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1. Einleitung 

1.1. Altersbedingte Makuladegeneration 

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist die Hauptursache für Erblindungen 

von Personen über 50 Jahren in der westlichen Welt (Friedman, 2004; Schrader, 

2006). Die Erkrankung zerstört die für das Lesen oder das Erkennen von Gesichtern 

notwendige zentrale Sehfähigkeit, bis dem Patienten im Endstadium nur noch ein 

orientierendes Sehvermögen bleibt. 1874 fand erstmalig eine Erwähnung der AMD in 

der medizinischen Literatur statt. Damals wurde sie unter der Bezeichnung: 

„symmetrische, zentrale choroidal-retinale Erkrankung, die bei älteren Menschen 

auftritt“ geführt (Hutchinson, 1874). Der Begriff der „senilen Makuladegeneration“ 

fand 1885 das erste Mal Verwendung (Haab, 1885) und 1903 verwendete Oeller 

erstmalig in einem offiziellen Rahmen den Begriff „disciform“, um das Krankheitsbild 

zu beschreiben, welches heute als exsudative oder „feuchte“ AMD bekannt ist (Ryan, 

1980). Auf Grund der Erkenntnisse auf den Gebieten der Pathogenese und zur 

weiteren Abgrenzung gegenüber anderen Krankheitsbildern, hat sich in den 1980er 

Jahren die Bezeichnung „altersabhängige Makulopathie“ durchgesetzt. Dieser Begriff 

war der Vorläufer der heutigen Bezeichnung des Krankheitsbildes „altersbedingte 

Makuladegeneration“, kurz: „AMD“ (de Jong, 2006). Um die Pathogenese der AMD 

zu beschreiben, muss zunächst im folgenden Abschnitt auf die Anatomie des Auges 

eingegangen werden.  

 

1.1.1. Anatomischer Überblick 

Wie man in Abbildung 1.01 erkennt, besteht die Hülle des menschlichen Auges aus 

drei konzentrischen Schichten (Grehn, 2008). Außen befindet sich die gefäßarme 

Lederhaut (Sklera), mittig das Gefäßnetzwerk der Aderhaut (Choroidea) und innen 

liegt die fotorezeptive Netzhaut (Retina). Die für den weiteren Verlauf der Arbeit 

wichtigen Bereiche des menschlichen Augen werden in den folgenden Unterpunkten 

beschrieben. 
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Abbildung 1.01: Der Aufbau des Auges 

Von außen nach innen wird das menschliche Auge von der Sklera, der Choroidea und der 
Retina umhüllt. Das Licht trifft durch die Hornhaut und die Pupille auf die Linse, wird dort 
gebündelt und fällt durch den Glaskörper auf die Retina. In der Retina werden die optischen 
Signale in neuronale Signale umgewandelt und über den Sehnerv an das Gehirn geleitet 
(linke Abbildung). Apikal werden die Fotorezeptorzellen von dem einschichtigen retinalen 
Pigmentepithel umschlossen, um Nährstoffe sowie Abbauprodukte über die Bruchsche 
Membran von bzw. zu den Gefäßen der Choriocapillaris zu transportieren (rechte Abbildung) 
(übernommen von http://lasikaugen.com und http://studydroid.com) 

 

1.1.1.1. Die Makula 

Die Macula lutea (kurz: Makula) oder auch „Gelber Fleck“ genannt, befindet sich 

zentral am hinteren Pol der Retina, temporal des Sehnervenkopfes (Papilla 

nervioptici) und innerhalb der großen Gefäßarkaden, bestehend aus den 

Venolaetemporalis retinae inferioris und superioris (Abb. 1.01). Sie hat einen 

Durchmesser von etwa 4 mm (Kolb, 1995). In der Mitte der Makula liegt die Fovea 

centralis (kurz: Fovea) mit einem Durchmesser von etwa 1 mm. Sie ist verantwortlich 

für feinste Ortsauflösung und räumlich differenzierte Wahrnehmung (Holz, 2004). Nur 

mit der Makula wird die größte Sehschärfe erreicht, die etwa beim Lesen benötigt 

wird. Der Grund dafür ist die höchste retinale Konzentration an Fotorezeptoren, mehr 

als eine Schicht an Ganglienzellen und eine starke Anhäufung des Pigments 

Xanthophyll. Eine Schädigung der Makula führt demnach nicht nur zum Verlust der 

zentralen Sehschärfe, sondern auch zu einer verminderten Kontrastwahrnehmung, 

einem eingeschränkten Farbsehen und der Unfähigkeit, sich an veränderte 

Lichtverhältnisse anzupassen (Tolentino, 1994; Frennesson, 1995; Augustin, 2007; 

Kanski, 2007).  

1.1.1.2. Die Retina 

Die Retina (Netzhaut) ist die innerste Schicht des menschlichen Auges. Sie hat eine 

Dicke von 200 µm und besteht aus 3 Neuronenschichten (NS) und 8 verschiedenen 
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Gewebsschichten. Außen grenzt die Retina an das retinale Pigmentepithel (RPE) 

und innen an den Glaskörper (Abb. 1.02).  

Ausgehend von dem retinalen Pigmentepithel (RPE), welches die Retina nach außen 

hin abschirmt, wird die Retina durch die äußere limitierende Membran (outer limiting 

membrane, OLM) begrenzt. Die OLM besteht aus Zellverbindungen (Zonulae ad-

herentes) zwischen Müllerzellen und den inneren Segmenten der Photorezeptoren 

(inner segments, PR IS). Die Müllerzellen gehören zu den Gliazellen und sorgen 

dafür, das einfallende Licht an die Photorezeptoren weiterzuleiten (Franze, 2007). 

Eine weitere Funktion der Müllerzellen ist die Bildung von Zellfortsätzen, die sich bis 

zu den Mikrovilli des RPE erstrecken und die Photorezeptoren untereinander verbin-

det (Kellner, 2008). Von den zwei Photorezeptortypen, den Zapfen und Stäbchen, 

sind die Stäbchen mit einer Anzahl von 110-125 Millionen (Kolb, 1995) am zahl-

reichsten in der Retina vorhanden. Sie ermöglichen durch die Aufnahme von kurz-

welligem Licht das Dunkel- und Schwarz-Weiß-Sehen (skotopisches Sehen). Die 6,4 

Millionen Zapfen hingegen ermöglichen das Tag- und Farb-Sehen (photopisches 

Sehen). Die Stäbchen und Zapfen bestehen aus äußeren und inneren Segmenten. 

Die äußeren Segmente (outer segments; PR OS) der Stäbchen bestehen aus 

Membranscheiben und die OS der Zapfen aus großflächigen Einfaltungen der 

Membran. In den äußeren Segmenten findet die Phototransduktion statt, da hier das 

Rhodopsin (Stäbchen) bzw. das Opsin (Zapfen) eingelagert ist. Das anliegende RPE 

phagozytiert die abgeschnürten äußeren Membranscheiben der OS beider 

Photorezeptoren und baut den Inhalt der Phagosomen mit Hilfe von lysomalen 

Enzymen ab (Anderson, 1978; Boulton, 1994). In den PR IS befinden sich die 

Mitochondrien und das endoplasmatische Retikulum (ER), welche für die Neubildung 

der Membranscheiben der OS verantwortlich sind (Augustin, 2007). In der darauf 

folgenden äußeren Körnerschicht (outer  nuclear layer, ONL), der 1. Neuronen-

schicht, befinden sich die Zellkörper der Photorezeptoren. Auf die ONL folgt die 

äußere plexiforme Schicht (outer plexiform layer, OPL) mit Fasern und Synapsen der 

Photorezeptoren, sowie der Bipolar- und Horizontalzellen. Durch sogenannte 

Feedback-Signale vermitteln die Horizontalzellen die Signalweiterleitung zwischen 

den Photorezeptoren in der OPL. In der inneren Körnerschicht (inner nuclear layer; 

INL), der 2. Neuronenschicht der Retina, befinden sich die Zellkörper der Amakrin- 

und Bipolar-, sowie der Horizontal- und Müllerzellen. Die Lichtsignale in die innere 

plexiforme Schicht (inner plexiform layer; IPL) werden durch die Bipolarzellen 
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übermittelt und bilden dort Verbindungen mit den Amakrin- und Ganglienzellen aus. 

Zum Glaskörper hin liegt die Ganglienzellschicht (ganglion cell layer; GCL), welche 

die Zellkörper der Ganglienzellen beinhaltet und die 3. Neuronenschicht der Retina 

ist. Die registrierten und verarbeiteten optischen Signale der Photorezeptoren werden 

in Form von elektrischen Impulsen von den Axonen der Ganglienzellen über den 

Nervus opticus an höhere visuelle Zentren des Gehirns weitergeleitet. Die Dendriten 

der Ganglienzellen erstrecken sich in die IPL und bilden über ihre Synapsen 

Kontakte zu den dort lokalisierten Axonen der Amakrin- und Bipolarenzellen aus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung1.02: Aufbau der Retina 

Horizontaler Schnitt durch die Retina, Choroidea (Aderhaut) und Sklera (Lederhaut). (HE)-
Färbung der Retina; GCL, Ganglienzellschicht; INL, innere Körnerschicht; IPL, innere 
plexiforme Schicht; OLM, äußere Grenzmembran; ONL, äußere Körnerschicht; OPL, äußere 
plexiforme Schicht; PR IS, innere Segmente der Photorezeptoren; PR OS, äußere Segmente 
der Photorezeptoren; RPE, retinales Pigmentepithel  

GCL 

IPL 

INL 

OPL 

ONL 

OLM 
PR IS 

PR OS 

RPE 
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1.1.2. Die Pathogenese der AMD 

Bei der Pathogenese der AMD spielen zahlreiche Faktoren eine tragende Rolle. Die 

Grundlage für die Entstehung der AMD bilden altersbedingte Veränderungen in der 

RPE-BM-Choriocapillaris-Struktur.  

Das RPE hat neben der Phagozythose der Membranscheiben noch weitere 

Funktionen. Es versorgt die Photorezeptoren mit Nährstoffen und Sauerstoff 

(Steinberg, 1985), es hält die Blut-Retina-Schranke durch tight junctions aufrecht 

(Rizzolo, 2011) und sorgt für die Regeneration von Rhodopsin (Baehr, 2003). Die 

kollagenhaltige Bruch’sche Membran (BM) liegt basal des RPE und hat als 

Hauptaufgabe den Stofftransport zwischen RPE und der Choriocapillaris (Booij, 

2010). Die Choriocapillaris ist ein Teil der Choroidea und mit für die Versorgung der 

inneren retinalen Schichten und damit der Photorezeptoren verantwortlich.  

Aufgrund des Alters wird die kontinuierliche Phagozytose der abgeschnürten 

äußeren Membranscheiben der OS beider Photorezeptoren durch das RPE immer 

ineffektiver und es kommt zu einer Akkumulation von nicht weiter abbaubaren Stoff-

wechselprodukte in Form von Lipofuszin (Delori, 2001). Lipofuszin findet sich in den 

Lysosomen der RPE-Zellen (Kohno, 1982), der Bruch‘schen Membran (Marmorstein, 

2002) und in Mikroglia des Sub-RPE-Raumes. Unter Einwirkung von Licht erzeugt 

Lipofuszin freie Radikale, schädigt Zellen und beschleunigt den natürlichen 

Alterungsprozess (Boulton, 2001; Bergmann 2004). Durch die Einlagerung von 

Lipiden in die BM kommt es zum einen zu einer Verdickung durch Phospholipid-

einlagerungen und infolgedessen zu einer Diffusionsbarriere und zum anderen zu 

der Entstehung von Drusen (Bird1991). Ob es im späteren Verlauf zu einer AMD 

kommt, ist von den Risikofaktoren eines jeden Einzelnen abhängig. Wenn es aber zu 

einer AMD kommen sollte, dann geht man davon aus, dass die Entstehung der AMD 

durch eine chronische Entzündungsreaktion ausgelöst wird (Anderson, 2002; Chen, 

2008; de Jong, 2006). Drusen sind Ablagerungen bestehend aus Stoffwechsel-

endprodukten und abgestoßenen Zellmembranbestandteilen. Sie werden mit dem 

frühen Stadium der AMD assoziiert (Sarks, 2007).   

Wie in Abbildung 1.03 zu sehen, sind bei der frühen Form der AMD einige Drusen zu 

erkennen (Sarks, 1999), Des Weiteren lassen sich Alterationen des RPE in Form von 

Hyper-, aber auch Hypopigmentationen beobachten, Durch die Zunahme der Drusen 

in Größe, Zahl und Konfluenz und die Zunahme der pigmentveränderten Areale der 
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Makula kann sich die späte Form der AMD entwickeln (Klein, 2002; Pauleikhoff, 

1990).  

Die späte Form der AMD wird in eine atrophe „trockene“ und eine exsudative 

„feuchte“ Form unterteilt, wobei es zwischen beiden Formen einen fließenden Wech-

sel gibt. Meist kommt es durch die atrophe Form zu einer exsudativen Form aber die 

Reihenfolge kann auch andersrum sein. Es kann auch dazu kommen, dass beide 

Formen innerhalb eines Auges zu finden sind (de Jong, 2006).  

 

Abbildung 1.03: Übersichtsschema der Altersabhängigen Makuladegeneration

         (nach Schmitz-Valckenberg, 2002) 

1.1.2.1. Geografische Atrophie  

Die geographische Atrophie (GA) ist gekennzeichnet durch größere Drusen 

(Sunness, 1997). Ihre Größe liegt im Gegensatz zu der frühen Form der AMD (unter 

100 µm) nun bei mindestens 125 µm. Weitere Merkmale für die GA sind der 

kontinuierliche Verlust von RPE-Zellen und die Entstehung von atrophen Arealen. 

Dadurch kommt es zu einer Degeneration der Photorezeptoren. Diese werden durch 

das Absterben der RPE-Zellen nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff und 

Nährstoffen versorgt. Wie man in Abbildung 1.05 sehen kann, kommt es schluss-

endlich zu einem immer stetigeren Verlust des zentralen Sehvermögens (Coleman, 
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2008). Die GA macht ca. 90% der AMD-Patienten aus, jedoch kommt es nur bei ca. 

10% zu einer Erblindung (Jager, 2008).       

 

Abbildung1.04: Spätform der AMD: Geografische Atrophie 

Ein Merkmal für die GA ist die vermehrte Anzahl von Drusen, wodurch der Sauerstoff-, und 
Nähstofftransport von der Aderhaut zum RPE beeinträchtigt ist. Die Folge ist das Absterben 
der RPE-Zellen und der darüber liegenden Photorezeptoren (übernommen von http://amd-
diagnosen.ch). 

