat-Decarboxylase, in CEC | R748H (78)
exprimiert, Interaktion mit TCF4 moglich Arg1028* (56)
-Assoziation mit FECD fragwiirdig (77) C990S (56)
TCF4 (Chr 18) -Transkriptionsfaktor 4 CTG-Repeat im 3. Intron | (2,79)
-Funktion s.o. rs784257 (4)
rs613872 (3,72,74,75,79,80)
rs11659764 (3,5)
und 12 weitere (3,74,80-83)
ZEB1 (Chr 10) - zinc finger E-Box binding homebox 1 G840P (58,72)
-Transkriptionsrepressor von Interleukin 2, | S234S (72)
COL1A2 rs77516068 (72)
-induziert EMT D64D (71,72,84)
(

58,71,72,84,85)

(polycystin/lipoxygenase/alpha-toxin)-Doménen

LOXHD1 -lipoxygenase  homology domain-containing | c.159T>G (57)

(Chr 18) protein 1 €.242G>A (57)
-involviert in die Ausrichtung von Proteinen zur | c.469C>T (57)
Plasmamembran c.1570C>T (57)
-besteht aus PLAT | und 16 weitere (57,74,85)
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KANK4 (Chrl) -KN motif- and ankyrin repeat domain-containing | rs79742895 (4)
protein 4
-involviert in Regulation der Actinfilament-
Polymerisation
LAMC1 (Chr 1) -laminin subunit gamma 1 rs3768617 (4,86)
-vermittelt Zellmigration, -verbindungen, - | R490W (87)
organisation als Teil der Extrazellularmatrix von | rs2093985 (5)
Basalmembranen
LINC00970/ -B-Untereinheit der Na*-K*-ATPase rs1200114 (4,88)
ATP1B1 (Chr 1) -involviert in den Flussigkeitstransport rs1200108 (88)
CLU (Chr 8) -Clusterin rs17466684 (83)
-involviert in Zell-EZM-Interaktionen, Chaperone
SLC4A11 - solute carrier family 4 member 11 G834S (89)
(Chr 20) -weit verbreiteter lonentransporter in CECs T754M (90)
-wichtig fur den Pumpmechanismus G709E (90)
E399K (90,91)
und 10 weitere (89-91)
RAD51 (Chr 15) | -RAD51 Recombinase rs1801321 (92)
-involviert in homologe Rekombination und DNA- | rs1801320 (92)
Reparatur bei Doppelstrangbriichen
FEN1 (Chr 11) -Flap Endonuclease 1 rs4246215 (93)
-involviert in DNA-Replikation und -Reparatur
FAS (Chr 10) -Fas Cell Surface Death Receptor rs1800682 (94)
-Regulation von Apoptose
LIG3 (Chr 17) - DNA Ligase 3 rs1052536 (95)
-DNA-Reparatur rs1003918 (95)
COL18A1 -Collagen Type XVIII Alpha 1 Chain rs114065856 (5)
(Chr 21) -Teil von EZM
-Spaltprodukt bildet Endostatin (Anti-
Angiogenese)
LAMAS (Chr 20) | - Laminin Subunit Alpha 5 rs141208202 (5)
-im Laminin 10 Komponente von
Basalmembranen
HS3ST3B1 -Heparan Sulfate-Glucosamine 3-Sulfotransferase | rs9303111 (5)
(Chr17) 3B1
-Katalysator bei Heparansulfat-Bearbeitung
RORA (Chr 15) - retinoic acid related orphan receptor A rs12439253 (5)
-kann Genexpression modulieren
-in Photorezeptor-Entwicklung involviert u.v.m.
CD151/PIDD1 -CD151 molecule (raph blood group) rs1138714 (5)
(Chr11) -Zelladhasion

14




-P53-Induced Death Domain Protein 1

-evtl. In Zelltod-/Apoptose-Signalwege involviert

LAMBI1 (Chr 7) -laminin subunit beta 1 rs150990106 (5)
-im Laminin 10 stabilisierende Komponente von
Basalmembranen

THSD7A (Chr 7) | -thrombospondin type 1 domain containing 7A rs74882680 (5)
-in Interaktion mit aVP3-Integrin und Paxillin
Inhibition von endothelialer Zellmigration

SSBP3 (Chr 1) -single stranded DNA binding protein 3 rs11590557 (5)
-ermoglicht Einzelstrang-DNA-Bindungsaktivitat
-involviert in Transkriptionsregulation von a2-
Kollagen |

NEIL1 (Chr 15) -Nei endonuclease VIlI-like 1 g.46438521G>C (96)
-DNA-Reparatur

XRCC1 (Chr 19) -X-ray repair cross complementing group 1 c.1196A>G (96)
-DNA-Reparatur

DMPK (Chr 19) -dystrophia myotonica protein kinase CTG-Repeat innerhalb | (97,98)
-essentiell fur die Aufrechterhaltung der | der 3’ UTR (untranslated
Skelettmuskelstruktur und -Funktion region)

PTPRG (Chr 3) -protein tyrosine phosphatase receptor type G rs7640737 (3)
-Signalmolekil, das u.a. Zellwachstum und - | rs 10490775 (3)
Differenzierung reguliert

PITX2 (Chr 4) -paired like homeodomain 2 G137V (99)
-Transkriptionsfaktor fur die Procollagen-Lysyl -
Hydroxylase-Genexpression
-beteiligt an der Embryogenese von okularen
Strukturen

TGFBI (Chr 5) -transforming growth factor, B-induced TAAAT haplotype (83)

-Protein der EZM, das Uber interaktion mit
Proteinen der Descemet-Membran/Kollagenen

Zell-Adhasion vermittelt
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3.2.4 GRUNDLAGEN GENETIK UND METHODIK

3.2.4.1 GRUNDLAGEN DER GENETIK

Die Gesamtheit der in einem Organismus befindlichen genetischen Information wird als
Genom bezeichnet. Sie befindet sich im Menschen verteilt auf ein gonosomales und 22
autosomale Chromosomenpaare, welche sich im Zellkern befinden und aus kondensierter
doppelstrangiger DNA (Desoxyribonukleinsaure) bestehen. Die DNA wiederum setzt sich im
Normalzustand aus einer Doppelhelix aus ca. drei Mrd. Nukleotiden zusammen. Diese bilden
in ihrer Abfolge als sogenannte Tripletts sowohl fir Proteine kodierende als auch nicht-
kodierende, oftmals regulatorische Sequenzen, die Gene. Korrelierende Abschnitte der
homologen Chromosomen des Menschen beherbergen die gleichen Gene. Es kann jedoch
innerhalb dieser Gene zu lokalen Varianten (Allelen), deren értliche Position als genetischer
Locus bezeichnet wird, kommen. Befindet sich auf beiden Chromosomen das identische Allel
spricht man von Homozygotie, unterscheiden sie sich so liegt eine Heterozygotie vor. Allele
kénnen u.a. die Herkunft von Mutter oder Vater verraten oder auch krankheitsverursachend
sein. Die individuelle Kombination von DNA-Sequenzen an einem Locus wird als Genotyp
bezeichnet, wohingegen der Phanotyp die entsprechende Erscheinungsform darstellt.

Sofern ein einzelnes Basenpaar innerhalb der DNA variiert, spricht man von Single Nucleotid
Polymorphism — kurz SNP — oder auch von Single Nucleotid Variant (SNV), wobei sich ein
SNP nur auf Varianten mit einer Frequenz von >1 % des selteneren Allels innerhalb einer
Population bezieht. Varianten machen Individuen aus, kbnnen Phanotyp-entscheidend sein
und Uber ihre Position (z.B. Exon oder Intron, Promoterregion, regulatorische Elemente,
intergenisch) und Art (z.B. missense/ nonsense) die funktionelle Auswirkung auf das zu
kodierende Protein entscheiden. Ist eine Variante krankheitsausldsend, wird sie meist
Mutation genannt (100,101)

3.2.4.2 GENOMWEITE ASSOZIATIONSSTUDIE (GWAS)

Die bereits beschriebenen selteneren Mutationen im Kontext der Fuchs Endotheldystrophie
wurden vielfach im Rahmen von Kandidatengen- und Linkage-Studien untersucht. Seit Anfang
der 2000er Jahre hat sich ein neuer genetischer Studienansatz etabliert — die genomweite
Assoziationsstudie. Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) erméglichen auf Grundlage der
SNP-Chip-Hochdurchsatztechnologie die effiziente Bestimmung von Uber das vollstandige
Genom verteilten SNPs eines Individuums und den Vergleich der Allelfrequenz der
Genvarianten zwischen Fall- und Kontrollgruppen. Die verwendeten SNP-Chips, die haufig

nicht groRer als 2 cm? sind, beherbergen groBe Mengen allelspezifischer Sonden, die mit der
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DNA-Probe hybridisiert werden. Fir jeden SNP werden zwei Sonden vorgehalten — je
nachdem ob ein homozygoter oder heterozygoter Polymorphismus vorliegt, bindet die DNA
allelselektiv an nur eine oder beide Sonden. Der Einsatz von Fluoreszenzmarkierungen macht
ein Auslesen der Signale mit Hochleistungsscannern maglich.

Die SNP-Trager kénnen mit hunderttausenden SNP-Sonden versehen sein, wobei es Chips
mit zufalligen, Uber das Genom gleichmaRig verteilt ausgewahlten SNPs gibt und solche, die
funktionelle Aspekte und Linkage-Disequilibrium-Strukturen bertcksichtigen (102). Dabei wird
eine Balance zwischen 6konomischen und forscherischen Interessen angestrebt, sodass von
den Uber vier Millionen validierten humanen SNPs nur ein Bruchteil innerhalb eines Chips
getestet wird und ein fir die jeweilige Population geeigneter Chip Verwendung finden sollte.
Neben kommerziell erhaltlichen Chips (z.B. dem in unserer GWAS verwendeten Axiom™
Precision Medicine Diversity Array) gibt es auch kundenspezifische, z.B. das MVP 1.0 Custom
Axiom Array, das sowohl die Multi-Ethnizitadt der Kohorte des Million-Veteran-Programms als
auch Krankheiten in deren besonderem Interesse berucksichtigt (103).

GWAS bieten sich an zur Untersuchung genetisch komplexer Phanotypen ohne bekannte
Kandidatengene oder mit widersprichlichen Kandidatengenen. Sie kbnnen einzelne Varianten
entdecken, die erst in Kombination mit anderen Varianten im Rahmen polygener Vererbung
ihre Auswirkung auf die Krankheitsentstehung zeigen. Dabei geht es in der Regel um die
Identifikation verbreiteterer Varianten (Minor Allele Frequency / MAF > 0,5 %).