 

 

Abbildung1.05: Geografische Atrophie 

       (aus der Datenbank der Klinik für Augenheilkunde Münster) 
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1.1.2.2. Choroidale Neovaskularisation 

Bei der choroidale Neovaskularisation (CNV) kommt es zur Einsprossung von 

neugebildeten Blutgefäßen aus der Choroidea in den subretinalen Raum (Abbildung 

1.06). Dies wird möglich durch Risse in der Bruch’schen Membran. Wie in Abbildung 

1.07 zu erkennen ist, können die neugebildeten Blutgefäße porös sein und sorgen 

dann im subretinalen Raum für Blutungen, Exsudationen, Ablösungen retinaler 

Schichten, Lipidablagerungen und die Ausbildung disziformer Narben (Grossniklaus  

2004; Zarbin, 2004). Die Blutgefäße können über einen längeren Zeitraum im 

subretinalen Raum profilieren, bevor die die RPE-Schicht reißt und es zu einer 

Flüssigkeitsansammlung kommt. Bei dieser Form läuft der Verlust des Seh-

vermögens viel schneller ab. Zwar liegt die Anzahl der Betroffenen dieser Form bei 

den AMD-Patienten nur bei 15%, jedoch ist die CNV für 90% der schweren 

Sehbeeinträchtigungen verantwortlich (Ferris, 1984).          

 

Abbildung1.06: Spätform der AMD: choroidale Neovaskularisation 

Bei der CNV kommt es zum Einwachsen von Kapillaren in den subpigmentepithelialen 

Raum. Aus porösen Blutgefäßen treten Blut und Gewebsflüssigkeiten aus und zerstören so 

die Netzhaut (übernommen von http://amd-diagnosen.ch). 

 

 

 

http://amd-diagnosen.ch/
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Abbildung1.07: Choroidale Neovaskularisation 

       (aus der Datenbank der Klinik für Augenheilkunde Münster) 

 

1.1.3. Epidermiologie  

Die AMD ist in den Industrieländern die häufigste Ursache für Erblindungen bei 

Menschen über 50 Jahren (Jager, 2008). Laut AMD Alliance International sind 

weltweit bis zu 30 Millionen Menschen an AMD erkrankt. In Deutschland sind es ca. 

4-5 Millionen und die AMD wird für 50% aller Erblindungen in Deutschland 

verantwortlich gemacht (Finger, 2011). 2006 zeigte Schrader in einer Studie, dass 

2020 alleine in Deutschland 1 Mio Patienten an einer späten Form der AMD erkrankt 

sein werden und die Zunahme bei den über 60 jährigen Patienten gegenüber 2001 

um 32% steigen soll (Schrader, 2006). Auch in den USA sind ca. 10 Mio Menschen 

betroffen und bis zum Jahr 2050 soll sich die Zahl auf 20 Mio verdoppeln (Rein, 

2009). Die Prävalenz der AMD ist bei verschiedenen ethnischen Gruppen 

unterschiedlich groß. So liegt sie bei den 45-85 Jährigen bei Afroamerikanern bei 

2%, bei Lateinamerikanern bei 4% und bei weissen Menschen bei 5% (Klein, 2006).  

1.1.4. Risikofaktoren 

Wie der Name schon sagt, ist das Alter der größte Risikofaktor zur Entstehung der 

AMD (Klein, 2007), jedoch existieren noch weitere Risikofaktoren. Raucher haben ein 

3 mal so hohes Risiko an der neovaskulären Form der AMD zu erkranken als 

Nichtraucher. Dabei gibt es viele Möglichkeiten, um die AMD zu begünstigen: 

Sauerstoffradikale werden freigesetzt, welche auf Dauer die Retina schädigen; 

Rauchen verringert die Antioxidantien im Körper; die Pigmentierung der Makula wird 

verringert; das Immunsystem wird aktiviert; der choroidale Blutfluss wird reduziert 
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und die Angiogenese gefördert (Delcourt, 1998; Khan, 2006; Klein, 2010; Pryor, 

1983; Thornton, 2005). Als weitere Beispiele für bekannte Faktoren für die 

Entstehung der AMD lassen sich Bluthochdruck, Übergewicht sowie eine zu geringe 

Aufnahme von Antioxidantien oder Zink aufzählen (Hyman, 2000; Klein, 2004; 

Seddon, 1994). Wie in 1.1.3. schon aufgezeigt wurde, ist auch die ethnische Herkunft 

ein Risikofaktor für die AMD-Entstehung. Zur Untersuchung genetischer Faktoren auf 

die Entstehung der AMD wurden einige großangelegte Studien durchgeführt. Es 

konnte gezeigt werden, dass ein SNP (single nucleotide polymorphism) im Faktor H, 

dem wichtigsten Regulator des alternativen Komplementweges, eine wichtige Rolle 

spielt (Haines, 2005). Durch diesen Aminosäureaustausch erhöht sich das Risiko 

einer AMD bei den heterozygoten Trägern um 200-400% und bei den homozygoten 

Trägern um 300-700% (Klein, 2005). Damit sind 20-50% des gesamten Risikos an 

der AMD zu erkranken auf diesen SNP-Polymorphismus zurückzuführen. Weitere 

Polymorphismen, die signifikant mit der Entstehung der AMD assoziiert werden 

können, wurden in den Hilfsfaktoren B, C2 und C3 entdeckt (Gold, 2006; Yates, 

2007). Zusätzlich wird der Polymorphismus des ARMS2-Gens (age-related 

maculopathy susectibility gene 2) mit einem erhöhten Risiko für AMD in Verbindung 

gebracht (Fritsche, 2008). 

1.1.5. Therapeutische Ansätze 

Zurzeit gibt es keine Heilungsmethode für die AMD. Durch die Kontrolle der 

Risikofaktoren wie Rauchen, Bluthochdruck und Ernährung kann man das Risiko, an 

der AMD zu erkranken, halbieren (Tomany, 2004).  

Die heute gängigen therapeutischen Methoden basieren darauf, den Krankheits-

verlauf zu verlangsamen und die Effekte der AMD zu reduzieren. 

Da bei der Pathogenese der AMD mit hoher Wahrscheinlichkeit freie Sauerstoff-

radikale beteiligt sind, wurden Patienten in verschiedenen Studien Antioxidantien 

appliziert. Als ein Beispiel sei die multi-zentrische Age Related Eye Disease Study 

(AREDS) zu nennen. Ergebnis der Applikation war eine Reduzierung des Auftretens 

eines Sehverlustes um 19% (Fletcher, 2010; Kassoff, 2001). Die Ergebnisse anderer 

Studien dieser Form der AMD-Behandlung weisen jedoch starke Schwankungen auf 

(Beatty, 2000; Kassoff, 2001; SanGiovanni, 2007).  

Eine Methode zur Behandlung der neovaskulären Form der AMD ist die Verwendung 

von Lasern. Mit Hilfe eines Argon-Lasers können Neovaskularisationen zerstört 
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werden. Jedoch gerät durch diese Art der Anwendung auch gesundes retinales 

Gewebe in Mitleidenschaft, weshalb nicht im Bereich der Makula gelasert werden 

darf (Maguire, 1994). Bei der photodynamischen Therapie (PDT) werden den 

Patienten intravenös photosensible Substanzen appliziert, welche sich im 

neovaskulären Gewebe akkumulieren und mittels eines Lasers aktiviert werden. 

Durch diese Aktivierung wird eine Thrombosierung der choroidalen, neovaskulären 

Strukturen verursacht. Vorteil dieser Variante ist Minimierung der Schäden für die 

Retina und keine Begrenzung der Behandlung im Bereich der Makula. Studien 

zeigten bei dieser Form der Therapie eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufes, 

aber keine Verbesserung der Sehfähigkeit (Bressler, 1999; Kaiser, 2006).  

Für die neovaskuläre Form der AMD ist die heute gängigste Methode die intravitreale 

Injektion von VEGF-Inhibitoren. VEGF steht für vascular endothelial growth factor, 

und dieser Wachstumsfaktor sorgt bei AMD-Patienten für eine unkontrollierte 

ablaufende Angiogenese (Das, 2003; Kannan, 2006). Durch die intravitreale Injektion 

von VEGF-Inhibitoren wie Ranibizumab, Aflibercept oder Bevacizumab kann die 

Angiogenese gehemmt werden (Dias, 2011). Studien mit beiden VEGF-Antagonisten 

zeigten eine Verzögerung in der Ausbreitung der neovaskulären Form der AMD. In 

manchen Fällen konnte sogar eine verbesserte Sehfähigkeit nachgewiesen werden 

(Algvere , 2008; Regillo, 2008; Rosenfeld, 2006; Spaide, 2006).  

In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass auch das Immunsystem an der 

Pathogenese der AMD beteiligt ist. Dies betrifft zum einen das Komplementsystem, 

dessen erbliche Defekte einen erheblichen Risikofaktor für die Entstehung der AMD 

darstellen. Zum anderen hat sich gezeigt, dass sich an den Läsionsstellen eine 

erhöhte Anzahl von Immunzellen befindet und dass eine vermehrte Produktion von 

Entzündungsmarkern stattfindet. Solange die Blut-Retina-Schranke noch intakt ist, 

kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den beteiligten Immunzellen um 

residente Mikroglia-Zellen handelt, die immunkompetenten Zellen des zentralen 

Nervensystems (ZNS), die auch in der Retina intrinsisch vorhanden sind. Das Ziel 

dieser Dissertation war es, die Rolle der Mikroglia-Zellen im alternden Auge, sowie 

bei der Entstehung und dem Fortschreiten der AMD zu untersuchen. Im folgenden 

Abschnitt sollen die Mikroglia-Zellen beschrieben werden.  
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1.2. Mikroglia 

Mikroglia-Zellen (MG), die immunkompetenten Zellen des ZNS, üben viele 

Funktionen im Nervensystem aus und reagieren auf vielfältige Art und Weise auf 

Veränderungen (Hanisch, 2007). Sie machen 5-20% der gesamten Gliazell-

population des ZNS aus (Lawson, 1992). In der Retina wechselwirken sie mit 

Neuronen, Photorezeptoren und Blutgefäßen sowie mit dem RPE (Abbildung 1.08).  

Erst in den letzten Jahren konnten durch bessere Möglichkeiten in der 

Immunhistologie, Zellkultur und Analyseverfahren neue Erkenntnisse in der Rolle und 

dem Verhalten der Mikroglia-Zellen gewonnen werden. In den folgenden Abschnitten 

soll auf den Ursprung der Mikroglia-Zellen, ihr Verhalten im gesunden Auge und bei 

Augenerkrankungen eingegangen werden. 

 

Abbildung 1.08: Die Interaktion der Mikroglia-Zellen mit anderen Bestandteilen 

der Retina 

Mikroglia 

wechselwirken mit 

Photorezeptoren Neuronen 

RPE Blutgefäßen 
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Mikroglia wurden zunächst ausführlich von Del Rio Hortega beschrieben (Hortega, 

1919) (Abbildung 1.09). Er war der Erste, der die Mikroglia als eine eigenständige 

Zellpopulation neben den Neuronen und Astrozyten sah und nannte sie bodyguards 

„die ihre Tentakeln überall verbreiten und alles verschrecken, was ihnen Schaden 

zufügen könnte“ (Hortega, 1933). Marchesani nutzte Hortegas Färbetechnik, um die 

Mikroglia im Sehnerv und den inneren Schichten der Netzhaut von Kaninchen, Affen, 

Katzen und Menschen anzufärben (Marchesani, 1926).  

 

 

Abbildung 1.09: Zeichnung (links) und Mikrofotografie (rechts) von Mikroglia 

         (Hortega, 1919 und 1932)  

 

1.2.1. Ursprung der Mikroglia 

Über die Herkunft der Mikroglia wurde lange Zeit wissenschaftlich diskutiert. Es 

wurde angenommen, dass die Mikroglia-Zellen mesodermalen Ursprungs sein, wie 

ursprünglich von Del Rio Hortega im Jahre 1919 angenommen. Diese Ansicht teilten 

weitere Wissenschaftler (Ashwell, 1991; Boya, 1979; Cammermeyer, 1970; Eyo, 

2013). Dalmau zeigte, dass Vorläufer der Mikroglia aus verschiedenen 

mesodermalen Quellen und aus unterschiedlichen embryonalen Altern stammen 

können und sich dann in Mikroglia-Zellen umwandeln (Dalmau, 1997). Bis heute hat 

diese Hypothese immer noch keine konkreten Beweise und ist umstritten (Chan et 

al., 2007).  

Andere Autoren verknüpften die Ontogenese der Mikroglia-Zellen mit der 

Entwicklung des Nervensystems. Es wurde suggeriert, dass die Mikroglia-Zellen aus 
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der germinalen Matrix stammen oder sich aus Glioblasten entwickeln und somit 

neuroektodermalen Ursprungs sind (Hutchins, 1990; Kitamura, 1984). Zu denselben 

Erkenntnissen kam Alliot, die aus in vitro Experimenten schlussfolgerte, dass 

Mikroglia-Zellen aus dem Parenchym verschiedener Teile des Gehirns abgeleitet 

werden (Alliot, 1991). Es wurde für möglich gehalten, dass Mikroglia-Zellen wie 

Makroglia und Neuronen aus neuroektodermaler Herkunft entstehen (Fedoroff, 

1997). 

Über einen Ursprung aus Monozyten oder Makrophagen wurde ebenfalls viel 

diskutiert. Kolloidale Kohlenstoffpartikel wurden als ein intrazellulärer Marker 

verwendet, um zu zeigen, dass Monozyten in das sich entwickelnde Rattenhirn 

eindringen können und sich in Mikroglia-Zellen transformieren können (Ling, 1980). 

Es gibt viele Gemeinsamkeiten der Mikroglia-Zellen mit Monozyten/Makrophagen, 

wie z.B. Effektorfunktionen (Phagozytose), Produktion von Cytokinen und 

Chemokinen sowie die Freisetzung von zytotoxischen Sauerstoffradikalen (Hausler, 

2002; Nguyen, 1998). Eine starke Vaskularisierung des ZNS bildet dabei die 

Grundlage für die Einwanderung von myeloiden Zellen sowie für eine verbreitete 

Mikrogliakolonisation (Chugani, 1991; Ling, 1980; Perry, 1995). Während der 

Infiltration der Makrophagen durch die Expression von Adhäsionsmolekülen (z.B. 

ICAM-1), spielt das Gefäßendothel des ZNS eine entscheidende Rolle (Dalmau, 

1997). Ginhoux stellte sich die Frage, ob postnatale hämatopoetische Vorläuferzellen 

als Ursprung der Mikroglia-Zellen zu sehen sein. In den Versuchen konnte gezeigt 

werden, dass postnatale hämatopoetische Vorläuferzellen, einschließlich Monozyten, 

nicht wesentlich zur Homöostase der Mikroglia-Zellen im Gehirn beitragen und sich 

Mikroglia wahrscheinlich aus primitiven Makrophagen ableiten (Ginhoux, 2010).  

Während der letzten Jahre zeigten sich immer mehr Beweise, dass Mikroglia-Zellen 

aus primitiven Dottersack Makrophagen, abgeleitet von hämatopoetischen Stamm-

zellen über einen myeloischen Vorläufer, entstehen (Abbildung 1.10) (Alliot, 1999; 

Ginhoux, 2010; Ransohoff, 2010).    
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Abbildung 1.10: Verbindung der Mikroglia zum ZNS 

Mikroglia sind die einzigen Zellen hämatopoetischen Ursprungs in dem Parenchym des ZNS 
und wandern während der Entwicklung dorthin (Ransohoff, 2010) 

    

1.2.2. Mikroglia in der Netzhaut 

Im gesunden Auge ist der subretinale Raum zwischen den Photorezeptoren und dem 

RPE immunprivilegiert und somit halten sich dort keine MG-Zellen auf (Abbildung 

1.11) (Lee, 2008; Streilein, 2002). Mikroglia spielen eine zentrale Rolle bei der 

Immunregulation des ZNS und der Netzhaut. Hierbei ist grundsätzlich zwischen 

„ruhenden“ ramifizierten und „aktivierten“ amöboiden Mikroglia-Zellen (siehe 1.2.4.) 

zu unterscheiden. Die ruhenden Mikroglia-Zellen formen viele Zellausläufer, die 

kontinuierlich ihre Umgebung auf Zellschädigungen kontrollieren (Nimmerjahn, 

2005). Unter normalen physiologischen Bedingungen setzen Mikroglia-Zellen 

neuroprotektive und entzündungshemmende Faktoren frei und überprüfen Neurone 

auf ihren Gesundheitszustand (Hanisch, 2002). Sie sezernieren Cytokine und 

Chemokine, die von entscheidender Bedeutung für das Überleben von Neuronen 

sind (Linnartz, 2010). Dieser „Ruhezustand“ wird über immunosuppressive 

Mediatoren, wie Interleukin (IL) 10 oder den transformierenden Wachstumsfaktor β 

(TGF-β), in der Interstitialflüssigkeit geregelt (Ransohoff, 2009). Weiterhin spielt die 

Wechselwirkung der Mikroglia-Zellen mit Astrozyten und Neuronen durch 

Neurotransmitter-Rezeptoren eine wichtige Rolle für den Zustand der Mikroglia-
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Zellen (Graeber, 2010; Hanisch, 2007). Besonders der CX3 chemokine Ligand 1 

(CX3CL1), sezerniert von Neuronen, ist bei der Aufrechterhaltung des Ruhe-

zustandes der Mikroglia-Zellen involviert. Dieser wird von dem CX3C-Rezeptor 1 

(CX3CR1), exprimiert von den Mikroglia-Zellen, wahrgenommen. In der Retina 

können Mikroglia-Zellen sowohl Eigenschaften von dendritischen antigen-

präsentierenden Zellen als auch eine ähnliche Rolle von Makrophagen haben 

(Provis, 1996). Mikroglia-Zellen können also zwei Hauptfunktionen ausführen: Die 

Präsentation von Antigenen und die Phagozytose von Zelltrümmern. Diese 

Erkenntnisse zeigen, dass sogenannte „ruhende“ Mikroglia-Zellen eine wichtige Rolle 

in der Aufrechterhaltung des physiologischen Zustandes der Netzhaut spielen.          

 

Abbildung 1.11 : Lage der Mikroglia-Zellen in der Retina 

          (aus Heiduschka, 2004) 
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Abbildung 1.12 : Ruhende und aktivierte Mikroglia-Zellen  

(Perry, 2007)  

 

1.2.3. Oberflächenmarker und Rezeptoren 

Auf der Oberfläche der Mikroglia-Zellen befinden sich viele Oberflächenmarker und 

Rezeptoren, die zur Identifizierung verwendet werden können. Als Beispiele sind 

CD11b, Iba1, F4 /80, CD45 und CD11c zu nennen (Chen, 2002). Griffonia 

Simplicifolia Isolectin (Isolectin B4), ein pflanzliches Lektin, wurde auch zur 

Markierung von Mikroglia-Zellen verwendet (Bejarano-Escobar, 2012; Lewis, 2005; 

Suzuki, 1988). Da Isolectin B4 aber auch Blutgefäße anfärbt, ist die Spezifität dieser 

Methode in Frage zu stellen. Als immunkompetente, antigenpräsentierende Zellen 

besitzen die Mikroglia, entsprechend peripherer immunkompetenter Zellen, 

verschiedene Oberflächenrezeptoren und -antigene. Zur Antigenpräsentation 

besitzen sie MHC I und II, β2-Integrin, Immunglobulin-Fcγ-Rezeptoren und das B7-

Antigen (de Simone, 1995; Kim, 2005; Williams, 1992). Zusätzlich zu diesen, gibt es 

auch viele Rezeptoren auf Mikroglia-Zellen, die bei der Initiierung und / oder 

Modulation der physiologischen und pathologischen Wirkung eine entscheidende 

Rolle spielen (Hanisch, 2002; Möller, 2002; van Rossum, 2004). Ein bekanntes 

Beispiel ist TLR4, ein Mitglied der Toll-like Rezeptor (TLR) –Familie. Durch die 

Freisetzung von Cytokinen, Chemokinen, Stickstoffmonoxid (NO) und Proteasen 

vermittelt dieser die Antwort zwischen Mikroglia-Zellen und Lipopolysacchariden 
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(Takeda, 2003). Mikroglia-Zellen exprimieren auch TLR1-TLR9, was sie für fast jede 

Art von bakteriellen und viralen Infektionen sensitiv macht (Garden, 2006). Weitere 

Rezeptoren, die während den physiologischen und pathologischen Prozessen eine 

wichtige Rolle spielen sind CCR1-CCR8, CXCR1/2/3 und CX3CR1 (Columba 

Cabezas, 2002, 2003; Flynn, 2003; Galasso, 2000; Harrison, 1998; Janabi, 1999; 

Power, 2001; Simpson, 2000). Die Mikroglia-Zellen exprimieren darüber hinaus 

Rezeptoren speziell für die Mikroglia-ausgeschütteten Chemokine, um im Fall einer 

Schädigung weitere Mikroglia zum Ort der Schädigung zu rekrutieren (Garden, 

2006). Witting konnte mit ihren Experimenten zeigen, dass Mikroglia-Zellen einen 

asialoglycoproteinartigen Lektin-Rezeptor, einen Vitronectin-Rezeptor und einen 

Phosphatidylserin-Rezeptor exprimieren, um apoptotische Neurone zu erkennen 

(Witting, 2000). Weitere Rezeptoren sind Komplement-Rezeptoren, toll like 

Rezeptoren, Scavenger-Rezeptoren und Purine-Rezeptoren (Neumann, 2009). In 

Tabelle 1.01 sind einige der bekannten Oberflächenmarker und Rezeptoren 

aufgelistet. 
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 ruhende ramifizierte Mikroglia aktivierte amöboide Mikroglia 

Oberflächenmarker Isolectin (Isolectin B4) Isolectin (Isolectin B4) 

  OX41 

 OX42 OX42 

  ED1, ED2, ED3 

 F4/80 F4/80 
 Mac-1 Mac-1 

 Iba1 Iba1 

  MHC II 
 MHC I MHC I 

 CD45 CD45 
 CD68 CD68 

 CD11a, CD11b, CD11c CD11a, CD11b, CD11c 
 CD18 CD18 

  B7-1 

 B7-2 B7-2 
 RMG-1 RMG-1 

 RMG-2  

  LAMP-1 

 LN-1 LN-1 

 OX6, OX3, OX18 OX6, OX3, OX18 

Rezeptoren TLR1-TLR9  

 CCR1-CCR8  
 CXCR1/2/3  

 CX3CR1  
 asialoglycoproteinartigen 

Lektin-Rezeptor 

 

 Vitronectin-Rezeptor  
 Phosphatidylserin-Rezeptor  

 Komplement-Rezeptoren  
 Purine-Rezeptoren  

 

Tab. 1.01.: Übersicht der Oberflächenmarker und Rezeptoren 

Es gibt nur wenige Marker, die Unterschiede zwischen ruhenden und aktivierten Mikroglia-
Zellen aufweisen. Jedoch ist das Ausmaß der Expression einiger Marker bei diesen beiden 
Stufen unterschiedlich z.B. F4 / 80 und CD45  

  

 

1.2.4. „aktivierte“ Mikroglia 

Kreutzberg postulierte 1996 als Erster, dass kaum eine Erkrankung des zentralen 

Nervensystems (ZNS) ohne Beteiligung der Mikroglia-Zellen denkbar ist (Kreutzberg, 

1996). In der gesunden Retina überprüfen Mikroglia-Zellen ihre Mikroumgebung. In 

diesem Überwachungsmodus zeigen sie eine verzweigte Morphologie mit vielen 

Zellausläufern. Auf Veränderung des physiologischen Milieus reagieren sie mit der 

Expression bestimmter Oberflächenmoleküle und morphologischen Veränderungen 

(Saijo.2011). „Aktivierte“ Mikroglia-Zellen spielen eine wichtige Rolle während 
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verschiedener pathologischer Zustände. Zahlreiche Studien konnten belegen, dass 

die meisten Erkrankungen des ZNS, sowie retinale Dystrophien, mit einer Aktivierung 

der Mikroglia einhergehen und Mikroglia somit direkt an der Degeneration von 

Neuronen und Photorezeptoren beteiligt sein könnten (Langmann, 2007, Schuetz 

and Thanos, 2004). Im Fall einer Schädigung des ZNS kann die Aktivität der 

Mikroglia-Zellen das Entfernen von Zellabfällen und entarteten Zellen und die 

Sekretion von neuronalen Überlebensfaktoren zur Begrenzung weiterer Schäden 

fördern (Rivest, 2009; Streit, 2002). Die Mikroglia-Aktivität kann aber auch, durch die 

anhaltende Aktivierung und Rekrutierung von zusätzlichen Mikroglia-Zellen, 

schädliche Wirkung haben (Rivest, 2009). Eine Vielzahl von Reizen, die zu einer 

Aktivierung der Mikroglia-Zellen führen, sind z.B. Virushüllen, bakterielle 

Zellwandkomponenten, pathologische Proteine oder Serumfaktoren, die die Blut-

Hirn-Schranke (BBB) überqueren (Adams, 2007, Heppner, 2001). Mit Hilfe von 

TLR1-9 oder dem Komplement-Rezeptor-Makrophagen-Antigen 1 (MAC-1) sind 

Mikroglia-Zellen in der Lage, diese Reize zu identifizieren (Lehnardt, 2010). 

Ausgelöst durch beschädigte oder nichtfunktionelle Zellen migrieren Mikroglia-Zellen 

zu den betroffenen Arealen und agieren als Fresszelle (Abbildung 1.12). Bei 

Zellschädigung tritt neben Kalium auch Intrazellularsubstanz in den Extrazellularraum 

aus. Zellmembranlipide, intrazelluläre Purine (ATP, ADP, UTP) strömen aus und 

leiten die Mikroglia-Zellen direkt zu den verletzten Gebieten (Davalos, 2005; 

Nimmerjahn, 2005). Zudem produzieren geschädigte Nervenzellen Substanzen wie 

TNF-α, NO, IL-6, IL-1β und weitere Cytokine in stark erhöhter Konzentration und 

aktivieren die entsprechenden Rezeptoren der Mikroglia-Zellen (Fawcett, 1999; 

Polazzi, 2002). Die Hauptfunktionen von aktivierten Mikroglia-Zellen ähneln denen 

von Makrophagen und beinhalten Phagozytose, Antigenpräsentation und die 

Produktion von proinflammatorischen, antiinflammatorischen und immun-

modulierenden Cytokinen, oxidative Radikale oder NO (Benveniste, 2001). 

Beispielhaft seien hier Interleukine (z. B. 1β, 6, 8, 10, 12, 13, 15), Interferone (IFN), 

TNF-α (Tumornekrosefaktor) und CSF (Kolonie-stimulierender Faktor) zur Regelung 

von Wachstum, Differenzierung und Aktivitäten zu nennen (Hanisch, 2002; Kim, 

2005; Shin, 2004). Die Transkription von Cytokinen wird von Lipopolysacchariden 

(LPS) oder Interferon (IFN) γ induziert. Die Freisetzung von Cytokinen, wie dem 

Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) α, hat einen autokrinen Effekt auf die weitere 

Cytokineexpression. Zum Schluss werden die aktivierten Mikroglia-Zellen durch 
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Apoptose der Makrophagen gestoppt (Gehrmann, 1995). Durch eine Schädigung der 

Retina kann es zu einer erhöhten Bildung von Radikalen (NO, TNF-α, Superoxid) 

kommen, oder es fehlen antiinflammatorische Stoffe (IL-10, IL-13), wodurch die 

Aktivität der Mikroglia-Zellen nicht gestoppt werden kann. Die Folge ist eine 

Überaktivierung der Mikroglia-Zellen, was zu einer unkontrollierten Phagozytose von 

Photorezeptoren und Neuronen führen kann (Kreutzberg, 1996). Zusammenfassend 

lässt sich sagen, dass der aktivierte Zustand der Mikroglia-Zellen sehr dynamisch 

und vielfältig ist und mit verschiedenen funktionalen Eigenschaften einhergeht, die 

von neuroprotektiven zu neurotoxischen Auswirkungen reichen (Biber, 2007; 

Hanisch, 2007; Nimmerjahn, 2005).     

 

Abbildung 1.13: Morphologie der Mikroglia-Zellen in Paraffinschnitten 

Gefärbt gegen Iba1. A) „ruhende“ Mikroglia-Zellen in der inneren plexiformen Schicht mit 
einem kleinen Soma und verzweigten Ausläufern B-E) „aktivierte“ Mikroglia-Zellen eine 
Woche nach der Laserbehandlung zeigen größere Soma und eine reduzierte Anzahl, Länge 
und Verzweigung der Zellausläufer. Durch die Laserbehandlung migrieren viele Mikroglia-
Zellen in den subretinalen Raum B) Mikroglia-Zellen in der inneren Plexiformschicht, von 
denen einige in die innere Körnerschicht migrieren C) Eine Mikroglia-Zelle durchquert die 
innere Körnerschicht D) „aktivierte“ Mikroglia-Zelle in der äußeren plexiformen Schicht E) 
und im subretinalen Raum (Li, 2015)   

 

 

 

 



 Einleitung  

 

22 
 

1.2.5. Mikroglia und AMD 

Beim normalen Alterungsprozess der Retina führt erhöhter oxidativer Stress zur 

Bildung von oxidierten Lipiden, Proteinen und DNA (Medzhitov, 2008). Mit 

zunehmendem Alter migrieren Mikroglia-Zellen aus der inneren Netzhaut in den 

subretinalen Raum (Xu, 2007). Die Immunzellen, wie Mikroglia und Makrophagen, 

Komplementfaktoren und andere Elemente des Immunsystems,reagieren auf den 

anhaltenden Stress und erzeugen eine „low-grade“ Entzündung. Aufgrund der neuen 

Bedingungen wird der homöostatische Sollwert verändert, um auf die 

Wiederherstellung und Aufrechterhaltung der Gewebe-Homöostase abzuzielen 

(Medzhitov, 2008). Die Entzündungsreaktionen, die in AMD-Patienten und 

Tiermodellen beobachtet wurden, sind ähnlich denen, die in der alternden Netzhaut 

zu finden sind. Die Entzündungsreaktionen verlaufen in der „gesunden“ Netzhaut nur 

milder (Buschini, 2011). Alternde Netzhaut und AMD sind in einigen Mechanismen 

vergleichbar, jedoch ist das Ausmaß unterschiedlich. Bei der AMD ist die Migration 

der Mikroglia-Zellen in den subretinalen Raum für die Entfernung extrazellulärer 

Ablagerungen und die Verhinderung der Drusenbildung notwendig. Durch die Nähe 

aktivierter Mikroglia-Zellen zum RPE können die Funktionen der RPE-Zellen 

beeinflusst werden, was wiederrum die RPE-Zellen dazu veranlassen könnte, 

verschiedene Substanzen zu sezernieren, die weitere Mikroglia-Zellen aktivieren (Xu, 

2009). Bei der Pathogenese der AMD kann die subretinale Akkumulation und die 

proinflammatorische Aktivität der retinalen Mikroglia-Zellen zu einer Störung der 

Immunprivilegien der Retina führen. Aktivierte Mikroglia-Zellen produzieren in diesem 

Fall unter anderem Komplement-Komponenten, proinflammatorische Zytokine, 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Wachstumsfaktoren. All diese Faktoren 

können zu einer chronischen Entzündung führen, die zu weiterem Schaden führt 

(Buschini, 2011). Daraus lässt sich ableiten, dass durch den Zelltod Mikroglia-Zellen 

zu dem Ort der Verletzung migrieren und Zelltrümmer phagozytieren und 

Modulatoren sezernieren, die benachbarten Photorezeptoren zerstören (Gupta, 

2003). CCL2 (CC-Zytokin-Ligand 2) Knockout-Mäuse (CCL2-/-) entwickeln Drusen 

und phänotypische Merkmale ähnlich der AMD, einschließlich einer erhöhten 

Anfälligkeit für eine choroidale Neovaskularisation (CNV) (Ambati, 2003). Auch 

Knockout-Mäuse für CX3CR1 entwickeln Drusen-ähnliche Läsionen, progressive 

Akkumulation von subretinalen Mikroglia-Zellen und Photorezeptor-Degeneration 

(Combadiere, 2007). Jedoch zeigten sich in einer Studie mit CCL2-/-, CX3CR1-/- und 
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CCL2-/-/CX3CR1-/- Knockout-Mäusen auch nach 14 Monaten keine Anzeichen von 

retinaler Degeneration oder Verlust der Photorezeptorzellen. Obwohl die Mängel an 

CCL2 und CX3CR1 die Migration der Mikroglia-Zellen im Alter beeinflussen, waren 

sie nicht ausreichend, um eine AMD auszulösen (Luhmann, 2013).  