Aufgrund der multiplen Tests sind genligend groRRe Stichproben flr eine ausreichende
Teststarke vonnoten, ggf. kbnnen mehrere GWAS in einer Meta-Analyse ausgewertet werden
(s. (5)). Die Ergebnisse einer GWAS kénnen u.a. dazu verwendet werden, genetische
Risikoprofile zu erstellen, um ggf. individuelle Risikovorhersagen zu treffen.

Die Assoziation signifikanter Varianten mit multiplen anderen Merkmalen und die Korrelation
von kausalen und nicht-kausalen Varianten, die aufgrund von Kopplungsungleichgewichten
physisch nah beieinander liegen, machen die Interpretation und biologische sowie kausale

Schlussfolgerungen einer GWAS mitunter kompliziert (104).

3.2.4.3 SIGNALWEG-ANALYSE

Eine Mdglichkeit zur Einordnung der Ergebnisse von Hochdurchsatztechnologien, die haufig
lange Listen an scheinbar zusammenhanglosen Genen darstellen, bietet die sogenannte
Signalweg-Analyse (Pathway Analysis, Functional Enrichment Analysis). Bei dieser
Vorgehensweise  werden  mithilfe  von  Signalweg-Datenbanken  Gruppierungen
(Anreicherungen — Enrichment) der signifikanten Gene in biologischen Signalwegen gesucht
oder in sogenannten Gen-Sets ihnen gemeinsame biologische Themen zugeordnet.

Verbildlicht: Aus funktionellen Modulen (,pathways*“) werden Uber biologische Verbindungen
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funktionelle Netzwerke geknlpft, in denen die Knotenpunkte ,pathway components® —
Signalweg-Komponenten darstellen, die, je nach zellularem Kontext, in verschiedenen
Signalwegen involviert sein kdnnen (105,106).

Die Signalweg-Analyse wird durch die Verknupfung vorhandenen biologischen Wissens aus
Datenbanken mit statistischen Tests, mathematischen Analysen und algorithmischen
Berechnungen erreicht (107). Aus den angereicherten Themen, Begriffen oder Signalwegen
ist es u.a. moglich, neue Hypothesen und Forschungsansatze zu generieren.

Die Tatsachen, dass die zahlreichen zur Verfligung stehenden Analyse-Programme vielfaltige
Ansatze nutzen, ihren Fokus auf verschiedene Kategorien (z.B. Metabolismus,
Genregulierung oder Protein-Protein-Interaktionen) legen und dartber hinaus unterschiedlich
oft aktualisiert werden, kann die Vergleichbarkeit der Resultate erschweren (s. Garcia-Campos
et al., 2015).
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IV. ZIELE DER ARBEIT

Unter dem Aspekt unserer zunehmend alternden mitteleuropaischen Bevolkerung ist zukunftig
mit einem Anstieg des Bedarfs an Hornhaut-Transplantaten im Rahmen der FECD-Therapie
zu rechnen, dessen Deckung bereits jetzt begrenzt mdglich ist. Hinzu kommen Risiken
operativer Komplikationen, der Transplantat-Abstolung und des Transplantat-Versagens
sowie die Therapielast (108). Letztere ist gekennzeichnet durch mehrtagige konsequente
Ruckenlagerung des Patienten zum Andricken des Descemet-Endotheltransplantats an das
hintere Stroma mittels einer Luft- oder Gasblase sowie langfristige, taglich mehrfache
Augentropfen-Applikationen. Dies stellt flr einen nicht zu vernachlassigenden Teil der alteren
FECD-Patienten eine Herausforderung dar, sodass es trotz der insgesamt sehr guten
Therapieergebnisse naheliegt, auf die Entwicklung und Sondierung weiterer therapeutischer
Optionen hinzuarbeiten. Hierzu gehdren derzeit im experimentellen Rahmen neben
Antioxidantien, Nrf2-Agonisten und TGFB-Inhibitoren auch gentherapeutische Ansatze mit
CRISPR/Cas9, die anstreben, durch gezieltes Herausschneiden von Genomsequenzen mit
anschlielenden DNA-Reparaturmechanismen krankheitsférdernde Genfoci zu bearbeiten
(109).

Hierfur ist die hinlangliche Kenntnis der FECD-spezifischen Genetik unabdingbar.

Die Moglichkeit zur Kenntnis eines genetischen Risikoprofils kdnnte fur Patienten die Chance
bieten, Endothel-stérende Einflisse gezielt zu minimieren. Weiterhin gewinnt das Wissen um
die individuelle genetische Pradisposition bei Vorliegen erblicher Erkrankungen in der Familie
zunehmend an Bedeutung.

Wahrend bereits drei Veroéffentlichungen Uber die Genotypisierung des TCF4-Locus von
deutschen FECD-Patienten bestehen, wurde eine GWAS in dieser Population bisher nicht
durchgefiihrt. Zur Behebung dieses Defizits zielte die Studie nicht nur darauf ab, zuvor
identifizierte Loci zu verifizieren, sondern auch potenziell neue genetische Determinanten der
FECD zu identifizieren. Letzteres wurde auch durch die Verwendung des Axiom™ Precision
Medicine Diversity Arrays angestrebt, das eine breite Abdeckung klinisch relevanter
genetischer Varianten bietet und nach jetzigem Stand in der Forschung zur FECD bisher

keinen Einsatz fand.
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V. MATERIAL UND METHODEN

5.1 MATERIAL

Handschuhe Firma Hartmann Peha-soft nitrile
Butterfly-Kanule 21G Safety Multifly-Kanule
EDTA-RdAhrchen 2,6 ml Sarstedt Monovette
Desinfektionsmittel Firma Schulke Octeniderm
Stauschlauch

Tupfer, Pflaster

Handelsublicher durchsichtiger Klebestreifen

Wasserfester diinner Filzstift

Gefrierschrank (-80°C)

Versandmaterial:

Trockeneis, verschlieRbare Klarsichtfolien

Untersuchungsmaterial:
Haag Streit Spaltlampe
Oculus Pentacam HR

Specular Microscope EM-4000 (Firma Tomey)

Material ATLAS-Biolab:
s. Axiom™ 2.0 Plus Assay 96-Array Format Automated Workflow User Guide (110)

5.2 STUDIENDESIGN

In der dieser Arbeit zugrundeliegenden genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) im Sinne
einer Fall-Kontroll-Studie wurden Uber einen Zeitraum von 41 Monaten (zwischen Marz 2021
und August 2023) insgesamt 159 Probanden als Fallgruppe und 315 Patienten als
Kontrollgruppe rekrutiert. Sie erflliten die Einschlusskriterien des vollendeten 18.
Lebensjahres und der Diagnose einer Fuchs’schen Endotheldystrophie, wobei auch Falle
eingeschlossen wurden, bei denen bereits eine therapeutische Operation i.S. einer
Keratoplastik (DMEK oder DS(A)EK, bzw. perforierende Keratoplastik) erfolgte, deren
Diagnose der FECD jedoch in der Historie bekannt war. Als Kontrollgruppe dienten Patienten

ohne Fuchs-Endotheldystrophie, die ebenfalls in der Klinik und Poliklinik fur Augenheilkunde
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der Universitatsmedizin Rostock rekrutiert wurden. Patienten ohne Volljahrigkeit, Patienten mit
lebensbedrohlicher Systemerkrankung und schwerer Beeintrachtigung des
Allgemeinzustandes, sowie Patienten, bei denen aus systemischen oder psychiatrischen
Grinden eine Blutentnahme nicht vertretbar gewesen ware, wurden von der Studienteilnahme

ausgeschlossen.

5.3 ETHIKSTATEMENT

Es wurde am 05.03.2021 bei der Ethikkommission der Universitatsmedizin Rostock ein
positives Ethikvotum (Registriernummer A 2021-0048, einschlieRlich des Amendments vom
11.01.2023) eingeholt und die Durchfiihrung der Studie als bedenkenlos eingestuft.

Die Richtlinien der Deklaration von Helsinki wurden zu jedem Zeitpunkt der Studie eingehalten
und die teilnehmenden Patienten Uber Inhalt und Ablauf der Studie informiert. Nach Aufklarung
des Teilnehmers/der Teilnehmerin Uber das Recht, jederzeit ohne Angabe von Grinden das
Einverstandnis flr die Analyse seiner/ihrer Proben zurlickzuziehen, wurde eine schriftliche

Einwilligung eingeholt.

54 PATIENTENPOPULATION

Die Probanden mit der entsprechenden Diagnose wurden Uber drei verschiedene Wege
gefunden: aus der Klinikinternen Sprechstundensoftware (SAP) wurden regelmafig zum
wochentlichen Hornhaut-Sprechtag die Termine der ambulanten Patienten mit FECD in einer
»1erminliste” erfasst; stationare Patienten mit entsprechenden Einschlusskriterien wurden auf
gleichem Wege rekrutiert und neu-vorstellige Patienten nach hausinterner Diagnosestellung/-
bestatigung durch Ricksprache mit den jeweiligen arztlichen Kollegen identifiziert. Die
Diagnosen der vorbekannten Patienten waren in der hausinternen Patientenkartei hinterlegt
(UAK Data bzw. FIDUS). Alle potenziell einzuschlieBenden Patienten wurden unverziglich zu
ihrem jeweiligen Termin/stationdren Aufenthalt bezlglich der Bereitschaft zur
Studienteilnahme befragt und ggf. inkludiert. Es wurden keine Einbestellungen lediglich zur
Studienteilnahme vorgenommen. Dabei erfolgte keine weitere Schweregradeinteilung der
Erkrankung (z.B. nach Krachmer), der FECD-bezogene Therapie-Status wurde zwar erfasst,
spielte aber keine entscheidende Rolle hinsichtlich Inklusion/Exklusion.

Jedem Studienteilnehmer wurde zur Anonymisierung ein sechs-stelliger Code aus je drei
Buchstaben und drei Zahlen zugeordnet, dessen Korrelat lediglich den Studienarzten bekannt

war.
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5.5 FALLZAHLSCHATZUNG

Um eine statistische Power von 80 % und ein Quotenverhaltnis von 2,5 flir Heterozygote zu
erreichen, gingen wir davon aus, 140 Probanden pro Gruppe zu bendtigen, einschliel3lich einer
Standardrate von 5 %, s. auch Hong & Park (111). Dies entspricht auch in etwa der

Einschlusszahl von Baratz et. al 2010 (3).

5.6 ABLAUF

Die Diagnose wurde facharztlich, in typischer Weise klinisch an der Spaltlampe, durch
Identifikation beidseitiger Hornhaut-Guttae und nach Ausschluss anderer Ursachen gestellt
bzw. bestatigt. Bei operierten Patienten mit vorbekannter FECD wurden das Transplantat und
der Hornhautstatus befundet. Weiterhin erfolgte hinsichtlich der FECD eine
Hornhautdickenmessung zur Beurteilung eines moéglicherweise vorliegenden Hornhautédems
an der Pentacam HR (Firma Oculus).