1.2.6. Modell der laserinduzierten CNV 

Das Modell der laserinduzierten CNV ist eine anerkannte Methode zur Simulation der 

choroidalen Neovaskularisation. Dabei werden mit Hilfe eines Argonlasers das RPE 

und die Bruch`s-Membran zerstört (Tobe, 1998). Der Schaden führt zu einer 

fibrovaskulären Proliferation, die mit Merkmalen der CNV vergleichbar ist 

(Grossniklaus, 2010). Am Ort des „Laserherdes“ migrieren und proliferieren 

Endothelzellen, Fibrozyten, Perizyten und inflammatorische Zellen von der Aderhaut 

in den subretinalen Raum (Grossniklaus, 2010). Zusätzlich kann die 

Laserkoagulation eine Thrombose choroidaler Gefäße induzieren gefolgt von einer 

erneuten Endothelialisierung und dem Wachstum neuer Gefäße in den subretinalen 

Raum (Ishibashi et al., 1987). Auch die Mikroglia-Zellen akkumulieren sich nach der 

Laserbehandlung im subretinalen Raum (Combadiere, 2007; Damani, 2011; Huang, 

2013). In in-vivo-Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation der 

Mikroglia-Zellen an Tag 4 nach der Laserbehandlung ihr Maximum erreicht (Eter, 

2008
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2. Ziel der Arbeit 

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine Hauptursache für 

Erblindungen bei älteren Bürgern in den westlichen Ländern, mit zunehmendem 

Ausmaß. In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass auch das Immunsystem an 

der Pathogenese der AMD beteiligt ist. Dies betrifft zum einen das 

Komplementsystem, dessen erbliche Defekte einen erheblichen Risikofaktor für die 

Entstehung der AMD darstellen. Zum anderen hat sich gezeigt, dass sich an den 

Läsionsstellen eine erhöhte Anzahl von Immunzellen befindet und dass eine 

vermehrte Produktion von Entzündungsmarkern stattfindet. Solange die Blut-Retina-

Schranke noch intakt ist, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den 

beteiligten Immunzellen um residente Mikroglia-Zellen handelt. Mikroglia, die 

immunkompetenten Zellen des ZNS, sind an pathologischen Prozessen der 

choroidalen Neovaskularisation (CNV) bei der altersbedingten Makuladegeneration 

(AMD) beteiligt. Allerdings gibt es nur begrenzte Kenntnisse über ihre spezifische 

Rolle bei dieser Erkrankung. 

Das Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, die Rolle der Mikroglia-Zellen im alternden 

Auge sowie bei der Entstehung und dem Fortschreiten der AMD zu untersuchen. Die 

Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sollen anhand der laser-induzierte 

choroidale Neovaskularisation im Tiermodell bei Mäusen durchgeführt werden. Es 

soll untersucht werden, ob und inwieweit sich durch immunmodulierende Substanzen 

die Größe der Laserherde, die Migration der Mikroglia-Zellen zu den Laserherden, 

die Größe der Mikroglia-Areale und das Ausmaß der Neovaskularisation eindämmen 

lässt. Ebenso soll untersucht werden, ob die immunmodulierende Substanzen einen 

Einfluss auf die Genexpression von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und die 

Produktion anderer Signalmoleküle der Mikroglia-Zellen haben. Die Auswirkungen 

auf das Auge sollen durch immunhistologische Färbungen, die in-vivo-Bildgebung 

und RT-PCR bestimmt werden.  
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3. Material 

3.1. Geräte 

Tab. 3.01.: Übersicht der verwendeten Geräte 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Argonlaser OcuLightGL IRIS Medical 

Brutschrank INB 200 Memmert 

Einbettstation Histostar Thermo Scientific 

Feinwaage PCB Kern 
Feinwaage ACS 120-4 Kern 

Flockeneisbereiter AF 80 Scotsman 

Heizplatte HP-3 Kunz Instruments 

Homogenisator Polytron PT 1200 E Kinematica 
Kryotom CryoStar NX70 Thermo Scientific 

Kühlschrank KGN36XW31 Bosch 

Kühlschrank SN-ST Liebherr 

Mikroskop EVOS fl AMG 
Mikrotome HM 355S Thermo Scientific 

Pipetten Research plus Eppendorf 
Pipettierhilfe Pipetus junior Hirschmann 
Retina Angiograph HRA 2 Heidelberg Engineering 

Rotator 2-1175 neolab 

RT-PCR Gerät CFX96 Bio Rad 

Schwebewanne HIR-3 Kunz Instruments 

Sicherheitswerkbank Airone PCR-640 Safelabs Systems 
Spektralphotometer Nano Drop 2000c Thermo Scientific  
Stereomikroskop M165 C Leica 
Thermocycler peqStar peqlab 

Ultraschallbad S 30 Elmasonic 
Ultra-Tiefkühlschrank MDF-193-PE Panasonic 

Vortexmischer Vortex-Genie 2 Scientific Industries 
Wasseraufbereitungssystem USF Purelab plus UV/UF Labexchange 

Zentrifuge Sprout Heathrow Scientific 
Zentrifuge 5417R Eppendorf 
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3.2. Verbrauchsmaterial 

Tab. 3.02.: Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialen 

Material Zusatzbezeichnung Hersteller 

10 µl Spritze 901 N Hamilton 

100 µl Spritze  710 NR  Hamilton 
Bechergläser 800 ml, 1000 ml chemoLine 

Deckgläschen 13 mm StarFrost 
Einbettformen verschiedene Größen Fisher Scientific 

Einbettkassetten 5253002 Marienfeld-Superior 

Glasflaschen 250 ml, 500 ml, 1000 ml Fisherbrand 
Mauskäfige Einzelbelüftete IVC Käfige Sealsafe 

Mikrotiterplatten HSP 9601 Bio-Rad 

Nitrile Handschuhe verschiedene Größen Braun 
Objektträger adhäsive StarFrost 
Pipettenspitzen 2,5 µl, 10 µl, 200 µl, 1000 µl Sarstedt 
Polypropylen-Röhrchen 15 ml, 50 ml Thermo scientific 
QiaShredder Spin Column 2 ml Qiagen 
qPCR Folien AB-1170 Thermo scientific  

Reaktionsgefäße 1,5 ml; 2 ml Eppendorf/Sarstedt 
RNeasy Mini Spin Column 2 ml Qiagen 

Stabpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Costar 

3.3. Chemikalien und Reagenzien 

Tab. 3.03.: Übersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalien/Reagenzien Hersteller 

BSA Sigma 

destilliertes Wasser AppliChem 

Ethanol  AppliChem 

Fluoreszein  Alcon 

Formaldehyd 37% Roth 

Gefrierschnittmedium NEG-50 Richard-Allan Scientific 

Hydrocortison Sigma 

Indocyaningrün Pfaltz & Bauer 

Methanol Emsure 

Methocel 2% OmniVision 

Minocyclin Sigma 

Mydriaticum Stulln UD 

Neosynephrin-POS 5% Ursapharm 

Novesine 0,4 % OmniVision 

Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich 
PBS life technologies 
PBS-Tabletten Gibco 

Power Block BioGenex 
RGDS Sigma 

RNase-freie DNAse ɪ Qiagen 

RNase-freies Wasser Qiagen 

TaqMan Gene Expression Mastermix life technologies 

TKP JPT 

Viscotears Novartis 

Xylol Roth 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 
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3.4. Puffer und Lösungen 

Tab. 3.04.: Übersicht der verwendeten Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösungen Zusammensetzung 

Citratpuffer (pH 6,0) 4,5 ml Zitronensäure; 20,5 ml Na-Citrat; 225 ml Aqua dest 
DNase ɪ Lösung 10 µl Dnase ɪ in 70 µl RDD-Puffer 

Fluorescein 10%ige Lösung von ALCON 

Formalin 4% Formaldehyd 37% in PBS 

Ketamin 10% 1 ml Xylazin in 10 ml Ketaminhydrochlorid 

Lysepuffer 10 µl β-Mercaptoethanol in 1 ml RLT-Puffer 

Na-Citrat (0,1 M) 
Citrat Trisodiumsalz (C6H5Na3O7 x H2O) 7,35 g Na-Citrat in 
250 ml Aqua dest  

Novesine 4mg/ml Oxybuprocainhydrochlorid von OmniVision 

Paraformaldehydlösung 8% PFA in PBS;  pH 7,4 

PBS pH 7,4 0,05 M 
14,03 g NaCL; 2,76 g NaH2PO4; 10,88 g K2HPO4; Thimerosal; 
500 ml Aqua dest  

RPE-Waschpuffer 44 ml 100% Ethanol in 11 ml RPE-Pufferkonzentrat 

Waschpuffer RW1-Puffer von Qiagen 

Zitronensäure (0,1 M) 
Citratmonohydrat (C6H8O7 x H2O) 5,25 g Citrat in 250 ml Aqua 
dest 

3.5. Kits 

Sämtliche Kits wurden ausschließlich mit den mitgelieferten Lösungen und Puffern 

sowie nach beiliegenden Protokollen benutzt. 

Tab. 3.05.: Übersicht über die verwendeten Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Illumina Indexing Primer Set Clontech 

iScript cDNA Synthese Kit Bio-Rad 
QIAshredder Qiagen 
Rnase-Free Dnase Set Qiagen 

Rneasy Mini Kit Qiagen 

3.6. Primer 

Tab. 3.06.: Übersicht über die für die RT-PCR-Amplifikationen verwendeten Primer 

Gen Bestellnummer Firma 

CCL-2 Mm00441242_m1 life technologies 

FGF-2 Mm00433287_m1 life technologies 

GAPDH Mm99999915_S1 life technologies 

P2rx4 Mm00501787_m1 life technologies 

PDGF-β Mm00440677_m1 life technologies 

PECAM-1 Mm01242584_m1 life technologies 

TGF-β1 Mm01178820_m1 life technologies 

VEGF-α Mm01281449_m1 life technologies 

β-Actin Mm02619580_g1 life technologies 
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3.7. Antikörper 

Tab. 3.07.: Übersicht über die verwendeten unkonjugierten Antikörper 

Spezifität Anwendung/Verdünnung Herkunft Hersteller 

PDGF-β ICC 1:50 rabbit Santa Cruz 
FGF-2 ICC 1:200 goat Santa Cruz 
TGF-β1 ICC 1:200 rabbit Santa Cruz 
VEGF ICC 1:25 rabbit abcam 
CD 11b ICC 1:100 rat Serotec 
P2x4 ICC 1:10 goat Santa Cruz 

 

Tab. 3.08.: Übersicht über die verwendeten Sekundärantikörper 

Spezifität Anwendung/Verdünnung Hersteller 

donkey anti goat-594 ICC -intra 1:200 life technologies 
donkey anti goat-Cy3 ICC -intra 1:200 abcam 

goat anti rabbit-Cy3 ICC -intra 1:200 life technologies 

goat anti rat-488 ICC -intra 1:200 life technologies 

3.8. Computerprogramme 

Tab. 3.09.: Übersicht über die verwendeten Computerprogramme 

Programm Hersteller 

Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems Incorporated 
EndNote X1 Thomson ResearchSoft 
Excel Microsoft Corporation 
Heidelberg Eye Explorer Heidelberg Engineering  

Prism 6 Graph Pad Software 
 

3.9. Versuchstiere 

Es wurden 8-12 Wochen alte C57BL/6J- und CX3CR1GFP/+-Mäuse für die 

Experimente verwendet. Alle Tiere wuchsen unter IVC-Bedingungen auf. Futter und 

Wasser war den Tieren frei zugänglich. Der Tag-Nacht Rhythmus war 12 h/12 h. Die 

Experimente folgten dem Tierethikverfahren und wurden von der Ethikkommission 

genehmigt. Alle Versuche wurden in Übereinstimmung mit der ARVO-Erklärung für 

die Nutzung von Tieren in der Augenheilkunde, Sehforschung und der EU-Richtlinie 

2010/63/EU durchgeführt.   
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3.10. Wirkstoffe zur Inhibition der Mikroglia 

3.10.1. Minocyclin   

Minocyclin ist ein halbsynthetisches Tetracyclin-Derivat, welches vor allem 

als Antibiotikum bei Hautkrankheiten Verwendung findet. Es ist in der Lage die Blut-

Hirn-Schranke zu überwinden (Yong, 2004). Minocyclin hat eine anti-

inflammatorische und eine durch die Inhibition der Mikroglia-Aktivität neuroprotektive 

Wirkung. Diese neuroprotektive Wirkung zeigt sich in Versuchsmodellen wie 

beispielsweise dem ischämischen Schlaganfall (Yrjänheikki., 1998), Multiple Sklerose 

(Brundula, 2002), Rückenmarksverletzung (Stirling, 2004), Morbus Parkinson (Wu, 

2002), Huntington-Krankheit (Chen, 2000), amyotrophe Lateralsklerose (Zhu, 2002), 

und dem osmotischen Demyelinisierungs-Syndrom (Suzuki, 2010).  

3.10.2. TKP 

TKP ist ein Tripeptid aus den Aminosäuren Threonin, Lysin und Prolin. Es entsteht 

während der Bildung von Immunoglobulin G und kann die Aktivierung von Zellen 

monozytären Ursprungs hemmen, einschließlich der Mikroglia-Zellen (Auriault, 

1983).  