Je nach terminbezogener Fragestellung fanden weitere Untersuchungen zu den
Grunduntersuchungen (Visus, Augeninnendruck, Vorder- und Hinterabschnittsbefund) statt.
Es folgte nach Einholen des schriftlichen Einverstandnisses zunachst die vendse Punktion
mittels Butterfly-Kanule zur Blutenthahme von ca. 2 ml Vollblut im EDTA-RShrchen
entsprechend Ublicher Vorgehensweisen (Stauung, zweifache Haut-Desinfektion, Punktion,
Fillung der Monovette, Entstauung, Entfernen der Kantle, Kompression). Die Monovette
wurde sodann mit dem dem Patienten entsprechenden Code wasserfest beschriftet, die
Beschriftung mit handelsublichem Klebestreifen isoliert und das Blut bei -80°C in einem

verschlossenen Gefrierschrank bis zum nachsten Versand ins Labor gelagert.

Die Einverstandniserklarungen zur Teilnahme an der Studie wurden in einem Ordner an einem
sicheren Ort aufbewahrt, die gewinschten Untersuchungsparameter aus der
Patientenvorstellung in einer entsprechenden Excel-Tabelle erfasst.

Diese umfassten: Alter zum Diagnose- bzw. OP-Zeitpunkt, sofern dies eruierbar war, Alter zum
Datum des Studieneinschlusses, Geschlecht, Ethnie des Patienten/der Patientin und
seiner/ihrer Eltern, Diagnosen betreffend die Augen und den Gesamtorganismus,

Hornhautdicke, Transplantations- und Phakiestatus.

Sofern 95 Blutproben von Probanden vorhanden waren, wurde der Spezialversand an ATLAS-
Biolabs GmbH, Berlin durchgefiihrt. Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit dem klinikeigenen

Gewebelabor auf Trockeneis.
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5.7 LABORANALYSE

Die DNA-Extraktion aus Vollblut wurde unter Nutzung des Axiom™ 2.0 Plus Reagent Kit 96F
durchgefuhrt. Daraufhin erfolgte die Genotypisierung der Proben mit dem Axiom ™ Precision
Medicine Diversity Array, welches eine Gesamtzahl von 868.337 Markern umfasst (823.505
SNPs und 44.832 Indels), im GeneTitan™ MC Instrument. Die ausflhrliche
Laborbeschreibung befindet sich im Axiom™ 2.0 Plus Assay 96-Array Format Automated
Workflow

USER GUIDE for use with: Axiom™ Precision Medicine Diversity Research Array Plate,
Axiom™ 2.0 Plus Reagent Kit 96F, Applied Biosystems™ NIMBUS™ Target Preparation
Instrument, Catalog Numbers 951958 and 951960, Publication Number MANO0018331,

Revision C.0..

Es folgt die stichpunktartige Zusammenfassung der Arbeitsschritte und Funktionsweise des

Axiom™ 2.0 Plus Reagent Kit 96F und Axiom™ Precision Medicine Diversity Arrays:

1. PROBENVORBEREITUNG/DNA-EXTRAKTION:

— Grundvoraussetzungen der Blutprobe sind Doppelstrangigkeit der enthaltenen DNA, ein
hoher Reinheitsgrad ohne z.B. DNA-Polymerase-Inhibitoren sowie nicht-denaturierte DNA

— Qualitatsevaluierung der genomischen DNA mit einprozentigem Agarose-Gel, ggf.
zusatzliche Reinigung

— Quantifizierung und Verdinnung der genomischen DNA, dann Aufteilung der Proben und
Kontrollen auf 96-Mikrotiter-Platten zum Zentrifugieren

— Anlegen eines GeneTitan™ Array Plate Registration-Ordners

— Vorbereitung des Applied Biosystems ™NIMBUS™ Target Preparation Instruments/der
multiplex PCR (Platten-Zentrifuge; 96-Mulden PCR-Platte, Pipetten etc. z.B. enthalten im
Axiom™ 96 Consumables Kit for Applied Biosystems™ NIMBUS™ 2.0 und Reagenzien
u.a. aus dem Axiom™ 2.0 Plus Reagent Kit 96F; Anordnung/Deck Setup der
Pipettiergerate, Probenplatten, Reagenzien, Laborgeschirre, Barcodescanner, Dichtungen
und Abdeckungen und des Thermocyclers)

— Durchfihren der multiplex PCR (mPCR) nach dem ,Axiom 2.0 Plus mPCR thermal cycler
protocol”

— gDNA-Amplifizierung und Inkubierung

— DNA-Fragmentierung und Prazipitierung

— Zentrifugieren und Trocknen der DNA-Pellets

— Resuspension mittels Axiom™ Resusp Buffer und Vorbereitung der Hybridisierung durch

Hybridization Master Mix
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2 Qualitatskontrollen der Proben (1. mittels Gel zur Verifizierung der Fragmentation und 2.
eine Optical-Density-Quantifizierung  jeder  resuspensierten Probe mittels
Spectrophotometer)

Vorbereitung der Hybridisierungs-Platten, Vorbereitung des GeneTitan™ MC Instrument,
Denaturierung der Proben und Vorbereitung der GeneTitan™ Reagenzien-Platten

(Ligations-, verschiedene Farbe-, Stabilisierungs-, Scan-Platten)

. ARRAY-HYBRIDISIERUNG IM GENETITAN™ MC INSTRUMENT:
vorher muss ein GeneTitan™ Array Plate Registration-Ordner mit der GeneChip™
Command Console™ (GCC) Software fiir die Zuordnung der Ergebnisse zu den einzelnen
Proben hochgeladen werden
Das Axiom™ 2.0 Plus Reagent Kit 96F ermdglicht im GeneTitan™ MC Instrument die
Hybridisierung der vorbereiteten DNA-Proben mit einem speziellen Genotypisierungsarray,
in diesem Fall dem ,Axiom™ Precision Medicine Diversity Research Array“, das auf einem

festen Tragermaterial angebracht ist.

. MARKIERUNG DER DNA MITTELS LIGATION:
Nach der Hybridisierung werden die DNA-Proben durch Markierungstechnologie sichtbar
gemacht. Dies bedeutet, dass die genetischen Varianten an den Markern auf dem Array

detektiert werden konnen.

. WASCHEN UND FARBEN:
Nach der Markierung erfolgt eine sorgfaltige Reinigung, um ungebundene oder nicht

spezifisch gebundene Materialien zu entfernen.

. ARRAY-SCANNING:
Das Array wird gescannt, um die resultierenden Signale der markierten DNA zu erfassen.
Die Scandaten geben Aufschluss Uber die Genotypen der untersuchten genetischen

Varianten fiir jeden Probanden.

Schritte 2. bis 5. erfolgten alle im GeneTitan™ MC Instrument, einem automatisierten

Instrument der Firma Thermo Fisher Scientific, das eine grof’e Anzahl von DNA-Proben im

Hochdurchsatzformat in sogenannten Hyb-Wash-Scan-Durchlaufen verarbeiten kann. Die

Automatisierung des Prozesses tragt zur Reduzierung von experimentellen Variabilitaten bei,

was zu zuverlassigen und reproduzierbaren Ergebnissen fuhrt.
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Die Scan-Daten wurden in Ordnern im Kundenportal von ATLAS-Biolabs zur weiteren

Datenanalyse zur autorisierten Verfliigung gestellt.

5.8 GEN-DATEN

Die Bestimmung von Chromosom, exakter Position, Referenz- sowie alternativer Allele
erfolgte auf Grundlage der human GRCh38.p14 Referenzgenom-Version. Marker mit einer
,Minor Allele Frequency“ (MAF) < 0,05, einer Call Rate < 90 % und Marker, die den Hardy-
Weinberg Exakt-Test nicht bestanden, wurden systematisch ausgeschlossen.

Weitergehend wurden nur Marker in die Analyse einbezogen, bei denen jede der drei
Genotypgruppen (AA, AB, und BB) mindestens 5-mal in den Daten beobachtet wurde.

Letztendlich konnten 247.015 Marker fiir die anschliefiende Analyse weiterverwendet werden.

5.9 STATISTISCHE ANALYSE

Die bioinformatische Aufarbeitung der genetischen Daten erfolgte durch einen externen
Bioinformatiker. Eine logistische Regressionsanalyse wurde unter Verwendung von PLINK
v2.00a4 mit der -gim-Funktion durchgefihrt. Geschlechtschromosomen wurden ebenfalls in
die Analyse einbezogen, wobei X sowohl fir Frauen als auch fir Manner als diploid kodiert
wurde (--xchr-model 2), unter Berlcksichtigung der menschlichen pseudoautosomalen
Regionen (--split-par hg38), und Y als haploid kodiert wurde. Die Hauptkomponentenanalyse
(Principal Component Analysis/ PCA), geschatzt mit der sklearn v1.3.0-Bibliothek in Python,
zeigte keine offensichtliche Populationsstratifizierung sowohl innerhalb als auch zwischen
FECD-Fallen und Kontrollen. Geschlecht und Alter bei Diagnose oder Alter zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses wurden als Kovariablen im Modell beriicksichtigt, da sie im Vergleich zu
einem Nullmodell ohne Kovariablen ein verbessertes Akaike-Informationskriterium (AIC)
zeigten. Das Hinzuflgen der ersten Hauptkomponente (Principal Component/ PC) zum Modell
zeigte keine Verbesserung im AIC und wurde daher nicht berlcksichtigt. Signifikante
Assoziationen mit FECD wurden fir Marker identifiziert, deren p-Wert unterhalb der Schwelle
von 5 x 108 lag (oder -log10(p-Wert) = 7,3 Uberschritt), unter Berlicksichtigung der Korrektur
fur multiple Tests (Bonferroni, Holm, Sidak single-step (SIDAK_SS) und Sidak step-down
(SIDAK_SD), False Discovery Rate (FDR_BH und FDR_BY)). Der insgesamt genomische
Inflationsfaktor A wurde auf 1,02 geschatzt. Aus diesem Grund wurden keine Anpassungen fur
genomische Kontrolle vorgenommen. Das Linkage Disequilibrium zwischen signifikanten
Markern wurde als R? unter Verwendung von PLINK v1.7 geschatzt. Zusatzlich wurden
statistische Unterschiede zwischen Genotypgruppen der signifikanten Marker mittels t-Test fir

unabhangige Stichproben in der scipy v1.10.1-Bibliothek in Python verglichen.
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Gesondert wurde ein Abgleich mit in anderen Publikationen erwahnten SNPs angestellt,
erstens ob diese von dem hier verwendeten Array erfasst wurden und zweitens inwiefern eine

statistische Signifikanz bei diesen vorlag.

PATHWAY ENRICHMENT ANALYSE:

Die die signifikanten Marker einschlielenden Gene wurden mithilfe des Variant Effect
Predictor, Ensembl Release 110 annotiert. Dieses ist ein kostenloses, quelloffenes Software-
Instrumentarium mit systematischem Ansatz zur automatischen Annotation und Priorisierung
von Varianten (112).

Die Pathway Enrichment Analyse wurde fir diese Gene unter Verwendung von g:Profiler
ve110_eg57_p18_4b54a898 durchgefiihrt (113). G:Profiler arbeitet mit dem am weitesten
verbreiteten Ansatz zur Uberreprasentationsanalyse (Over-Representation Analysis, ORA),
der den hypergeometrischen Test verwendet, um die Signifikanz von funktionellen Begriffen
in der Eingangs-Genliste zu messen. Hauptquelle der Informationen zu Genen,
Kennzeichnungen und GO-Begriffen sowie Assoziationen ist die Ensembl Datenbank. Weitere
Quellen von g:Profiler umfassen KEGG, Reactome, WikiPathways, TRANSFAC
(regulatorische Motive der DNA), Human Protein Atlas, CORUM (Proteinkomplexe) und
Human Phenotype Ontology (113).

GENETISCHER RISIKOSCORE:

Der genetische Risikoscore pro Individuum wurde berechnet, indem der Logarithmus des
Quotenverhaltnisses (Odds Ratio) jedes signifikanten Markers mit der jeweiligen Allelzdhlung
fur das Individuum multipliziert und diese Produkte lber alle signifikanten Marker summiert
wurden, ahnlich wie in Wray et al. 2018 (114).

5.10 VERGLEICH DER ERGEBNISSE MIT BESTEHENDER LITERATUR

Im Vorfeld der Studie erfolgte eine allgemeine PubMed-Recherche zu FECD-bezogener
Genetik. ldentifizierte SNPs und Gene wurden den entsprechenden Publikationen in einer
Excel-Tabelle zugeordnet und in gekurzter Fassung der Einleitung beigefugt. Die Bezeichnung
der SNPs erfolgte sowohl in Form der rsID (Reference Single Nucleotide Polymorphism
Identifier) aus der dbSNP als auch in der HGVS (Human Genome Variation Society)-

Nomenklatur, die die detaillierte Sequenzanderung beschreibt.

Alle in dieser GWAS detektierten signifikanten Gene und Varianten wurden auf bestehende
Publikationen und Assoziationen zu Phanotypen hin untersucht. Dies erfolgte tber NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov; Stand 01.02.2024), GWAS Catalog
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(https://lwww.ebi.ac.uk/gwas; Stand 01.02.2024), GeneCards (https://www.genecards.org;
Stand 01.02.2024) und Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html; Stand 29.03.2024).
Ergaben sich in den genannten Datenbanken Informationen Uber die konkrete Funktion der
Gene sowie Hinweise auf relevante Zusammenhdnge mit der Fuchs’schen
Endotheldystrophie, wurde in den entsprechenden Publikationen kontextbezogen
recherchiert. Hierflir wurde die Suchfunktion unter Eingabe der entsprechenden Varianten,
Gene, Funktionen und der Begriffe FECD bzw. ,Fuchs®, Kornea und Endothel angewandt.
Hornhaut-betreffende Assoziationen sowie - bei multiplen Assoziationen - diejenigen mit dem

héchsten p-Wert wurden tabellarisch erfasst.
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VL. ERGEBNISSE

6.1 STUDIENPOPULATION

In den 41 Monaten der Patientenrekrutierung fiir Fall- und Kontrollgruppe konnten insgesamt
474 Patienten der Studie zugefuhrt werden. 159 Patienten mit klinisch gesicherter Fuchs-
Endotheldystrophie lieRen sich der Fallgruppe und 315 Patienten aus parallel laufenden
Studien zu Steroidresponse-Syndrom, postoperativem zystischem Makulabdem bzw.
Makulaforamen der Kontrollgruppe zuordnen. Aus der Fallgruppe erfiillten zwei Blutproben
nicht die qualitativen Anforderungen des Labors, sodass in der Fallgruppe letztendlich 157
Patienten der Analyse zugefuhrt werden konnten. Aus der Kontrollgruppe entfielen zwei
Probanden aufgrund von im Nachhinein dokumentierter unklarer Hornhautbefunde und vier
wegen versehentlich doppeltem Studieneinschluss. Mit einer endgultigen Einschlusszahl von
309 Kontroll-Subjekten war die Kontrollgruppe annahernd doppelt so grof3 wie die Fallgruppe.

In beiden Gruppen zusammengenommen befanden sich 256 Frauen und 210 Manner.

Nahezu alle Probanden gaben eine mitteleuropaische, davon Uberwiegend deutsche
Abstammung an. 13 Probanden enthielten sich der Angaben zur Abstammung, 11 flhrten

diese als ost-europaisch/kasachisch an (s. Tabelle 2).

TABELLE 2 — ABSTAMMUNG DER PROBANDEN

Abstammung Anzahl Fallgruppe Anzahl Kontroligruppe

Mitteleuropaisch (deutsch, 155 287

Osterreichisch, schlesisch, polnisch)

Osteuropaisch (rumanisch, 1 10
ukrainisch, moldawisch, russisch),

Kasachisch

Keine Angabe 1 12

Unsere Fallgruppe reproduzierte gut die klinisch zu beobachtende Geschlechts- und
Altersverteilung. 75% der Patienten der Studiengruppe waren 66 Jahre oder alter und
umfasste sowohl operierte als auch nicht operierte FECD-Falle.

Der Alters-Median zum Zeitpunkt der Studieneinschreibung lag bei 72 Jahren, rangierend
zwischen 40 und 91 Jahren (Durchschnittsalter von 71,1 Jahren, SD 9,36), wobei der

Frauenanteil bei 62% lag.
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Die Kontrollgruppe zeigte sich etwas junger mit einem Altersmedian von 68 Jahren, rangierend
von 19 bis 89 Jahren (Durchschnittsalter von 66,9 Jahren, SD 12,02) und einer nahezu

gleichmafigen Geschlechtsverteilung (mannlich 49%, weiblich 51%).

6.2 GWAS

Alle 466 Blutproben, die den Qualitatsanspriichen des Labors entsprachen, durchliefen auch

erfolgreich die Genotypisierung und konnten anschlielRend statistisch analysiert werden.

Es ergaben sich in der statistischen Analyse 41 SNPs, die bei einem vorausgesetzten p-Wert
von unter 5 x 10 (bzw. groRer als -log1o(p-Wert) = 7.3) eine signifikante Assoziation mit der
Fuchs-Endotheldystrophie zeigten. Von diesen wiesen 14 eine Odds Ratio von >1 auf und
erhohten demnach das Risiko fur die Erkrankung. Fur die verbleibenden 27 SNPs ergab sich

jeweils eine Odds Ratio von <1 und damit ein protektiver Effekt (s. Tabelle 3).

Die signifikantesten SNPs in unserer GWAS befanden sich vorwiegend innerhalb des
Chromosom 18 (s. Abbildung 1a), insbesondere in der das etablierte TCF4-Gen
(Transkriptionsfaktor 4) umfassenden Region. Die hochste Signifikanz dabei zeigte der in
diesem Zusammenhang bekannte SNP rs613872 im dritten Intron des TCF4-Gens, der bei
Vorliegen des G-Allels auRerdem die hdchste OR ergab und das Krankheitsrisiko um das 8,6-
fache erhdhte. Insgesamt wiesen 84% der Fallgruppe diesbezlglich mindestens ein Risikoallel
auf. Da sich zwischen Individuen mit heterozygotem TG- und homozygotem GG-Genotyp kein
statistisch signifikanter Unterschied im Verhaltnis ergab, gehen wir von einem dominanten
Effekt des G-Allels aus (s. Abbildung 1b).
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ABBILDUNG 1 — ERGEBNISSE DER GWAS zu FECD

(A) MANHATTAN PLOT DER SIGNIFIKANTEN MARKER. DIE ROTE LINIE SYMBOLISIERT DIE SIGNIFIKANZSCHWELLE VON 7.3. ROTE PUNKTE REPRASENTIEREN EINE ODDS RATIO > 1 WAHREND GRUNE
PUNKTE EINE ODDS RATIO < 1 ZEIGEN. (B) VERHALTNIS VON FALLEN ZU KONTROLLEN IN DEN UNTERSCHIEDLICHEN GENOTYP-GRUPPEN FUR DEN SNP Rs613872

(AUs FECHNER ET AL. 2025 (115))
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TABELLE 3 — LISTE DER SIGNIFIKANT MIT FECD AsSOZzIIEERTEN MARKER.
CHR = CHROMOSOM, REF = REFERENZALLEL, ALT = ALTERNATIVES ALLEL, MA = MINOR ALLEL, MAF = MINOR ALLELE
FREQUENCY, OR = 0DDS RATIO, RSID = MARKER-IDENTIFIKATOR. ROT HERVORGEHOBEN SIND PROTEIN-KODIERENDE GENE (ERWEITERT AUS FECHNER ET AL. 2025 (115)).

Ref Alt MA MAF OR P-Wert rsiD Konsequenz Genassoziationen

18 55,543,071 G T G 0.26 |8.60 8.0x1023 rs613872 TCF4 intron_variant FECD, Corneal resistance factor,
corneal hysteresis, unipolar
depression,

Schizophrenie etc.

18 55,750,408 A G A 0.24 |4.06 |1.0x10" |rs796743 ENSG00000267284, |intron_variant, -

LOC105372130 intron_variant -
18 55,915,845 T TCC |TCC |0.25 | 3.97 1.1x1014 rs139805436 |LINC0O1416, intron_variant, Schizophrenie, Corneal resistance
factor etc.
ENSG00000267327 |intron_variant -
19 41,638,282 G A A 0.11 |3.61 3.3x1008 rs62117964 DNAJC19P3, downstream_gene_varia |-
ENSG00000269354, |nt, -
LOC105372405 downstream_gene_varia |-
nt,
downstream_gene_varia
nt
18 55,919,359 G A A 0.26 [3.59 1.4x10713 rs35248721 LINCO01416, intron_variant, Schizophrenie, Corneal resistance
factor etc.

ENSG00000267327 | intron_variant -

18 55,994,381 T C C 0.17 [3.33 8.5x10°10 rs117550450 |ENSG00000267327, |upstream_gene_variant, |-
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LINCO1416,

LOC107985164

intron_variant,

upstream_gene_variant

Schizophrenie, Corneal resistance
factor etc.

55,251,269

0.46

2.89

3.1x10"

rs1893431

TCF4

intron_variant,
regulatory_region_variant

FECD, Corneal resistance factor,
corneal hysteresis, unipolar
depression,

Schizophrenie etc.