3.10.3. RGDS 

RGDS ist ein synthetisches Tetrapeptid aus den Aminosäuren Arginin, Glycin, 

Asparaginsäure und Serin. RGDS ist auf Fibronektin, Fibrinogen-α und von 

Willebrand Faktor, nicht jedoch auf Vitronectin oder Kollagen zu finden.  

3.10.4. Cortisol 

Das natürliche Glucocorticoid Cortisol zeigt anti-inflammatorische und immun-

suppressive Wirkungen. Es muss untersucht werden, inwieweit es für die Inhibition 

der Mikroglia verwendet werden kann.  
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4. Methoden 

4.1. Model der laserinduzierten CNV 

Die Mäuse wurden zu Beginn durch eine intraperitoneale Injektion einer Mixtur aus 

130 mg/kg Ketamin und 2,7 mg/kg Xylazin narkotisiert (Tabelle 3.11). Die Pupillen 

der Tiere wurden mit Neosynephrin 5 % und Mydriaticum 1 % dilatiert und die Augen 

mit Novesine 0,4 % lokal narkotisiert. Die Mäuse wurden danach vor eine Spaltlampe 

gelegt und beide Augen mit einem Argonlaser (532 nm) behandelt. Durch den 

Laserpuls (160 mW, 100 ms und 75 µm Durchmesser) wurde mit einem aufgelegten 

Objektträger mit Methocel 2 % im Augenhintergrund das RPE zerstört. Diese 

sogenannten „Laserherde“ wurden um den Sehnervkopf zwischen den großen 

Blutgefäßen platziert. Pro Auge wurden 4-6 Laserherde gesetzt. 

Tab. 4.01.: Übersicht über die injizierte Menge des Anästhetikums   

Gewicht [g] Ketamin/Xylazin 

4 5 

6 7 

8 10 

10 13 

12 15 

14 18 

16 21 

18 23 

20 26 

22 30 

24 32 

26 35 

28 39 

30 42 

32 45 

34 49 

36 52 

38 55 

 

4.2. Gruppierung und Behandlung  

Unmittelbar nach der Laserbehandlung wurden den Tieren die verschiedenen 

Mikroglia-inhibierenden Wirkstoffe einmalig intravitreal injiziert. Jeweils 2 µl der 

Substanzen wurden bei einer Konzentration von 1 mg/ml pro Auge injiziert. Die 

Kontrolltiere wurden mit PBS behandelt. Bei der Injektion wurde mit einer 30-Gauge-

Nadel eine 1 mm große Apertur hinter dem superotemporalen Limbus erzeugt. Dann 

wurde eine stumpfe 32-Gauge-Nadel durch diese Öffnung eingeführt und die 

Mikroglia-hemmenden Substanzen oder PBS langsam injiziert. Die Nadel verblieb für 
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weitere 3-4 Sekunden im Inneren des Auges um einen Rückfluss zu minimieren und 

für die Diffusion der Flüssigkeit zu sorgen. Neben der intravitrealen Injektion wurden 

die Substanzen auch in Form von Augentropfen verabreicht. Dabei wurden die Tiere 

direkt nach der Laserbehandlung und im Anschluss jeden 2. Tag behandelt. Nach 

dem Eingriff wurden die Augen der Versuchstiere mit Viscotears versorgt und die 

Tiere zurück in die Käfige gelegt.       

Tab. 4.02.: Übersicht über die gemessenen C57BL/6J- und CX3CR1GFP/+-Mäuse 

injizierte Substanzen Versuchstiere 

PBS 179-2 

 
207-1 

 
213-1 

 
252-1 

 
253-4 

 
302-4 

 
306-5 

Minocyclin 213-2 

 
214-1 

 
214-2 

 
302-1 

 
302-2 

 
302-3 

TKP 211-2 

 
253-1 

 
253-2 

 
253-3 

 
254-1 

 
254-2 

 
306-1 

 
306-2 

 
306-3 

PBS topisch 304-1 

 
304-2 

 
304-3 

Minocyclin topisch 303-1 

 
303-2 

 
303-3 

TKP topisch 305-1 

 
305-2 

 
305-3 
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4.3. in-vivo-Bildgebung 

Während der gesamten Versuchsdauer wurden der Gesamtzustand des Auges und 

insbesondere des hinteren Augenabschnitts (Retina, RPE, Aderhaut) überwacht und 

charakterisiert. Vor den in-vivo-Untersuchungen, die 2, 4 und 7 Tage nach der 

Laserbehandlung durchgeführt wurden, wurden die Tiere narkotisiert und die 

Pupillen, wie in 4.1. beschrieben, vorbehandelt. Die Versuchstiere wurden vor die 

Linse des Retina Angiograph der Firma Heidelberg Engineering positioniert und die in-

vivo-Bildgebung erfolgte mittels Infrarot-Scanning Laser Ophthalmoskopie (IR-SLO) 

und Fluoreszenzangiographie (FA). Die Bilder wurden mit Hilfe des 

Computerprogramms Heidelberg Eye Explorer aufgenommen und gespeichert.     

4.3.1. Scanning-Laser-Ophthalmoskopie 

Webb und Hughes (1981; 1987) entwickelten die konfokale Scanning-Laser-

Ophthalmoskopie, das optische Prinzip des Heidelberg Retina Angiographen. Der 

Augenhintergrund wird dabei punktweise mit einem monochromatischen Laserstrahl 

abgetastet und das von der Netzhaut reflektierte Licht mit Hilfe eines licht-

empfindlichen Detektors an jedem Punkt registriert. Das Laserlicht läuft zunächst 

durch einen Modulator, über den die Beleuchtungsintensität gesteuert werden kann. 

Das Licht wird mit Hilfe von zwei Spiegeln (x-y-Ablenkung) auf den Fundus gelenkt. 

Für die schnelle horizontale Ablenkung wird ein Polygonspiegel und für die 

langsamere vertikale Ablenkung ein oszillierenden Planspiegel verwendet. Das 

Drehzentrum für Ablenkung und Abtastbewegung liegt in der Pupille (Jean, 1990; 

Plesch, 1986; Webb, 1987). Das emittierte Fluoreszenzlicht passiert erneut die 

beiden Spiegel und erreicht durch eine Blende, die nur reflektiertes Licht einer 

konfokalen Ebene scharf abbildet, einen lichtempfindlichen Detektor. Auf diese 

Weise kann die reflektierte Lichtmenge einzelnen Netzhautpunkten zugeordnet 

werden und es entsteht ein Analogsignal auf einem Monitor. Das Bild kann 

abgespeichert und digital verarbeitet werden. 

4.3.2. Fluoreszenzangiographie  

Bei Fluoreszenzangiographie-Aufnahmen (FA) wird Natriumfluoreszein, ein 

wasserlöslicher Farbstoff, intraperitoneal appliziert. Der Farbstoff breitet sich mit dem 

Blut im Organismus aus. Da das Absorptionsspektrum zwischen 465-490 nm liegt, 

wird durch einen Festkörperlaser blaues Licht mit einer Wellenlänge von 488 nm zur 

Anregung des Farbstoffes generiert. offes generiert. Das Emissionsspektrum liegt 
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zwischen 520 und 530 nm. Ein Sperrfilter von 500 nm sorgt demnach für die 

Darstellung des emittierten langwelligeren Lichtes und lässt hier nur grünes Licht 

entsprechend einer Wellenlänge von 520-530 nm durch (Lang, 2008). Somit wird der 

Durch- und Abfluss des Farbstoffes am Augenhintergrund aufgenommen und 

elektronisch gespeichert.  

Der ICG-Farbstoff ist ein wasserlösliches Tricarbocyaninfarbstoff, welches als  

fluoreszierender  Farbstoff in  vielen  unterschiedlichen medizinischen  Disziplinen  

zur  Darstellung  von  Gefäßen, Geweben  und  zur  Beurteilung der Perfusion von 

Organen angewandt wird. Das Absorptionsspektrum und das Emissionspektrum 

liegen im Infrarotbereich (Absorptionsspektrum: 790-805 nm, Emissionspektrum: 

825-835 nm). Er wird mit einem Diodenlaser mit einer Wellenlänge von 790 nm 

angeregt. Zur Trennung des angeregten Lichtes vom emittierten Fluoreszenzlicht 

wird ein Sperrfilter von 830 nm verwendet. Die ICG-Angiographie ist besonders gut 

zur Untersuchung der Aderhautzirkulation geeignet (Lang, 2008). 

4.4. Auswertungsmethode der in-vivo-Bildgebung 

Die Mikroglia-Migration zu den Laserherden wurde 2, 4 und 7 Tage nach der 

Laserbehandlung mit Hilfe von CX3CR1GFP/+-Mäusen untersucht. Die gespeicherten 

Bilder wurden mit Adobe Photoshop CS6 analysiert. Zunächst wurden die Bilder in 

Grauwerte umgewandelt und das Infrarotbild und Fluoreszenzbild überlagert. Als 

nächstes wurden der Bereich des Laserherdes im Infrarotbild und als Referenzwert 

ein genauso großer Bereich nahe des Laserherdes ausgewählt. Die eingegrenzten 

Bereiche wurden auf das Fluoreszenzbild übertragen. Da CX3CR1GFP/+-Mäuse, bei 

denen retinale Mikroglia-Zellen das gekoppelte GFP exprimieren, verwendet wurden, 

konnte die mittlere Fluoreszenzintensität des GFP gemessen werden, was ein Maß 

für die Anzahl der im gewählten Bereich anwesenden Mikroglia-Zellen war. Der 

Referenzwert diente dabei als Kontrolle (Abbildung 4.01). Um das Ausmaß der CNV 

zu bestimmen, wurden die Bilder der ICG-Angiographie verwendet. Dabei wurde 

ebenfalls die mittlere Fluoreszenzintensität von dem Bereich des Laserherdes und 

eines Referenzbereiches gemessen (siehe 5.2). 

4.4.1. Statistische Auswertung 

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des Statistikprogramms Prism 6 

und des nichtparametrischen one-way analysis of variance (ANOVA, Kruskal-Wallis-

Test) durchgeführt. Beim Vergleich der Daten der Kontrollgruppe zu den 
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medikamentös-behandelten Gruppen wurde ein Niveau von p ≤ 0,05 als statistisch 

signifikant angesehen. 

        

 

Abbildung 4.01: Auswertung der Mikroglia-Migration zu den Laserherden 

Die Region des Laserherdes wurde im IR-Bild umschlossen (links, grün) und am Laserherd   
anliegend eine Region als Referenz ausgewählt (links, gelb). Die ausgewählten Bereiche   
wurden in das Fluoreszenzbild übertragen (rechts) und die Helligkeitsverhältnisse zwischen   
den Bereichen bestimmt 

 

4.5. Retina-Präparation 

Zur Entnahme der Augen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getötet und 

die Bulbi nach Durchtrennung der äußeren Augenmuskulatur und des Nervus opticus 

entnommen. Die Freipräparation der Retina erfolgte unter Zuhilfenahme eines 

Stereomikroskops in PBS-Lösung. Mit Hilfe einer Mikroschere wurde an der Grenze 

zwischen Kornea und Sklera eine Inzision gesetzt und danach entlang der Ora 

serrata geschnitten, um die Kornea, Linse und Glaskörper zu entfernen. Durch die 

Verwendung einer in der Spitze leicht gebogenen Pinzette wurde die gesamte Retina 

von Sklera und retinalem Pigmentepithel getrennt und in ein mit Lysepuffer gefülltes 

Reaktionsgefäß überführt. Die Netzhäute konnten bei -80°C zwischengelagert 

werden. 
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4.6. RNA-Extraktion 

Zur Isolierung der gesamt RNA aus der Retina wurde das RNeasy Mini Kit von 

QIAGEN verwendet. Die Eppendorfgefäße mit der Retina, die mit 350 µl Lysepuffer 

aufgefüllt wurden, tauten auf Eis auf. Die nachfolgenden Schritte wurden bei RT 

durchgeführt. Das Gemisch wurde mit einem Homogenisator für 30 sek 

homogenisiert, in ein Qiashredder Spin Column pipettiert und für 2 min bei maximaler 

Umdrehung zentrifugiert. Vor jeder Probe wurde der Homogenisator mit 70% Ethanol 

und Aqua dest. gespült. Der Überstand wurde abgenommen und das erhaltene Lysat 

wurde mit 70% Ethanol gemischt. Der Ansatz wurde dann auf eine RNeasy Säule, 

die in ein 2 ml Reaktionsgefäßgefäß gestellt wurde, gegeben und für 15 sek bei 

12.000 RPM zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 350 µl RW1-Puffer 

auf die Säule gegeben. Nach erneuter Zentrifugation für 15 sek bei 12.000 RPM und 

nach Verwerfen des Durchflusses wurden 10 µl DNAse mit 70 µl RDD-Puffer 

vermischt , auf die Säulenmembran gegeben und 20 min bei RT inkubiert. Die 

Inkubation wurde mit 350 µl RW1-Puffer gestoppt. Nach erneuter Zentrifugation für 

15 sek bei 12.000 RPM wurde der Durchfluss verworfen und zum Waschen 500 µl 

RPE-Puffer auf die Säule gegeben und wieder für 15 sek bei 12.000 RPM 

zentrifugiert. Danach wurden 500 µl 80% Ethanol auf die Membran pipettiert und für 

2 min bei 12.000 RPM zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt 

bevor die Säule in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß gestellt wurde und zur Elution 

30 µl RNase-freies H2O direkt auf die Säulenmembran gegeben wurde. Zum Schluss 

wurde die Säule für 1 min bei 16.000 RPM zentrifugiert. Das Eluat befand sich nun 

im Reaktionsgefäß und die RNA-Konzentration konnte anhand der optischen Dichte 

gemessen werden. 

4.7. Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA 

Um die Konzentration der RNA photometrisch zu bestimmen, wurde das 

Spektralphotometer Nano Drop 2000c der Firma Thermo Scientific verwendet. Dabei 

konnte die Extinktion der RNA bei einem Absorptionsmaximum von 260 nm aufgrund 

der aromatischen Basen bestimmt werden. Bei einem Wert von 1 bei der Extinktion 

entspricht dieser Wert einer Konzentration der RNA von 50 µg/ml. Die anderen 

beiden Extinktionswerte von 280 nm und 320 nm ließen Aussagen über die Reinheit 

der RNA zu. Bei einer Wellenlänge von 280 nm konnten Proteinverunreinigungen 

und bei 320 nm Salzverunreinigungen festgestellt werden. Der Quotient OD260/OD280 

sollte bei einer sauberen Nukleinsäurepräparation zwischen 1,9 - 2,0 liegen, 
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wohingegen der Extinktionswert bei 320 nm kleiner als 0,01 sein sollte (Green M, 

Sambrook J, 2012). 