55,528,657

T

0.42

2.60

1.7x10°09

rs4801158

TCF4

intron_variant

FECD, Corneal resistance factor,
corneal hysteresis, unipolar
depression,

Schizophrenie etc.
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55,893,939 G A G 0.37 |2.53 1.4x100° rs9962249 LINC01416, intron_variant, Schizophrenie, Corneal resistance
factor etc.
ENSG00000267327 |intron_variant -

1,189,840 C T T 0.18 |0.26 2.7x10°08 rs12065129 TTLL10 downstream_gene_varia | Ovarial-Karzinom, Kérpergrofie,
nt, Offenwinkelglaukom etc.
regulatory_region_variant

12 104,710,684 |G A A 0.17 |0.25 [4.5x10% |rs61558853 |CHST11 intron_variant, Carbohydrat-Sulfotransferase 11-
regulatory_region_variant | Messung, KorpergroRe etc.
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5 170,328,134 0.15 |0.21 2.7x1078 LINCO1366 upstream_gene_variant | Farbsehstérung, COPD,
Schizophrenie
4 184,858,106 0.18 |0.21 7.7x1010 rs73873106 MIR3945HG, upstream_gene_variant, |Blutplattchen-Volumen,
Phosphatidylcholin-Messung etc.
ENSG00000289139 |downstream_gene_varia |-
nt
2 31,305,043 0.16 [0.20 |9.7x10%° |rs11124257 |LOC124907751 non_coding_transcript_e |-
xon_variant,
regulatory_region_variant
11 117,204,850 0.16 [0.20 6.6x10°° rs508487 TAGLN, PCSK7, downstream_gene_varia | Triglycerid-/HDL-/Fettsdure-Messung
ENSG00000280143, |nt, etc.
LOC100652768 3_prime_UTR_variant, -
upstream_gene_variant, |-
upstream_gene_variant
11 8,227,467 0.15 [0.20 1.3x1008 rs111887198 |LMO1, intron_variant, KorpergroRe, Glutamin-& Alanin-
upstream_gene_variant, | Messung, Blutglucose etc.
LOC105376536 regulatory_region_variant | -
1 17,623,067 0.15 [0.19 7.1x10°° rs55693639 ARHGEF10L upstream_gene_variant | KorpergrofRe, AML, Neurotizismus-
Messung etc.
19 38,385,834 0.13 [0.19 |4.4x10% |rs183192050 |PSMDS, downstream_gene_varia | HDL-Cholesterol-Messung
GGN, nt, synonymous_variant, |-
SPREDS, upstream_gene_variant, |-
ENSG00000267090 |intron_variant -

34




7 155,811,405 |A 0.15 [0.18 1.7x10%® | rs756884 SHH intron_variant Glomerulare Filtrationsrate, Creatinin-
Messung, Kérpergrolie etc.
7 138,361,050 |G 0.15 |0.18 |6.0x10% |rs79872067 intergenic_variant -
2 74,047,202 C 0.14 [0.18 8.8x100° rs61741171 TET3 missense_variant Alkoholkonsum, Risikoverhalten,
Eosinophile etc.
22 26,031,882 C 0.13 |0.18 3.2x1008 rs5752257 MYO18B downstream_gene_varia | EKG, AML, Vorhofflimmern etc.
nt
11 203,788 C 0.13 [0.17 4.4x10708 rs2280543 ODF3, downstream_gene_varia |-
BETI1L, nt, Hirnaneurysma, Plattchenzahl,
3 _prime_UTR variant, Katarakt etc.
RICB8A, upstream_gene_variant, |Uterusmyom, Katarakt, Hamoglobin
non_coding_transcript_e | etc.
ENSG00000254559 | xon_variant -
2 129,896,833 |G 0.13 |0.17 [3.0x10% |rs10205980 |PLAC9P1 intron_variant Kardio-embolischer Schlaganfall,
Proteinmessung etc.
12 53,079,461 TG 0.13 [0.17 |3.2x10%® |rs28372672 SPRYD3 upstream_gene_variant, | KorpergroRe, Typ-I-Diabetes,
regulatory_region_variant | Hiftumfang etc.
7 1,971,792 C 0.14 |0.15 9.4x100° rs117106123 | MAD1L1 intron_variant Rauchbeginn, Bildungsniveau,
Schizophrenie etc.
5 34,769,268 C 0.12 [0.15 3.5x1008 rs115801393 | RAI14 intron_variant Glomerulare Filtrationsrate,
Hamatokrit, COVID19 etc.
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16

70,157,320

0.12

0.14

1.2x10°08

PDPR,

ENSG00000247228,
LOC400541

' 15,743,996 4.7x10%  |rs62194112 |MACROD2

3_prime_UTR _variant, Neuroimaging Measurement,
downstream_gene_varia | Pulsdruck, Laktatmessung

nt, intron_variant -

intron_variant Leucine-rich repeat transmembrane
protein FLRT3 levels, BMI, Rauch-&

Trinkverhalten etc.
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13 45,680,614 0.11 |0.09 |[3.8x10% |rs113604798 |LINC0O1055 non_coding_transcript_e |Messung des Darmmikrobioms,
xon_variant, Bildungsniveau
regulatory_region_variant

4 57,405,854 0.12 |0.08 1.0x10% | rs75611110 intergenic_variant -

37




Innerhalb von jeweils 1 Mb (Megabasen) auf- und abwarts von rs613872 befanden sich
ebenfalls einige signifikant assoziierte SNPs in Bereichen langer nicht-Protein-kodierender
RNAs (IncRNA), wie beispielsweise LINC01416, LINC0O3069 und LOC1056372130 (s. Tabelle
3). Deren Varianten ergaben in PLINK v1.7 moderate Kopplungsgleichgewichte (Linkage
Disequilibrium, LD) mit R zwischen 0,2 und 0,6 (s. Tabelle 4 und Abbildung 2). Die starkste
Verkniipfung wies dabei die Variante rs796743 auf (R%=0,56). Eine einzelne Variante

(rs8090270) mit moderater Kopplung erreichte keine genomweite Signifikanz.
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ABBILDUNG 2 — LINKAGE DISEQUILIBRIUM ZWISCHEN TOP MARKER RS613872 UND BENACHBARTEN MARKERN
INNERHALB VON 1 MB AUF- UND ABWARTS.

DIE FARBEN REPRASENTIEREN DAS KOPPLUNGSNIVEAU (R?), DAS SICH ZWISCHEN O UND 1 BEFINDET. GENE, DIE DIE REGION
UMFASSEN SIND UNTEN ABGEBILDET - PROTEIN-KODIERENDE GENE IN GRUN, LONG NON-CODING RNAS UND PSEUDO-GENE
IN GRAU (EINSCHLIERLICH ENSG00000267311, ENSG00000267284, MAP1LC3P, LINC01416, ENSG00000287944,

ENSG00000267112, RPSAP57, ENSG00000267327, ENSG00000267732, LINC01905, LINC01539,

ENSG00000267399, ENSG00000287248, LINC03069, SNORA73, LINC01929, RNA5SP459, TCF4-AS1,
MIR4529, TCF4-AS2, RPL21P126, LINCO1415, ENSG00000267172 uND DYNAPP3)
(AUS FECHNERET AL. 2025 (115)).
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TABELLE 4 — LINKAGE DISEQUILIBRIUM ZWISCHEN TOP-MARKER RS613872 UND BENACHBARTEN VARIANTEN
ENTSPRECHEND ABB.2. R2 ST DAS KOPPLUNGSNIVEAU.

rsiD R? p-Wert
rs4801158 0,27 1.7x10-%°
rs796743 0,56 1.0x10-14
rs8090270 0,23 9,9x108
rs139805436 0.3 1 1x10-%
rs35248721 0,26 1.4x10-13
rs764595 0,22 5.2x10-10

Weitere signifikante Marker mit einer Odds Ratio >1 befanden sich auf Chromosom 19 als
Downstream-Variante des Pseudogens DNAJC719P3 und einer ncRNA (OR = 3,61) und auf
Chromosom 5 in einem Intron des SEMAG6A-Gens bzw. seines Anti-Sense-Gens, einer IncRNA
(OR =2,75).

Die weiteren signifikanten SNPs, welche Tabelle 3 zu entnehmen sind, wiesen eine Odds Ratio
unterhalb von 1 auf und deuten damit einen protektiven Effekt gegen die Erkrankung an FECD
an. Sie befinden sich verteilt auf diversen Chromosomen (1, 2, 4,5, 7,11, 12, 13, 15, 16 und
22).

Nahezu alle als signifikant detektierten SNPs befinden sich in Gen-regulierenden Sequenzen,
Introns oder intergenischen Loci sowie in Up- oder Downstream-Varianten, jedoch lediglich

zwei in kodierenden Exons. Letztere wurden als benigne eingestuft.

Im Abgleich mit bereits in anderen Studien identifizierten SNPs stellte sich eine
Ubereinstimmung von acht Varianten heraus. Diese betrafen auf Chr.1 LAMC1 (rs3768617)
und KANK4 (rs79742895), auf Chr. 10 ACTA2/FAS (rs1800682), auf Chr. 11 TMEM258/FEN1
(rs174538) und FEN1 (rs4246215), auf Chr. 18 TCF4 (rs1452787, rs613872) und auf Chr. 21
ZEB1 (rs2839654). Bezogen auf diese Ubereinstimmungen ergab nur unser Leit-SNP
rs613872 eine statistische Signifikanz.

6.3 PATHWAY ENRICHMENT ANALYSE

Gene, die signifikante Marker umfassen, waren zu vielfaltigen Signalwegen angereichert,

einschlielRlich GO-Elementen flir T-Zell-Proliferation und Regulierung der Proliferation von T-
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Zellen!, Lymphozyten und mononukledren Zellen. Auch allgemeinere GO-Begriffe wie
Entwicklungsprozess und Proteinbindung waren signifikant angereichert. Interessanterweise
war der Signalweg aus dem Human Protein Atlas (HPA) (116) fur Colon und periphere
Nerven/Ganglion signifikant, zusammen mit einigen anderen angereicherten Elementen aus
den TRANScription FACtor (TRANSFAC)- und CORUM-Datenbanken (117,118), darunter die
Transkriptionsfaktoren ZBTB5 (zinc finger and BTB domain containing 5), Kaiso (zinc finger
and BTB domain containing 33), PAX-4 (paired box gene 4) und AP-2alpha (activating
enhancer binding protein 2 alpha), sowie das MAD1L1-Homodimer, MAD1L1-MAD2L und
SNARE (RINT1, ZW10, p31)-Komplexe.

Abbildung 3 stellt dies grafisch dar.
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ABBILDUNG 3 — PATHWAY ENRICHMENT ANALYSE ZU GENEN, DIE SIGNIFIKANT MIT FECD AsSOzIIERTE MARKER UMFASSEN

SIGNALWEGE ABGELEITET AUS VERSCHIEDENEN QUELLEN: GENE ONTOLOGY (GO), TRANSFAC (TF), HUMAN PROTEIN
ATLAS (HPA) UND CORUM (AUS FECHNER ET AL. 2025 (115)).

"Im Thymus gereifte Zellen des Immunsystems
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6.4 RISIKOBEWERTUNG

Auf der Grundlage der signifikant mit FECD assoziierten Odds Ratios (OR) wurden genetische
Risikowerte flr alle untersuchten Personen geschatzt. Die Werte reichten von -55 bis 27. Es
wurden keine klaren Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Probanden
beobachtet. Generell gilt: Je hoher der Wert, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit, an FECD
zu erkranken. Dennoch stellt dies lediglich eine Veranlagung dar. Das wird deutlich am Beispiel
einer Kontrollperson, die einen Wert von 20 aufwies und einer erkrankten Person mit einem

Wert von -5, wie in Abbildung 4 ersichtlich.
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ABBILDUNG 4 — GENETISCHER RISIKO-SCORE
SCHATZUNG AUF GRUNDLAGE DER SIGNIFIKANT MIT FECD ASSOZIIERTEN MARKER (AUS FECHNER ET AL. 2025 (115)).
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VIL. DISKUSSION

Primares Ziel dieser Arbeit war die Entdeckung neuer und die Validierung bekannter
genetischer Varianten bei Patienten mit Fuchs’scher Endotheldystrophie. Dieses Ziel wurde
an einer erstmals deutschen Population mit GUberwiegend mitteleuropaischen Wurzeln erreicht.
Dazu wurden Uber einen Zeitraum von ca. 3,5 Jahren 157 klinisch diagnostizierte FECD-Falle
und 309 Kontrollen aus dem klinischen Alltag einer Universitatsaugenklinik in die Studie
eingeschlossen. Die enthommenen Blutproben wurden in einem externen Labor mittels SNP-
Chip-Technologie einer genomweiten Assoziationsanalyse unterzogen und die Ergebnisse
anschliefend bioinformatisch und statistisch untersucht. Hierbei konnten signifikante
Assoziationen einzelner Varianten festgestellt sowie unter Anwendung eines sogenannten
Pathway-Enrichment-Analyse-Tools die Anreicherung dieser im biologischen Kontext
hergeleitet werden. Im Folgenden soll eine Auswertung der Ergebnisse unter Einbeziehung
vorhandener Literatur und spezialisierter Datenbanken sowie eine kontextbezogene
Einordnung ausgewahlter Gene in ihre biologischen Funktionen erfolgen. Schlussendlich wird
auf die Limitationen und Starken sowohl der Methode als auch der Vergleichbarkeit mit

anderen ahnlich gearteten Studien kritisch eingegangen.

71 AUSWERTUNG DER GWAS-ERGEBNISSE

Die dieser Arbeit zugrundeliegende genomweite Assoziationsstudie zur FECD konnte bei
einem GWAS-(iblichen Signifikanzniveau von 5 x 108 eine genomweit signifikante Assoziation
von 41 SNPs feststellen. Diese befanden sich verteilt auf 15 Chromosomen und zahlreichen
Genen und wiesen sowohl protektive Effekte bei einer Odds Ratio (OR) <1 als auch
krankheitsférdernde Effekte bei einer OR >1 auf. Im Rahmen der Uberlegung, unsere Daten
im Hinblick auf therapeutische Targets zu analysieren, wird im Folgenden diesbezlglich

unterschieden.

7.1.1 VARIANTEN MIT OR >1

Es war in dieser Arbeit mdglich, die signifikante Bedeutung des Chromosoms 18 und im
Speziellen des TCF4-Locus' zu bestatigen. Bemerkenswert ist weiterhin die Haufung an
Signifikanzen in sogenannten neuartigen Transkripten (,novel transcripts“) und langen nicht-
kodierenden RNAs (IncRNAs), auf deren Rolle bei der Entstehung von Krankheiten noch im

Gesonderten eingegangen werden soll.
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Es soll nunmehr der TCF4-Locus naher beleuchtet werden. TCF4 wird in mehr als 20
Geweben exprimiert und spielt moglicherweise eine Schlusselrolle in der Entwicklung des
Nervensystems. Neben der Assoziation mit FECD ist es auch mit dem Pitt-Hopkins-Syndrom
verbunden, welches durch geistige Retardierung und Gesichtsanomalien charakterisiert ist.
Bezulglich weiterer allgemeiner Informationen zu diesem Gen s. auch Einleitung Kapitel 3.2.3.
Der bereits mehrfach validierte SNP rs613872 (p=8.0x1023, OR= 8.6) im dritten Intron des
TCF4-Gens liel3 sich auch in dieser Studie replizieren. Er wies die beste Signifikanz auf und
bestatigt damit die Erkenntnisse der ersten GWAS zur FECD aus dem Jahr 2010 von Baratz
et al. (3). Die mit rs613872 in Verbindung gebrachten Merkmale sind mannigfaltig, die héchste
Signifikanz erreicht neben FECD jedoch u.a. die zentrale korneale Dicke (119).

Korrelierend zu den Erkenntnissen von Krachmer et al. und Rosenblum, Stark und Maumenee
stellten wir weiterhin den dominanten Effekt des G-Allels fest (52,53).

Vier weitere Varianten innerhalb des TCF4-Gens wiesen eine genomweite Signifikanz auf, sie
alle befanden sich in intronischen Sequenzen. Rs4801158 ergab ein Kopplungsgleichgewicht
von R?= 0,27 und steht damit in moderater Kopplung zum Leit-SNP.

Rs1893431 wies in einer Studie eine Assoziation mit verringerten Negativ-Symptomen bei
Schizophrenie auf (120).

Obwohl die Haufigkeit von CTG18.1 TNR-Extensionen im TCF4-Gen in unseren Proben nicht
bekannt ist, Iasst sich angesichts der hohen Kopplungsungleichgewichte mit rs613872 (62)
sowie vorangegangener Studien in der deutschen Population (69) davon ausgehen, dass es

sich um die primare kausale Variante fir FECD handelt.

Rs796743 in LOC105372130 (p=1,0x10-14, OR=4,06) befindet sich nur 80.000 bp entfernt
von dem zuvor von Afshari et al. und Gorman et al. identifizierten Leit-SNP rs11659764 (4,5),
der nicht in der aktuellen Version des Axiom™ Precision Medicine Diversity Array enthalten
ist. LOC105372130, eine INcRNA, ist tiber rs11659764 mit der kornealen Hysterese (CH) und
dem Hornhautwiderstandsfaktor (CRF, ,corneal resistance factor®), dem Augeninnendruck
und dem Verhaltnis von Harnalbumin zu Kreatinin (UACR) assoziiert (121-124). Die
Assoziation mit biomechanischen Eigenschaften, d.h. CH und CRF, die bei FECD signifikant
niedriger sind als in normalen Augen (50), macht LOC1056372130 zu einem interessanten

Kandidatengen flr FECD, da es anzunehmender Weise die Expression von TCF4 beeinflusst.

LINC01416 und ENSG00000267327 (rs9962249, rs139805436, rs35248721, rs117550450)
sind weitere IncRNAs. Verschiedene Varianten in LINC01416 sind phanotypisch mit der
zentralen Hornhautdicke und des Hornwiderstandsfaktors sowie endothelialer Zelldichte und

endothelialer Zellform (Hexagonalitat) assoziiert (119,125,126).
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LINC03069 (rs764595), ebenfalls eine IncRNA, ist unter anderem mit Verhalten und
Schizophrenie verbunden und mit zentraler Hornhautdicke sowie Messung der

Hornhautendothelzellen assoziiert (125,127).

Daruber hinaus wurden zwei genetische Loci auf den Chromosomen 19 und 5 mit genomweiter
Signifikanz und einer OR >1 identifiziert.

Zunachst zu rs153643: Diese Variante befindet sich in einem Intron des SEMAG6A-Gens auf
Chr. 5 (p=3,1x10, OR=2,75). Das Gen SEMAG6A, welches flr das Protein Semaphorin6A
kodiert, ist mit der TUBBIII-Expression? und der Modifikation des Aktin-Zytoskeletts durch
Beeinflussung der Anordnung von Aktinfilamenten und der Dynamik von Mikrotubuli
verbunden (128,129). Als Klasse-6-Semaphorin hat das Transmembranmolekil die langste
zytoplasmatische Domane und ist eines von 20 Semaphorinen beim Menschen. lhre
Rezeptoren umfassen die Mitglieder der Plexin-Familie, die eine RasGTPase-aktivierende
Protein-Domane mit einer eingefugten Rho-GTPase-Bindungsdomane aufweisen (130). Bei
Zebrafischen ist SEMAGA in Verbindung mit PlexinA2 entscheidend, um die Integration von
Zellen im Epithel wahrend der Entwicklung des Augenblaschens aufrechtzuerhalten (131). Die
Krebsforschung hat gezeigt, dass das Level der SEMAG6A-Proteinexpression bei BRAF-
mutierten Melanompatienten prognostische Bedeutung hat, indem es den Umbau des
Aktinzytoskeletts Giber einen SEMABA-RhoA-YAP-Weg?® reguliert (132). Dartiber hinaus spielt
es eine Schlusselrolle bei der Zytosol-induzierten Apoptose in Lungenkrebszellen (133).
Trotz der unklaren funktionellen Relevanz der intronischen Variante sind die interessanten
Eigenschaften des beherbergenden Gens SEMAGA vielversprechende Ausgangspunkte fir
weitere Untersuchungen beziiglich seiner Rolle bei der Entwicklung der FECD. Da sowohl
Apoptose als auch der Umbau des Zytoskeletts wesentliche Faktoren im Krankheitsverlauf
darstellen, koénnten zum Beispiel die Expressionslevel von Semaphorin 6a in
Hornhautendothelzellen gemessen werden.

Die Variante rs62117964 auf Chr. 19 befindet sich im DNAJC19P3-Gen, einem Pseudogen,

von dem bisher keine Funktionen bekannt sind.

7.1.2 SIGNIFIKANTE MARKER MIT OR <1

Es zeigen sich weiterhin eine Reihe von signifikanten Markern mit einer Odds Ratio unter 1,
die auf eine protektive Wirkung in der Kontrollgruppe hindeutet. Beispielhaft soll im Folgenden

auf die drei markantesten Loci genauer eingegangen werden.