4.8. Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Die zuvor extrahierte Gesamt-RNA ist ein Gemisch aus ribosomaler RNA (rRNA), 

Transfer-RNA (tRNA) und nur zu 2% messenger RNA (mRNA). Um die RNA in der  

Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) einsetzen zu 

können, muss sie zunächst in komplementäre DNA, sogenannte complementary 

DNA (cDNA), umgeschrieben werden. Da die cDNA in dieser Arbeit als 

Ausgangsmaterial in einer RT-PCR eingesetzt werden sollte und somit die 

anschließende Amplifikationsrate sehr hoch war, reichte die Gesamt-RNA trotz ihres 

geringen Anteils an mRNA aus. Die gewonnene Gesamt-RNA wurde zur Synthese 

der cDNA mittels des iScript cDNA Synthese Kit von Bio-Rad verwendet. Auf Eis 

wurden die in Tabelle 4.03. aufgelisteten Komponenten in ein 0,2 ml PCR-Gefäße 

pipettiert: 

Tab. 4.03.: Übersicht über den Reaktionsansatz einer PCR 

Menge (in µl) Komponenten  

15 µl 500 ng Gesamt-RNA + dH2O 
4 µl 5x iScript select reaction mix 
1 iScript reverse transcriptase 

20 µl 
 

Gesamt 

 

Mit Hilfe des Thermozyklers peqStar von peqlab wurden die Proben zunächst für 5 

min bei 25°C inkubiert, um die reverse Transkriptase zu aktivieren. Anschließend 

erfolgte ein Inkubationsschritt für 30 min bei 42°C, um die Anlagerung der Primer zu 

ermöglichen. Zur Hitze-Inaktivierung der reversen Transkriptase wurden die Proben 

für 5 min bei 85°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine zusätzliche Probe ohne 

die Zugabe der reversen Transkriptase. Abschließend wurden die Proben 1:5 mit 

RNase-freiem Wasser verdünnt und bei -20°C gelagert.    

4.9. RT-PCR 

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode, um die Vervielfältigung von 

DNA-Fragmenten zu ermöglichen. Dabei dient ein Teil der DNA als Vorlage. Dieser 

wird begrenzt durch die beiden Oligonukleotide (Primer), die als Startpunkte für die 

DNA-Synthese dienen. Mit Hilfe von thermostabilen Polymerasen und 
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Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) wird das begrenzte DNA-Fragment 

amplifiziert (Mullis, Faloona et al. 1986). Die Vervielfältigung einer spezifischen DNA-

Region beruht auf einem mehrfach wiederholten Zyklus aus drei Einzelschritten: 

Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und Verlängerung (Elongation). Unter 

optimalen Bedingungen würde sich die Anzahl an DNA-Molekülen pro Zyklus 

verdoppeln.  

Eine Methode, die ermöglicht, die Anzahl der gebildeten DNA-Moleküle schon 

während der Reaktion zu erfassen, stellt die sogenannte quantitative real-time PCR 

dar. Das Prinzip beruht auf der Kombination eines PCR-Geräts mit Fluoreszenz-

Detektion mit spezifischem Oligonukleotid und Fluoreszenz-Resonanz-Energie-

Transfer (fluorescence resonance energy transfer, FRET). Zusätzlich zu den beiden 

Primern einer klassischen PCR wird ein drittes, als Sonde bezeichnetes 

sequenzspezifisches Oligonukleotid verwendet (Abbildung 4.02). Die Sonde wird so 

gewählt, dass sie zwischen den beiden Primern hybridisiert und am 3’-Ende mit einer 

Phosphatgruppe blockiert ist, um zu verhindern, dass sie selbst durch die 

Polymerase verlängert wird. Am 5’-Ende der Sonde ist ein Fluorochrom 1, der 

sogenannte Reporter, am 3’-Ende ein Fluorochrom 2, der sogenannte Quencher 

gekoppelt. 

 

Abbildung 4.02: Prinzip der Real-time PCR  

R: reporter, Q: quencher. (nach Bustin 2000) 
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Wird der Fluoreszenzfarbstoff 1 mit der Wellenlänge A1 angeregt, emittiert er Energie 

in Form von Licht der Wellenlänge E1. Durch die räumliche Nähe der beiden 

Fluorochrome zueinander wird diese jedoch direkt an das zweite Fluorochrom 

weitergegeben, das, dadurch angeregt, seinerseits Licht der Wellenlänge E2 

abstrahlt. Befindet sich im PCR-Ansatz DNA der gesuchten Sequenz, so binden 

sowohl die spezifischen Primer als auch die Sonde, und die Polymerase beginnt die 

Primer zu verlängern. Hierbei stößt sie auf die ebenfalls gebundene 

fluoreszenzmarkierte Sonde. Da die Taq-Polymerase neben der 5’-3’-DNA-

Polymeraseaktivität über eine 5’-3’-Exonukleaseaktivität verfügt, beginnt sie die 

Sonde abzubauen, so dass das Reporter- und das Quencher-Molekül räumlich 

voneinander getrennt werden. Nach Anregung durch Licht der Wellenlänge A1 wird 

nun durch den Reporter Licht der Wellenlänge E1 frei, welches durch die optische 

Detektionseinheit des PCR-Geräts gemessen wird (Abbildung 4.01) (Bustin, 2000).  

Für die quantitative real-time PCR wurde die aus 4.7 gewonnene cDNA verwendet. 

Der Reaktionsansatz für die RT-PCR wurde entsprechend der Angaben in Tabelle 

4.04 zusammengesetzt und mit Hilfe des CFX96 RT-PCR Detection Systems der 

Firma Bio-Rad, wie in Tabelle 4.05 beschrieben, durchgeführt. Als Negativkontrolle 

diente die Negativkontrolle der cDNA-Synthese. Für die Untersuchung der 

Expression verschiedener proangiogener und proinflammatorischer Gene wurden 

bereits beschrieben Primer und Sonden für diese Gene und die houskeeping Gene 

bei der Firma life technologies bestellt. Als Referenzgene (houskeeping genes) 

bezeichnet man Gene, die ubiquitär synthetisiert werden, da sie zum Überleben der 

Zellen notwendig sind und konstant exprimiert werden. Für diese Arbeit wurden β-

Actin und Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzgene 

ausgewählt (Livak, 2001).  

 

Tab. 4.04.: Übersicht über den Reaktionsansatz der RT-PCR 

Menge (in µl) Komponenten  
3 µl 15 ng cDNA 
7,5 µl TaqMan Gene Expression Mastermix 
0,75 µl Primer 

3,75 µl dH2O  

15 µl 
 

Gesamt 
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Tab. 4.05.: Übersicht über den Ablauf der PCR 

Temperatur Zeit Anzahl Zyklen 

50°C 2 min 1 x 
95°C 10 min 1 x 

95°C 15 sek 
40x 

60°C 1 min 
4°C ∞   

 

4.10. Relative Quantifizierung 

Ein Ziel dieser Arbeit war einen möglichen quantitativen Unterschied in der 

Expression bestimmter Gene festzustellen. Mit Hilfe der Delta-Ct-Methode wurde die 

Expression eines Zielgens auf die Expression eines nicht regulierten, konstant 

exprimierten Referenzgens (houskeeping gene) bezogen. Zur besseren Kontrolle 

wurden 2 Referenzgene verwendet und der Mittelwert beider für die Berechnung 

eingesetzt. Die Delta-Ct Werte der unterschiedlich behandelten Gruppen wurden 

anschließend in die Formel 2 -∆Ct eingesetzt (Abbildung 4.03) und mit den resultierten 

Werten und Excel wurden Diagramme angefertigt (Livak, 2001; Schmittgen, 2008). 

 

∆Ct = Ct Zielgen – Ct Referenzgen 

Ratio = 2 -∆Ct 

 

Abbildung 4.03: Delta-Ct-Methode zur relativen Quantifizierung 

 

Der Ct-Wert (Cycle of threshold) ist definiert als der Zeitpunkt bzw. dem Zyklus der 

PCR, wenn sich das Fluoreszenzsignal deutlich von der Hintergrundstrahlung 

abhebt. Die Threshold-Werte für jedes Gen wurden zu Beginn der Messungen 

festgelegt und als fester Wert für weitere Untersuchungen definiert (Livak, 2001; 

Schmittgen, 2008).  

 

4.11. Next-Generation-Sequencing 

In den letzten Jahren sind Methoden zur DNA-Sequenzierung aufgekommen, mit 

denen Sequenzen bis zu 100-mal schneller  und  wesentlich  preiswerter  generiert 

werden  können als die Sequenzierung durch Sanger. Diese Methoden werden unter 
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dem Sammelbegriff des „Next Generation Sequencing“ (NGS) zusammengefasst. 

Die Herangehensweise bei den unterschiedlichen NGS-Methoden ist teilweise sehr 

verschieden. Jedoch gibt es aber zwei Gemeinsamkeiten, durch die sie sich vom 

Sanger-Sequencing unterscheiden. Beim NGS wird keine Klonierung in vivo 

durchgeführt. Dieses ist beim Sanger-Sequenzieren unerlässlich für die Vereinzelung 

der Klone und stellt einen materiellen und zeitlichen Engpass dar. Bei den   

unterschiedlichen NGS-Methoden wird diese Klonierung bzw. Vereinzelung in vitro 

durchgeführt oder erst gar nicht benötigt (single molecular sequencing). Außerdem 

wird beim NGS im Gegensatz zum Sanger-Sequencing das Sequenzieren selber, 

also der Vorgang des Nukleotideinbaus, analysiert und ausgewertet.   

Die RNA-Proben wurden in der Core Facility Genomik für Hochdurchsatzgenetik und 

-genomik der Medizinischen Fakultät Münster untersucht. Die Primärdaten wurden 

freundlicherweise von Dr. Grassmann ausgewertet und die 22.000 Gene und ihre 

Varianzen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen in Exceltabellen dargestellt. 

4.12. Paraffin-Histologie 

4.12.1. Formalin-Fixierung 

Der Tod der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation. Die Augen wurden 

entnommen und in 2 ml Reaktionsgefäßen mit wässriger Formalinlösung mit 4 % 

Formaldehyd für 24 Stunden fixiert.  

4.12.2. Paraffineinbettung  

Die Paraffineinbettung betrug 4 Tage. Die Augen wurden in einer aufsteigenden 

Alkoholreihe entwässert, in dem Intermediärmedium Xylol inkubiert und in Paraffin 

eingebettet: 

Tag Substanz Wiederholungen 

1 Ethanol, 70%, in aqua dest. 3 x 

2 Ethanol, 70%, in aqua dest. 1 x 30 min 

 
Ethanol, 80%, in aqua dest. 3 x 30 min  

 Ethanol, 90%, in aqua dest. 2 x 30 min 

 Ethanol, 96%, in aqua dest. 2 x 30 min 

 Ethanol, 100%, in aqua dest. 3 x 30 min 

3 Xylol 3 x 2 Std 

 Paraffin üN 

4 Paraffin 1 x 1 Std 

 

Danach wurden die Augen in Paraffin eingebettet und bei 4°C gelagert. 
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4.12.3. Schnitte-Anfertigung 

Zum Anfertigen der Schnitte wurde das HM 355S Mikrotom verwendet. Die 

Paraffinblöcke wurden in die vorgesehene Halterung gespannt und Schnitte mit einer 

Dicke von 4 µm angefertigt. Die enthaltenen Schnitte wurden zuerst von einem 

Kaltwasserbad (ca. 20°C) aufgefangen und dann in einem Heisswasserbad (ca. 

45°C) gestreckt, um glatt auf einem Objektträger aufgezogen werden zu können. Die 

aufgezogenen Schnitte wurden auf einer Wärmeplatte für ca. 30 min getrocknet und 

konnten am nächsten Tag für histologische Untersuchungen verwendet werden.  

4.13. Kryostat-Histologie 

Der Tod der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation. Die Augen wurden 

entnommen und in Einbettformen gefüllt mit Gefrierschnittmedium überführt. Direkt 

im Anschluss wurden die Augen in flüssigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren und 

bei -80°C zwischengelagert. Eine Fixierung der Augen vor dem Schneiden erfolgte 

bei dieser Methodik nicht. Mit dem Kryostaten wurden 10 µm dicke Schnitte 

angefertigt, auf einen Objektträger aufgezogen und getrocknet. Die Schnitte konnten 

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.   

4.14. Immunhistologie 

Mit Hilfe der Methode der Immunhistologie gelingt der Nachweis von Antigenen im 

Schnitt. Hierzu werden Antikörper eingesetzt, die spezifisch gegen das gesuchte 

Antigen gerichtet sein müssen und dadurch an diesen Strukturen im Schnitt haften. 

Bei der von uns verwendeten indirekten Methode erfolgt der Nachweis mit einem 

weiteren Antikörper, dem so genannten Sekundärantikörper. Dieser bindet an den 

ersten und ist selbst mit einem Marker versehen.  

4.14.1. Immunhistochemie für Paraffinschnitte 

Zu Beginn wurden die Paraffinschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe 

entparaffiniert. Bei Xylol und Ethanol 100% wurden zwei Bäder von je 5 min, bei den 

weiteren Schritten ein Bad in dieser Reihenfolge durchgeführt: Xylol, Ethanol 100%, 

Ethanol 96%, Ethanol 90%, Ethanol 80%, Ethanol 70%, fließendes Leitungswasser, 

destilliertes Wasser (Lang, 2013). Durch die FFPE-Behandlung werden einige 

Epitope aufgrund der Quervernetzungen (Maskierung) von den zugehörigen 

Antikörpern nicht mehr erkannt. Zur Epitop-Demaskierung wurden die 

Paraffinschnitte 4 mal je 5 min in Citratpuffer gekocht (Shi, 2011). Am Ende der 

Prozedur verblieben die Schnitte zum Abkühlen für 10-15 min in der Lösung. 
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Zwischen allen nun folgenden Schritten wurden die Schnitte 3 mal 5 Minuten in PBS 

gewaschen. Um die endogene Peroxidase-Aktivität zu blocken, wurden die 

Paraffinschnitte für 6 min in einer Power Block Verdünnung Inkubiert. Nach weiteren 

Waschschritten in PBS wurden die Primärantikörper in verschiedenen Verdünnungen 

mit BSA auf die Schnitte aufgetragen und über Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer 

inkubiert. Jeder Objektträger beinhaltete eine Negativkontrolle, bei der nur BSA 

aufgetragen wurde. Am nächsten Tag erfolgten weitere Waschschritte mit PBS und 

anschließend wurden die Paraffinschnitte für 1 Stunden mit dem Sekundärantikörper 

bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Zellkerne zu markieren wurden die 

Objektträger für 8 min mit DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) gegengefärbt. Zum 

Schluss wurden die Schnitte gewaschen, getrocknet und mit einem wässrigen 

Eindeckmedium eingedeckelt. Bis zur Analyse der immunhistologischen Färbungen 

mit Hilfe des EVOS fl wurden die Objektträger bei 4°C gelagert.  

4.14.2. Immunhistochemie für Kryoschnitte 

Die tiefgefrorenen Schnitte wurden zunächst bei -20°C in Methanol fixiert, um eine zu 

starke Zersetzung des nativen Gewebes zu verhindern. Analog zu den 

Paraffinschnitten wurden die Kryoschnitte nach der Fixierung 3 mal 5 min in PBS 

gewaschen, der Peroxidaseblock zur Blockierung der endogenen Peroxidase-

Aktivität durchgeführte und die weiteren Schritte wie in 4.10.1 beschrieben vollzogen. 