2 Klasse Ill B-Tubulin
3 Semaphorin6A-Rho-GTPaseA-Yes-Associated Protein
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Einer davon ist rs55693639 in ARHGEF10L auf Chr. 1. Das Gen kodiert fir den Rho-Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor 10 Like, der zur RhoGEF*-Unterfamilie der RhoGTPasen gehort.
Diese Proteine sind an Zellmigration, -Adhasion und Veranderungen des Aktinzytoskeletts
sowie der Dynamik von Mikrotubuli beteiligt. ARHGEF10L wirkt als RhoGEF fur RhoA, RhoB
und RhoC, wobei RhoA moglicherweise fir die Differenzierung von Hornhautendothelzellen in
Mausaugen erforderlich (134) und Teil des p120-Kaiso-RhoA-ROCK-Signalwegs® ist. Ortega
et al. beobachteten aulerdem, dass eine Exposition des Endothels gegeniber
hyperosmotischem Stress zu einer verstarkten Aktinpolymerisation und zur Stimulierung der
Aktivitat der Rho-GTPasen Rac1 und RhoA fuhrte. Die Hemmung der von Rac1 und RhoA
vermittelten Signalwege hatte einen geringfligigen Einfluss auf die Stérung der
Endothelbarriere, verzdgerte jedoch deutlich die Wiederherstellung der Barriere nach
Entfernung des (hyperosmotischen) Stressors. Umgekehrt verstarkte die Aktivierung von Rac1
und RhoA nicht nur die intrinsische Funktion der endothelialen Barriere, sondern beschleunigte
auch den Reparaturprozess derselben. Der RhoA-ROCK-Signalweg kann mit dem klassischen
TGFB-Signalweg gekoppelt sein (135).

Die Parallele zu TCF4, welches an E-Box-Sequenzen von Promotoren und Enhancern
spezifischer Gene bindet, besteht in der Beteiligung an der Genregulation in den TGF-3- und
NF-kB-Signalwegen sowie an der mesenchymalen Transition und Apoptose. Somit konnte
nicht nur TCF4, sondern auch ARHGEF10L zum Verlust von Endothelzellen bei FECD

beitragen.

Auch rs17884378 im TNFRSF1B-Gen auf dem Chromosom 1 stellt eine neu mit FECD
assoziierte Variante dar. TNFRSF1B ist ein Synonym zu TNFR2 (Tumornekrosefaktor
Superfamily 1B = Tumor Necrose Factor Receptor 2), welcher pro- und anti-inflammatorische
Effekte aufweist.

Ligand des TNFR2 ist das Zytokin TNFa (Tumornekrosefaktor a), welches auch in der
Vorderkammer des Auges vorkommt. Shivanna et al. zeigten in diesem Zusammenhang auf,
dass die Bindung von TNFa an seine Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 eine Vielzahl von
Effekten hervorruft, u.a. die Induktion des Verlustes der Barrierefunktion kornealer
Endothelzellen und Apoptose sowie die Stérung des Zytoskeletts (136).

Auf der anderen Seite kann die Expression von TNFR2 in kornealen Zellen einen protektiven

Effekt auf die Abstol3ung eines allogenen Transplantats nach Hornhaut-Transplantation haben

4 Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
5 Protein120-Kaiso-RhoA-Rho-Associated Protein Kinase
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(137). Es verbleibt jedoch Unklarheit tGber die konkrete Auswirkung der intronischen Variante

auf die Expression von TNFR2.

Auf Chromosom 2 ergab sich eine genomweite Signifikanz fir den SNP rs62167331 auf dem
CCDC85A-Gen (Coiled-Coil Domain Containing 85A). Das Protein, welches hierdurch codiert
wird, aktiviert sowohl Zellmigration als auch -invasion. Des Weiteren fordert es zelleigene
Abwehrmechanismen (die sogenannte UPR = Unfolded Protein Response) gegeniber
Endoplasmatischem Retikulum-Stress. ER-Stress, ausgelést durch die Anhdufung
ungefalteter Proteine im ER, wird durch im ER befindliche transmembranése Proteine initiiert.
Zusatzlich wird die Expression von ATF4 (Activating Transcription Factor 4), einem
Schliisselspieler in der UPR Uber die sogenannte PERK-elF2a-Achse®, durch CCDC85A
verstarkt. ATF4 schitzt Zellen vor ER-Stress, indem es autophagische Prozesse einleitet.
Gleichzeitig kann es auch die Expression von proapoptotischen Genen (z.B. CHOP')
bewirken, sofern der ER-Stress nicht gemildert wird (138). Im Zusammenhang mit FECD ist
bekannt, dass die UPR Teil ihrer Pathophysiologie ist, die zu Gbermafliger Ablagerung von
Extrazellularmatrix, Apoptose und vorzeitiger Alterung der Endothelzellen fihrt (1). Somit ware

auch dieses Gen ein idealer Kandidat fur weitere Untersuchungen.

7.1.3 LONG NON-CODING RNAS (LNCRNAS)

Neben der Vielfalt an unterschiedlichen codierenden Genen mit signifikanten Varianten ist
auffallig, dass 14 signifikante SNPs in IncRNAs liegen (u.a. LINC01416, LINC03069,
LINC01905, LINC01366, LINC0O1055 und 7 neuartige Transkripte). Long non-coding RNAs
werden Uber ihre Lange von >200 Nukleotiden definiert und gehdéren zur grofden Gruppe der
non-coding RNAs. Diese erlangten in den letzten zwei Dekaden zunehmend an Bedeutung als
sich herausstellte, dass nur etwa 2 % des menschlichen Genoms fiir Proteine kodieren, aber
70 % des Genoms ftranskribiert werden (139). Obwohl insgesamt ein niedriger
Konservierungsgrad der IncRNAs zwischen den Spezies besteht und sie schneller evolvieren,
kann man ihnen inzwischen vielfaltige Rollen zuschreiben (140). Dazu gehért die
epigenetische Regulation von Genexpression z.B. durch Chromatinorganisation und
Veranderung der Zuganglichkeit von Genen fir Transkriptionsfaktoren, Disruption der
Translation, Einfluss auf die mMRNA-Stabilitat etc.. Fir nahere Erlauterungen zur Funktion von
IncRNAs wird auf die Veroffentlichungen von Kung et al. und Angrand et al. verwiesen
(139,141).

6 Protein Kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase - Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 Alpha
7 CCAAT/Enhancer-binding Protein-homologes Protein

46



Im Hinblick auf humane Krankheitsbilder konnte IncRNAs eine Verantwortung u.a. bei
Entwicklungsstérungen wie dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom und dem Silver-Russel-
Syndrom sowie bei der Krebsentstehung zugeschrieben werden (139), aber auch Studien tUber
die endothelial-mesenchymale Transition (EMT) bei Lungenfibrose, diabetischer
Kardiomyopathie und proliferativer Vitreoretinopathie ergaben entscheidende Beteiligungen
von IncRNAs am Prozess (142-144). Die Involvierung von IncRNAs in der EMT bei
Fuchs’scher Endotheldystrophie wurde unseres Wissens hingegen noch nicht postuliert. Wir
stellen auf Grundlage der in dieser Studie identifizierten Signifikanzen (besonders derjenigen
in moderater Kopplung mit dem Leit-SNP rs613872 im TCF4-Gen) die These auf, dass
IncRNAs im Prozess der endothelial-mesenchymalen Transition bei FECD involviert sind.
Wenn ein IncRNA-Gen in einem moderaten Kopplungsgleichgewicht mit einem Protein-
codierenden Gen steht, deutet dies darauf hin, dass Veranderungen in der Expression des
INcRNA-Gens mit Veranderungen in der Expression des Protein-codierenden Gens
einhergehen kénnten. Auch wenn die intronische Variante in TCF4 keine erkennbare direkte
Auswirkung auf seine Genexpression hat, so kdnnten Veranderungen in den umgebenden
IncRNAs die Expression von TCF4 und Uber dieses das EMT-induzierende ZEB1
beeinflussen. Einschrankend diesbezlglich ist allerdings das widersprichliche
Expressionslevel von TCF4 in verschiedenen Studien (68,69,145), welches jedoch unter
Einbeziehung der von uns identifizierten INcRNAs weitergehend untersucht werden konnte.

Interessanterweise zeigten Wang et al. 2022 am Mausmodell auf, dass die Expression der
INcRNA NEAT18 in UVA-induzierter FECD herunterreguliert ist und im Gegenzug der CRISPR-
bedingte Funktionszugewinn von NEAT1 protektiv auf die UVA-induzierte FECD wirkte (146).
Weiterhin lie® sich kiirzlich ebenfalls am Mausmodell anhand von Expressionsmustern eine
Dysregulation von IncRNAs und deren Anreicherung in FECD-zugrundeliegenden
biologischen Funktionen, besonders in der Apoptose, identifizieren (147). Die gleiche
Arbeitsgruppe konstatierte vorher die Moglichkeit, dass verschiedene IncRNAs diverse

Funktionen der kornealen Endothelzellen unter oxidativem Stress regulieren (148).

7.1.4 PATHWAY ENRICHMENT ANALYSE

Die Gene, die die signifikanten Marker umfassten, wurden unter anderem fiir den Kaiso
(Zinkfinger und BTB-Domane® enthaltend 33) -Weg angereichert, einen Transkriptionsfaktor,
der an zahlreichen biologischen Prozessen wie epithelial-mesenchymaler Transition (EMT)

und Apoptose beteiligt ist. Er spielt u.a. eine Rolle bei der Ausbreitung menschlicher

8 Nuclear Enriched Abundant Transcript 1
9 Broad-Complex, Tramtrack and Bric-a-brac-Domane
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Hornhautendothelzellen (durch p120-Kaiso-RhoA-ROCK-Signalgebung nach Knockdown von
p120-Kaiso) und es konnte die Mdglichkeit gezeigt werden, humane korneale Endothelzellen
durch p120-Kaiso siRNA-Knockdown in den Progenitorstatus zurlick zu programmieren
(149,150).

Darliber hinaus gab es eine Anreicherung flir AP-2alpha, ein Mitglied der
Transkriptionsfaktoren der Activating Protein-2-Familie. Dies ist an der Differenzierung von
geschichteten Epithelien, einschlieRlich der Augenoberflache, beteiligt, indem es die

Expression von Cadherin induziert (151,152).

ZBTB5 (Zinkfinger und BTB-Domane enthaltend 5) ist ein Transkriptionsfaktor und Proto-
Onkogen, der in Anwesenheit von Tumorsuppressor-Protein 53 (p53) die Zellproliferation
stimuliert, bei Abwesenheit von p53 jedoch die Apoptose fordert (153). Es wurde weiterhin
gezeigt, dass die Expression von im Zellkern befindlichem ZBTB5 in Retinoblastom- und
Muskelkrebsgeweben hdher ist. Es konkurriert dabei mit p53 um die Besetzung von p53-
Bindeelementen und unterdriickt die Transkription des Zellzyklusarrestgens p27 (Cyclin-
dependent Kinase Inhibitor 1) (154). Dartber hinaus ist ZBTB5 an Prozessen beteiligt, die die
Cisplatin-Resistenz bei nicht-kleinzelligem Lungenkrebs uber eine IncRNA (LINC00221)
férdern (155).

Ein weiterer angereicherter Begriff war MAD1L1 (Mitotic Arrest Deficient 1 Like 1), ein
Bestandteil des mitotischen Spindel-Assemblierungskontrollpunktes, der den Beginn der
Anaphase verhindert, bis alle Chromosomen ordnungsgemafl® an der Metaphasenplatte
ausgerichtet sind. MAD1L1 funktioniert als Homodimer und interagiert mit MAD2L1. MAD1L1
kann eine Rolle bei der Zellzyklussteuerung und der Tumorsuppression spielen. Der Verlust
von MAD1 (laut NCBI, Synonym fir MAD1L1) kann, indem die Sekretion von a5-Integrin
gestort wird, zu Defiziten in der zelluldren Anheftung, Adhasion und Aktivierung der fokalen
Adhasionskinase (FAK) fiihren. Dariber hinaus hemmt MAD1 die Zellbewegung oder
beschleunigt alternativ die gerichtete Zellmigration, korrelierend mit seinem Expressionslevel
(156). Juang et al. stellten fest, dass ein niedrigerer Expressionsgrad von E-Cadherin aufgrund
einer verringerten MAD1-Expression dazu fuhrt, dass die Migrationsfahigkeit wvon
Brustkrebszellen erhéht wird (157). Wahrend in Hornhautendothelzellen deutscher Patienten
in einer Studie von Foja et al. E-Cadherin nicht nachgewiesen werden konnte, war N-Cadherin
sowohl in den Kontrollen als auch in betroffenen Endothelzellen darstellbar (69). N-Cadherin
ist ein Induktor der endothelial-mesenchymalen Transition, die Teil der Pathogenese von
FECD ist, und seine Expression in der Umgebung von Guttae-umgebenden Endothelzellen
erhdht (158).
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In unserer Studie zeigte sich eine neuartige Variante (rs117106123) in MAD1L 1 signifikant mit
FECD assoziiert (OR 0,15; p=9,4x10°%°). Die Variante ist intronisch, und ihre Konsequenz noch
unklar. Eine weiterfuhrende Analyse der E-Cadherin-Expression in Endothelzellen ware

jedoch ein interessanter weiterer Ansatzpunkt.

7.1.5 EINSCHRANKUNGEN UND STARKEN DER DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

Unsere GWAS-Analyse weist Limitationen und Starken auf, auf die hier naher eingegangen
werden soll. Ganz generell bietet eine GWAS den Vorteil, weitgehend unvoreingenommen
nach mit einer Krankheit assoziierten Markern zu suchen — und zwar genomweit. Sie kann
eine Grundlage fir die daran anknlpfende Hypothesengenerierung und fiir funktionale Studien
bilden. Sie berlcksichtigt jedoch weder nicht-genetische Einflisse auf die Erkrankung, wie
Umweltfaktoren, noch sind die Ergebnisse ohne weiteres auf die verschiedenen ethnischen
Gruppen Ubertragbar.

Die Kohortengrofe in unserer Studie ist begrenzt, ahnlich der ersten GWAS zu diesem Thema
durch Baratz et al. (3), aber deutlich kleiner als die nachfolgenden Genomweiten
Assoziationsstudien (4,5). Die bisher umfangreichste GWAS durch Gorman et al. konnte
allerdings durch eine Meta-Analyse mit den Daten von Afshari et al. die Fall- und
Kontrollzahlen deutlich erhéhen und rekrutierte die Teilnehmer lediglich Uber bestehende
Datenbanken des Million Veterans Programms und nicht nach direkter klinischer Beurteilung.
Im Gegensatz zu friheren GWAS zu FECD profitiert unsere Studie von phanotypisch scharf
beschriebenen Fallen und einer ethnisch homogenen Studiengruppe. Letzteres minimiert
potenzielle genetische Stdrvariablen und erhoht die Aussagekraft der Ergebnisse. Zwar
basierten friihere Studien ebenfalls auf Probanden europaischer Herkunft, jedoch wurde
bislang keine Untersuchung ausschlief3lich an einer deutschen Population durchgefuhrt. Da
alle Patienten und Patientinnen in derselben Klinik rekrutiert wurden, gehen wir nicht nur von
hereditarer, sondern auch von umweltbedingter Homogenitat im Hinblick auf
Lebensgewohnheiten und kulturelle Einflisse aus.

Die limitierte Probandenzahl ist méglichweise der Grund zwar signifikanter, aber weit Uber das
Genom verteilter Einzel-SNPs ohne Bildung prominenter Assoziationspeaks aufRerhalb des
TCF4-Locus. Dass diese bis auf unseren Leit-SNP (rs613872) die in vorigen GWAS
identifizierten Varianten bzw. Loci nicht widerspiegeln, kénnte mitunter dem Fakt geschuldet
sein, dass das von uns verwendete Axiom™ Precision Medicine Diversity Array nur eine
geringe Uberlappung mit den in vorigen Studien verwendeten Arrays lllumina 370K und
HumanOmni 2.5 zeigt (159). Die von Afshari et al. 2017 als genomweit signifikant identifizierten
Varianten in KANK4 und LAMC1 wurden durch unser Array zwar erfasst, erwiesen sich aber

als nicht signifikant. Die eingeschrankte Uberlappung der getesteten SNPs beeinflusst

49



zweifelsohne den Vergleich mit den bisherigen GWAS-Studien hinsichtlich Ubereinstimmung
und Entdeckung von assoziierten Markern. Sie birgt aber den groRen Vorteil neue Varianten
identifizieren zu kénnen.

Aufgrund der begrenzten Stichprobengrofle sowie des damit unverhaltnismaflig hohen
Kosten- und Datenverarbeitungsaufwands wurde auf eine Imputation zusatzlicher Varianten
verzichtet. Zudem kann Imputationsunsicherheit bei der Berechnung polygenetischer
Risikoscores in kleinen Stichproben durch die Summation zahlreicher potenziell instabil
geschatzter Effekte die Varianz der Scores erhdhen und dadurch die Gefahr einer
Effektiberschatzung weiter verstarken.

Das hier verwendete SNP-Array hat sich als besonders geeignet erwiesen einen Risiko-Score
zu erheben. Des Weiteren weist das PMDA-Array eine hohe Zahl an SNPs mit einem héheren
CADD-Score (Combined Annotation Dependent Depletion Score) auf, der einen Hinweis auf
die Wahrscheinlichkeit einer Variante, pathogen zu sein, liefert (159). Schlussendlich ist das
PMDA durch seine Vielzahl an klinisch und insbesondere Immunsystem-relevanten Varianten,

seine Aktualitdt und seine Kosten insgesamt ein sehr geeignetes Array fiir diese Studie.

Die Pathway Enrichment Analyse ermdglicht es, biologisch relevante Zusammenhange in
umfangreichen Genomdatensatzen zu erkennen, indem sie Uberreprasentierte Signalwege
und funktionelle Gen-Gruppen identifiziert. Dadurch tragt sie wesentlich zur Interpretation
komplexer Datensatze bei. Sie kann Schlisselmechanismen aufzeigen, ebenfalls zur
Hypothesenbildung beitragen und bietet einen ganzheitlichen Ansatz (160). Nachteilig sind
jedoch die Abhangigkeit — sowohl von der Qualitat der genutzten Datenbanken als auch von
der Qualitat der zugrundeliegenden Studien-Datensatze. Schlussendlich Ubersieht sie unter
Umstanden die Vielschichtigkeit von Genaktivitaten in einem Signalweg und fuhrt eventuell zu

sfalscher Vereinfachung® (161).

Um die Robustheit unserer Ergebnisse zu verbessern, ware eine Studie zur Replikation der
identifizierten SNPs mit einer unabhangigen Versuchsgruppe wiinschenswert. Dartiber hinaus
konnte die Anwendung von Imputation (also die statistische Vorhersage nicht direkt
genotypisierter SNPs auf Basis bekannter Haplotypstrukturen) die Anzahl der vorhergesagten
SNPs erhdhen(162). Bei gleichzeitiger Erstellung eines individuellen Risiko-Scores sollte dies
aus ethischer Sicht jedoch kritisch betrachtet werden, da auf Grundlage von geschatzten

Daten eine pradiktive Aussage getroffen wiirde.
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VIIl. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Das Ziel der Studie, neue Varianten in Assoziation zur Fuchs’schen Endotheldystrophie zu
identifizieren und vorige Varianten zu verifizieren, wurde erreicht. Mit unseren Ergebnissen
liefern wir neue Ansatzpunkte in der Erforschung der komplexen Pathogenese der FECD,
einerseits durch die Identifikation signifikanter Protein-kodierender Gene, aber auch durch den
augenscheinlichen Stellenwert insbesondere langer nicht-kodierender RNAs. Es gelang aber
auch, mit der Bestatigung des TCF4-Locus und eines seiner Leit-SNPs (rs613872) sowie mit
der Identifizierung von IncRNAs in moderater Kopplung zu TCF4 die herausragende
Bedeutung von Chromosom 18 in diesem Zusammenhang zu untermauern. Mehrere tber das
Genom verteilte SNPs stellten sich ebenfalls als signifikant heraus, bildeten jedoch keine
Assoziationspeaks, was eventuell der limitierten Probengréfie zuzuschreiben ist. Sie lagen
einerseits in neuartigen Transkripten ohne bisher bekannte Funktion sowie andererseits in
Introns von Loci, deren Proteine eine Rolle in mannigfaltigen biologischen Signalwegen
spielen.

Sowohl eine funktionale Validierung der IncRNAs und der Introne als auch Studien zur
Untersuchung der Expressionslevel der kodierten Proteine in Hornhaut-Endothelzellen sind
eine spannende Perspektive.

In die Zukunft blickend und hypothetisch kénnten fir Patienten durch die Etablierung von
individuellen genetischen Risikoprofilen Aussagen Uber die jeweilige Wahrscheinlichkeit zur
Entwicklung einer FECD bzw. deren Progress getroffen werden. Letztendlich bietet die
Entschlisselung des genetischen Aspektes der Pathogenese die Chance, neue
Therapiekonzepte wie z.B. die vektorgestiitzte oder CRISPR-Cas9'%-vermittelte Gentherapie
zur gezielten Ausschaltung oder Korrektur kausaler Gene zu entwickeln. Dies betrafe sowonhl

das Vorbeugen der FECD-Entstehung als auch die Progressionspravention.

10 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats -CRISPR-associated Protein 9
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