Die Lagerung bis zur mikroskopischen Untersuchung erfolgte ebenfalls bei 4°C. 
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5. Ergebnisse 

5.1. Migration der Mikroglia-Zellen nach der laserinduzierten CNV 

Die Laserbehandlung dient als Modell für die neovaskuläre Form der AMD. Zunächst 

wurde die korrekte Ausführung dieser Methodik von meiner Person erlernt, bevor 

weitere Untersuchungen durchgeführt wurden. Bei dem Modell der laserinduzierten 

CNV wird mit einem Laserpuls (100 ms, 160 mW) an mehreren Stellen am 

Augenhintergrund das RPE zerstört. Die einzelnen „Laserherde“ haben einen 

Durchmesser von 75 µm. Dadurch beginnt ein Einwachsen von neuen Blutgefäßen 

aus der darunter liegenden Aderhaut in den subretinalen Raum, begleitet von einer 

Narbenbildung und Proliferation von umliegendem Gewebe. 

Die Ergebnisse in Abbildung 5.01 zeigen das typische Aussehen der Laserherde im 

Infrarot-SLO-Bild (links). Für die Untersuchung der Migration der Mikroglia-Zellen zu 

den Bereichen der Laserherde wurden die bereits erwähnten CX3CR1GFP/+-Mäuse 

verwendet. Bei diesen Tieren wurde ein Allel des Fraktalkin-Rezeptor-Gens durch 

das Gen für das green fluorescent protein (GFP) ersetzt, so dass die Mikroglia-Zellen 

die grüne Autofluoreszenz des GFP aufweisen (rechts). Die Migration der Mikroglia-

Zellen zu den Bereichen der Laserherde erreichte am Tag 4 ihr Maximum.    

 

 

Abbildung 5.01: Infrarot-SLO-Bild einer laserbehandelten Retina (links) und die 

transiente Anreicherung von Mikroglia-Zellen im Autofluoreszenzbild (rechts)  
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Als weiteres in-vivo-Verfahren wurde die laserinduzierten choroidalen 

Neovaskularisation mit Hilfe der optische Kohärenztomographie (OCT) untersucht. 

Wie in Abbildung 5.02 zu sehen, ist der Verlust der retinalen Schichtung, 

insbesondere des RPE, zu erkennen.   

 

Abbildung 5.02: OCT-Aufnahme eines Laserherdes (Pfeil) 

 

Als eine zusätzliche Kontrolle, inwiefern die Positionierung der Laserherde gelungen 

war, wurden die Augen von laserbehandelten Mäusen entnommen und 

Paraffinschnitte angefertigt. In Abbildung 5.03 sind zwei Laserherde zu sehen 

(Pfeile), in denen das RPE und die Photorezeptoren fehlen. Stattdessen ist eine 

starke Proliferation z.T. pigmentierten Gewebes neben den Herden zu sehen (2 

Wochen nach Laserbehandlung). 

  

Abbildung 5.03: Hämatoxylin-Eosin-gefärbter Paraffin-Schnitt eines Mausauges 
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Die Migration der Mikroglia-Zellen zu den Laserherden nach der laserinduzierten 

CNV sollte über einen längeren Zeitraum untersucht werden. Bei den Ergebnissen in 

Abbildung 5.04 sind zu unterschiedlichen Zeitpunkten das Infrarotbild gegen das 

Fluoreszenzbild gestellt. 1 Stunde nach der Laserkoagulation wanderten die 

fluoreszierenden Mikroglia-Zellen in Richtung der Laserherde. Die höchste 

Akkumulation von fluoreszierenden Mikroglia-Zellen in den Laserherden wurde 4 

Tage nach der Laserbehandlung gemessen. Danach nahm die Fluoreszenzintensität 

im Bereich der Laserherde langsam ab, jedoch konnte eine Ansammlung von 

fluoreszierenden Mikroglia-Zellen noch 5 Wochen nach der Laserbehandlung 

detektiert werden. 
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Abbildung 5.04: Transiente Anreicherung von Mikroglia-Zellen über einen längeren 

Untersuchungszeitraum (Eter, 2008) 

 

4 d nach lasern 

7 d nach lasern 

5 w nach lasern 

vor Laserbehandlung 

1 h nach lasern 

Infrarot 

Fluoreszenz 

4 h nach lasern 
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5.2. Expression von proangiogenen Faktoren und puringergen 

Rezeptoren 

Als ein Beispiel sollen die Ergebnisse von immunhistochemichen Doppelfärbungen 

gegen CD11b und den proangiogenen Faktor FGF-2 in Abbildung 5.05 dargestellt. 

Bei unbehandelten Augen konnte keine Co-Lokalisation zwischen CD11b 

exprimierenden Zellen und FGF-2 exprimierenden Zellen detektiert werden (nicht 

gezeigt). 4 Tage nach der Laserbehandlung exprimierten CD11b positive Mikroglia-

Zellen auch FGF-2 (siehe Abbildung 5.05). Die Expression von proangiogenen 

Faktoren der Mikroglia-Zellen war an Tag 4 nach der Laserbehandlung am höchsten 

und nahm an Tag 7 und Tag 14 nach der Laserbehandlung ab. Dieses Ergebnis 

zeigt auch Abbildung 5.06 bei der Expression von VEGF. 

In Abbildung 5.07 sind beispielhaft die Ergebnisse von immunhistochemichen 

Doppelfärbungen gegen CD11b und den purinergen Rezeptor P2x4 dargestellt. Wie 

bei den proangiogenen oder auch den proinflammatorischen Faktoren werden auch 

die purinergen Rezeptoren von Mikroglia-Zellen in der gesunden Retina nicht 

exprimiert (nicht gezeigt). Nach der Laserbehandlung exprimieren CD11b positive 

Mikroglia-Zellen auch den purinergen Rezeptor P2x4 (Abbildung 5.07). Ebenso, wie 

bei dem Beispiel FGF-2, steigt die Expression von P2x4 bis Tag 4 an und nahm an 

den folgenden Untersuchungstagen ab.          

 

Abbildung 5.05: 4 Tage nach Laserbehandlung  

 

FGF-2CD11b merge
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Abbildung 5.06: 4 Tage nach Laserbehandlung 

 

Abbildung 5.07: 4 Tage nach Laserbehandlung 

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden keine weiteren immunhistochemichen 

Färbungen durchgeführt, da die Ergebnisse der in-vivo-Untersuchungen und die RT-

PCR-Ergebnisse qualitativ besser eingeschätzt werden können, um eine bessere 

Aussage über die Modulation der Mikroglia-Aktivität zu treffen.   

 

 

 

 

VEGF CD11b merge 
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5.3. Modulation der Mikroglia-Migration  

Wie in 4.2. beschrieben, wurden die Mäuse in verschiedene Versuchsgruppen 

unterteilt, die CNV mit Hilfe eines Argonlasers indiziert und anschließend durch die 

intravitrealen Injektion von Mikroglia-hemmenden Substanzen oder PBS behandelt.  

Die Abbildung 5.08 zeigt den Einfluss von verschiedenen intravitreal injizierten 

Substanzen auf die Mikroglia-Migration zu den Laserherden. 2, 4 und 7 Tage nach 

der Laserbehandlung wurden die Tiere mit Hilfe der in 4.3. beschriebenen in-vivo-

Methode untersucht. Als 1. Kontrollgruppe wurden Mäuse überprüft, die keine 

Injektion bekommen haben. Da die Mikroglia-hemmenden Substanzen in PBS gelöst 

wurden, wurde der 2. Kontrollgruppe PBS intravitreal injiziert. Es konnte in den 

späteren Analysen festgestellt werden, dass zwischen den beiden Kontrollgruppen 

keine Unterschiede bestehen. Das heisst, dass die Injektion per se keinen Einfluss 

auf die Migration der Mikroglia-Zellen hat. Den 4 Versuchsgruppen wurden Cortisol, 

Minocyclin, RGDS und TKP injiziert. Wie in der Abbildung 5.08 schon zu erkennen 

ist, wird die Migration der Mikroglia-Zellen zu den Laserherden durch die Behandlung 

mit Minocyclin oder TKP inhibiert. Analysen der Größe der Schädigungsgebiete, dem 

Verhältnis der Helligkeit der Mikroglia-Zellen und der Größe der Mikroglia-Areale 

aufgrund der Laserbehandlung ergaben, dass Cortisol und RGDS keinen Effekt auf 

die Migration der Mikroglia-Zellen ausübt. Aus diesem Grund werden in den 

folgenden Untersuchungen nur Minocyclin und TKP analysiert.  

Die Auswertung der Daten erfolgte wie in 4.4. und 4.4.1. beschrieben. Als 1. 

Parameter wurde die Größe der Schädigungsgebiete aufgrund der Laserbehandlung 

im Infrarotbild untersucht (Abbildung 5.09). Dabei wurde die Anzahl der Pixel als 

Vergleichswert definiert. An Tag 2 lag die mittlere Größe der Schädigungsgebiete bei 

den PBS-Kontrolltieren bei 16.605±5.597 bei den Minocyclin-behandelten Tieren bei 

7.670±2.580, und bei den TKP-behandelten Tieren bei 15.364±2.530 Die mittlere 

Größe der Schädigungsgebiete bei den Minocyclin-behandelten Tieren war 

signifikant unterschiedlich gegenüber der PBS-Kontrollgruppe (p<0,0001). Der 

Unterschied der TKP-behandelten Tiere gegenüber der PBS-Kontrollgruppe war 

nicht signifikant. An Tag 4 war die mittlere Größe der Schädigungsgebiete bei den 

Minocyclin-behandelten Tieren (12.476±7.086, p<0,01) und den TKP-behandelten 

Tiere (11.676±4.046, p<0,05) signifikant kleiner als bei der PBS-Kontrollgruppe 

(17.873±6.978).  
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Abbildung 5.08: Übersicht über die Mikroglia-Migration zu den Laserherden  
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Ab Tag 4 wurden die topisch behandelten Tiere, also die Versuchstiere, denen die 

Substanzen nicht intravitreal sondern als Augentropfen verabreicht wurden, 

untersucht. Grund dafür war die Annahme, dass die Mikroglia-Migration erst an Tag 4 

ihr Maximum erreicht. Bei den topisch behandelten Tieren lag die mittlere Größe der 

Schädigungsgebiete bei den PBS-Kontrolltieren bei 20.637+3.423 bei den 

Minocyclin-behandelten Tieren bei 14.854+4113 (p<0,05), und bei den TKP-

behandelten Tieren bei 12.749+2.386 (p<0,01). Die Unterschiede zwischen den 

Minocyclin- und TKP-behandelten Tieren waren signifikant gegenüber der 

Kontrollgruppe.  

7 Tage nach der Laserbehandlung und der intravitrealen Injektion beträgt die mittlere 

Größe der Schädigungsgebiete der PBS-Kontrolltiere 18.110+6.485, die der 

Minocyclin-behandelten Tiere 8.588+4.312 und die der TKP-behandelten Tiere 

14.133+2.770. Die Minocyclin-behandelten Tiere zeigen signifikant kleinere 

Schädigungsgebiete im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren (p<0,0001). Die TKP-

Versuchstiere weisen keinen signifikanten Unterschied gegenüber der PBS-

Kontrollgruppe auf. Bei den topisch behandelten Tieren ist die mittlere Größe der 

Schädigungsgebiete der Minocyclin-behandelten Tiere (11.270+1.648; p<0,01) und 

die der TKP-behandelten Tiere (12.128+2.162; p<0,01) signifikant kleiner gegenüber 

den PBS-Kontrolltieren (18.868+3.944). 

 

Abbildung 5.09: Größe der Schädigungsgebiete aufgrund der Laserbehandlung 

Der 2. zu untersuchende Parameter war das Verhältnis der Helligkeit der Mikroglia-

Zellen im Bereich der Laserherde (Abbildung 5.10). Wie in 4.4 beschrieben, wird das 

Verhältnis der Helligkeit zwischen Laserherd und einem Referenzbereich bestimmt 
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und die Ergebnisse der Versuchsgruppen untereinander analysiert. Sowohl bei der 

intravitreal injizierten Gruppe (IjG) als auch bei den topisch behandelten Tieren (toG) 

sind die Verhältnisse der Helligkeit von Minocyclin-behandelten Tieren (ijG Tag 2: 

1,84+0,16, p<0,0001; Tag 4: 1,94+0,15, p<0,0001; Tag 7: 1,88+0,14, p<0,0001; toG 

Tag 4:2,11+0,33, p<0,01; Tag 7: 1,84+0,11, p<0,0001) und TKP-behandelten Tieren 

(ijG Tag 2: 2,01+0,22, p<0,001; Tag 4: 1,86+0,13, p<0,0001; Tag 7: 1,80+0,12, 

p<0,0001; toG Tag 4:1,84+0,10, p<0,0001; Tag 7: 1,84+0,15, p<0,0001) signifikant 

geringer im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (ijG Tag 2: 2,56+0,46; Tag 4: 

2,71+0,26; Tag 7: 2,64+0,47; toG Tag 4: 2,56+0,27; Tag 7: 2,48+0,38).      

 

Abbildung 5.10: Verhältnis der Helligkeit der Mikroglia im Bereich der Laserherde 

Des Weiteren wurde die Größe der Mikroglia-Areale (Angabe in Pixeln) im Bereich 

der Laserherde untersucht. Die Ergebnisse in Abbildung 5.11 zeigen, dass die 

Minocyclin-behandelten Tiere (ijG Tag 2: 5.575+2.284, p<0,0001; Tag 4: 

9.016+5.021, p<0,05; Tag 7: 5.711+2.415, p<0,001; toG Tag 4:10.856+3.812, 

p<0,01; Tag 7: 7.620+1.944, p<0,05) zu allen Zeitpunkten und in beiden 

Versuchsgruppen signifikant kleiner sind gegenüber der PBS-Kontrollgruppe (ijG Tag 

2: 11.162+4.351; Tag 4: 12.815+5.618; Tag 7: 10,605+5.891; toG Tag 

4:16.521+3.044; Tag 7: 11.487+2.857). Die TKP-behandelten Tiere weisen in der 

intravitreal injizierten Versuchsgruppe keinen signifikanten Unterschied zur PBS-

Kontrollgruppe auf (Tag 2: 12.025+2.877; Tag 4: 9.195+3.857; Tag 7: 10,328+2.231). 

Bei den topisch-behandelten Tieren ist nur an Tag 4 mit 11.176+1.597, p<0,05 ein 

signifikanter Unterschied messbar (Tag 7 9.3302.573).  

**** *** 
**** **** ++ ++++ 

**** **** ++++ ++++ 
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Abbildung 5.11: Größe der Mikroglia-Areale 

 

5.4. Modulation des Ausmaßes der Neovaskularisation  

In den weiteren Untersuchungen sollte überprüft werden, inwiefern die Modulation 

der Mikroglia-Zellen einen Effekt auf das Ausmaß der Neovaskularisation hat. Die 

Analyse erfolgte an Tag 4 und Tag 7 nach der Laserbehandlung und auch hier 

wurden die Versuchstiere in 2 Gruppen aufgeteilt, bei den die 1. Versuchsgruppe die 

Substanzen einmalig intravitreal injiziert bekamen und die 2. Versuchsgruppe 

unmittelbar nach der Laserbehandlung und daraufhin jeden 2. Tag die Substanzen 

topisch appliziert bekam. Abbildung 5.12 soll beispielhaft für die Unterschiede in dem 

Verhältnis der Helligkeit der Leckage und der Größe der Leckage stehen. Wie schon 

in dieser Abbildung zu erkennen ist, sind die Helligkeit (2,93) und die Größe der 

Leckage (25.382) bei den PBS-Kontrolltieren intensiver bzw. größer als die Helligkeit 

(2,13) und die Größe der Leckage (10.294) bei den Minocyclin-behandelten Tieren. 

Bei den Ergebnissen der Helligkeitsverhältnisse zeigte sich, dass sowohl die 

Minocyclin-behandelten Tiere (ijG Tag 4: 1,91+0,29, p<0,0001; Tag 7: 1,91+0,16, 

p<0,0001; toG Tag 4:1,70+0,14, p<0,001; Tag 7: 1,85+0,12, p<0,001) als auch die 

TKP-behandelten Tiere (ijG : Tag 4: 1,81+0,16, p<0,0001; Tag 7: 1,86+0,13, 

p<0,0001; toG Tag 4:1,79+0,13, p<0,05; Tag 7: 1,74+0,15, p<0,0001) eine signifikant 

geringere Intensität aufwiesen im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (ijG: Tag 4: 

2,86+0,62; Tag 7: 3,13+0,45; toG Tag 4:2,16+0,42; Tag 7: 2,56+0,50) (Abbildung 

5.13).       
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Abbildung 5.12: Unterschied in der Größe der Leckage 

 

 

  

Abbildung 5.13: Verhältnis der Helligkeit der Leckage im Bereich der Laserherde 
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Die Größe der Leckage war der 5. Parameter, der bei den in-vivo-Versuchen 

untersucht wurde (Abbildung 5.14). 4 Tage nach der Laserbehandlung war die 

mittlere Größe der Leckage bei den Minocyclin-behandelten Tieren (7.507+3.420; 

p<0,0001) und die der TKP-behandelten Tiere (7.345+2.528; p<0,0001) signifikant 

kleiner als die Größe der Leckage bei den PBS-Kontrolltieren (14.803+5.927). Bei 

der topisch-behandelten Gruppe waren die Minocyclin-behandelten Tiere 

(6.550+3.781; p<0,001) signifikant unterschiedlich gegenüber der PBS-Kontroll-

gruppe (11.503+4.609). Die TKP-behandelten Tiere (6.902+1.829, p<0,05) wiesen 

ebenfalls einen signifikanten Unterschied zu den Kontrolltieren auf. Bei den 

Untersuchungen an Tag 7 waren beide Versuchsgruppen, denen Minocyclin 

appliziert wurde (ijG: 7.673+3.864; p<0,0001; toG: 8.934+1.593; p<0,001) signifikant 

kleiner gegenüber den PBS-Kontrollgruppen (ijG: 16.022+6.078; toG: 16.234+3.237). 

Die Behandlung mit TKP führte bei regelmäßiger topischer Applikation (9.756+2.567; 

p<0,01), jedoch nicht bei einmaliger intravitrealer Injektion (14.056+5.087), zu einem 

signifikanten Unterschied im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe.     

 

Abbildung 5.14: Größe der Leckage 
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5.5. Ergebnisse der RT-PCR 

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Genexpression verschiedener Gene analysiert. Den 

hier verwendeten Versuchstieren wurden die Substanzen nach der Laserbehandlung 

intravitreal injiziert und die Augen 3 Tage nach der Laserbehandlung entnommen. 

Die Retina wurde wie in 4.5 beschrieben präpariert und die RNA extrahiert (4.6.).  

Die zu untersuchten Tiere wurden in 4 Gruppen aufgeteilt: PBS-Injektion ohne 

Laserbehandlung, Laserbehandlung mit PBS-Injektion, Laserbehandlung mit TKP-

Injektion und Laserbehandlung mit Minocyclin-Injektion (Abbildung 5.15). Pro Gruppe 

wurden 3 Tieren die jeweiligen Substanzen appliziert. Dabei wurden die Ergebnisse 

der Genexpression der laserbehandelten Tiere mit PBS-Injektion auf 100% festgelegt 

und die Ergebnisse der anderen 3 Gruppen mit dieser Behandlung verglichen.  

Bei den Versuchstieren, denen PBS injiziert wurde aber keine Laserbehandlung 

stattgefunden hatte, zeigten alle untersuchten Genexpressionen einen niedrigeren 

Wert, als die Vergleichsgruppe. Die TKP-behandelten Tiere wiesen in der 

Genexpression, bis auf PDGF-β, eine prozentual gestiegene Genexpression im 

Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren auf. Bei den Minocyclin-behandelten Tieren 

konnte sowohl eine gestiegene (P2rx4, TGF-β, VEGF) als auch eine geringere 

(PeCam1, FGF-2, PDGF-β, CCL-2) Genexpression gegenüber der Kontrollgruppe 

nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 5.15: Übersicht der RT-PCR-Ergebnisse 
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5.6. Ergebnisse des Next Generation Sequencing 

Wie in 4.11 beschrieben, wurden die Daten von Dr. Grassmann ausgewertet. Wie in 

5.5 wurden auch hier die Genexpressionswerte der laserbehandelten Tiere mit PBS-

Injektion als Vergleichswert verwendet und die anderen 3 Versuchsgruppen mit 

dieser Gruppe verglichen. Pro Gruppe wurde ein Tier analysiert.  

Die Abbildung 5.16 zeigt, dass die ungelaserten Versuchstiere, denen PBS appliziert 

wurde (blau), zur Vergleichsgruppe geringere Expressionswerte erkennen lassen. 

Die gelaserten und TKP-behandelten Tiere weisen sowohl eine geringere (P2rx4, 

TGF-β1, FGF-2, PDGF-β, CCL-2) als auch eine gestiegene (PeCam1, VEGF) 

Genexpression auf (grün). Bei den Minocyclin-behandelten Tieren ist die 

Genexpression bei allen untersuchten Genen, mit der Ausnahme VEGF, geringer 

gegenüber der Vergleichsgruppe. 

In Abbildung 5.17 sind beispielhaft weitere Gene und die verschiedenen 

Genexpressionswerte aufgrund unterschiedlicher Behandlungsmethoden aufgezeigt. 

Die Genexpression bei „PBS (ohne Laser)“ und „Laser + Minocyclin“ sind bei allen 

Genen geringer im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (rot). Die gelaserten und TKP-

behandelten Tiere weisen sowohl eine geringere (S100A4, IL-6, CD11b) als auch 

eine gestiegene (IL-1, Iba1, MMP9) Genexpression auf (grün).   

 

Abbildung 5.16: Übersicht der NGS-Ergebnisse 
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Abbildung 5.17: Übersicht weiterer NGS-Ergebnisse 
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6. Diskussion 

In dieser Arbeit wurden in-vivo-bildgebende Methoden, molekularbiologische 

Methoden (RT-PCR) und immunhistologische Färbungen durchgeführt. Das Ziel der 

Arbeit war es, die Rolle der Mikroglia-Zellen im alternden Auge sowie bei der 

Entstehung und dem Fortschreiten der AMD zu untersuchen. Die Untersuchungen im 

Rahmen dieser Arbeit wurden im Tiermodell der laser-induzierten choroidalen 

Neovaskularisation bei Mäusen durchgeführt. Es sollte überprüft werden, ob und 

inwieweit sich durch immunmodulierende Substanzen die Größe der Laserherde, die 

Migration der Mikroglia-Zellen zu den Laserherden, die Größe der Mikroglia-Areale 

und das Ausmaß der Neovaskularisation eindämmen lassen. Ebenso sollte ermittelt 

werden, ob die immunmodulierenden Substanzen einen Einfluss auf die Gen-

expression von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und die Produktion anderer Signal-

moleküle der Mikroglia-Zellen haben. Für die immunhistologische Färbung von 

Mikroglia-Zellen wurde ein Antikörper gegen CD11b verwendet. Es ist bekannt, dass 

CD11b vor allem von „aktivierten“ Mikroglia-Zellen exprimiert wird. Angesichts der 

Positionierung in der Retina und der Form von CD11b-positiven Zellen, die in den 

immunhistologischen Färbungen (5.2.) vorlagen, kann davon ausgegangen werden, 

dass es sich bei diesen Zellen um Mikroglia-Zellen handelte. Bei den in-vivo-

Methoden wurden CX3CR1GFP/+-Mäuse verwendet. Bei diesen Tieren wurde ein Allel 

des Fraktalkin-Rezeptor-Gens durch das Gen für das green fluorescent protein 

(GFP) ersetzt, so dass die Mikroglia-Zellen die grüne Autofluoreszenz des GFP 

aufweisen (Abbildung 5.01).  

Um die Mikroglia-Zellen zu inhibieren, wurden verschieden immunmodulierende 

Substanzen verwendet: Minocyclin, TKP, RGDS und Cortisol 

Minocyclin ist ein halbsynthetisches Tetracyclin-Derivat, welches vor allem als 

Antibiotikum bei Hautkrankheiten Verwendung findet. Es ist in der Lage die Blut-Hirn-

Schranke zu überwinden (Yong, 2004). Minocyclin hat eine anti-inflammatorische 

und eine durch die Inhibition der Mikroglia-Aktivität bewirkte neuroprotektive Wirkung. 

Diese neuroprotektive Wirkung zeigt sich in Versuchsmodellen wie beispielsweise 

dem ischämischen Schlaganfall (Yrjänheikki., 1998), Multiple Sklerose (Brundula, 

2002), Rückenmarksverletzung (Stirling, 2004), Morbus Parkinson (Wu, 2002), 

Huntington-Krankheit (Chen, 2000), amyotrophe Lateralsklerose (Zhu, 2002), und 

dem osmotischen Demyelinisierungs-Syndrom (Suzuki, 2010). 2001 berichteten 
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Tikka und Koistinaho, dass der protektive Einfluss von Minocyclin mit der Reduktion 

von spezifischen Cytokinen (IL-1β, TNF-α) und der induzierbaren Stickstoffmonoxid-

Synthase, die hauptsächlich von Mikroglia-Zellen exprimiert werden, verbunden ist. 

Zusätzlich inhibiert Minocyclin die Proliferation der Mikroglia-Zellen (Tikka, 2001). 

Darüber hinaus zeigten einige Studien, dass die Inhibierung der Mikroglia-Aktivität 

durch Minocyclin auch einen Effekt bei verschiedenen retinalen und Sehnerven-

erkrankungen ausübt, einschließlich Venenverschluss (Sun, 2013), diabetische 

Retinopathie (Cukras, 2012; Vincent, 2007), subretinalen Blutungen (Zhao, 2011), 

Netzhautablösung (Yang, 2009), Glaukom (Bosco, 2008;. Levkovitch-Verbin, 2014), 

und Sehnervendurchtrennung (Baptiste, 2005). 2013 zeigte Huang, dass die 

Inhibierung der Mikroglia-Zellen mit Hilfe von Minocyclin bei dem Modell der 

laserinduzierten CNV zu einer geringeren Leckage führt und somit eine mögliche 

therapeutische Strategie zur Behandlung der AMD sein könnte (Huang, 2013). Ein 

Versuchsmodell der lichtinduzierten Netzhautdegeneration zeigt ähnliche 

Ergebnisse. Durch die Behandlung von Minocyclin und der damit einhergehenden 

Hemmung der Mikroglia-Aktivität werden die Photorezeptorzellen geschützt (Zhang, 

2004).  

TKP ist ein Tripeptid aus den Aminosäuren Threonin, Lysin und Prolin. Es entsteht 

während der Bildung von Immunoglobulin G und kann die Aktivierung von Zellen 

monozytären Ursprungs hemmen, einschließlich der Mikroglia-Zellen (Auriault, 

1983). Es wurde untersucht, dass TKP während der Sehnervendurchtrennung die 

Axotomie-induzierte retinale Ganglienzelldegeneration reduziert (Thanos, 1993). Im 

zentralen Nervensystem hemmt TKP die Demyelinisierung und T-Zell Infiltration bei 

der experimentellen allergischen Encephalomyelitis und mindert Ödeme sowie die 

neuronale Degeneration im Modell der intrazerebralen Blutung (Wang, 2005). 

Ebenfalls unterstützt TKP den funktionellen Genesungsprozess nach Verletzungen 

des Rückenmarks (Emmetsberger, 2012). Über den Wirkungsmechanismus von TKP 

auf die Mikroglia-Zellen ist zurzeit noch nicht viel bekannt. Es ist möglich, dass TKP 

den metabolischen Zustand der Mikroglia-Zellen reguliert (Thanos, 1993).  

RGDS ist ein Tetrapeptid aus den Aminosäuren Arginin, Glycin, Asparaginsäure und 

Serin. RGDS ist auf Fibronektin, Fibrinogen α und von Willebrand Faktor, nicht 

jedoch auf Vitronectin oder Kollagen zu finden. Dieses synthetische Fragment 

interagiert mit α5β1 und αVβ3 Integrinen und stört die Bindung von Zellen an 

Fibronektin-beschichtete Oberflächen (Haverstick, 1985; Pierschbacher, 1984; 
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Basani, 2014). Es blockiert auch die Anheftung bestimmter Krankheitserreger an die 

Zellen (Thomas, 1985; Pottratz, 1990). Das RGDS-Peptid hemmt die Thrombin-

induzierte Bindung von Blutplättchen an Fibronectin, Fibrinogen α und von 

Willebrand Faktor (Gartner, 1985; Ginsberg, 1985). Die Interaktion des RGDS-

Peptids mit Integrinen verändert die intrazelluläre Signalisierung in einer Weise, die 

zell- und Stimulus-spezifisch sind (Moon, 2009; Dekkers, 2010). RGDS reduziert die 

Phagozytose apoptotischer Neurone durch Mikroglia-Zellen (Witting, 2000). Die 

Sterberate der retinalen Ganglienzellen wurde nach einer Axotomie durch die 

intravitreale Injektion von RGDS reduziert (Heiduschka, 2004).  

Das natürliche Glucocorticoid Cortisol zeigt eindeutige, anti-inflammatorische und 

immunsuppressive Wirkungen. Bei entzündlichen und demyelinisierenden ZNS-

Störungen können Glucocorticoide die Produktion von Stickstoffmonoxiden durch die 

Mikroglia über die Hemmung der Proteinkinase C (PKC) Signaltransduktion 

regulieren (Jun, 1994). Obwohl Cortisol eine toxische Wirkung für Neurone haben 

kann, kann es zum Schutz der Neuronen die Produktion von zytotoxischen 

Molekülen, NO und TNF-α durch die Mikrogliazellen blockieren (Drew, 2000). 

Cortisol wurde erfolgreich als ein Neuroprotektivum bei der Schädigung des 

Sehnervs in einem Versuchsmodell mit Ratten angewandt. Die intravitreale 

Applikation von Cortisol führte zu einer erhöhten Anzahl an überlebenden retinalen 

Ganglienzellen bei einer Axotomie (Heiduschka, 2004; Heiduschka und Thanos, 

2006). Durch die Injektion der künstlichen Glucocorticoide Dexamethason und 

Methylprednisolon konnten keine solchen neuroprotektiven Effekte erzielt werden 

(Heiduschka, 2004; Huang, 2013). In anderen Studien zeigten die Ergebnisse, dass 

Cortisol die Funktion von Mikroglia-Zellen inhibieren kann und somit eine 

therapeutische Rolle bei Patienten mit Netzhauterkrankungen einnehmen kann 

(Glybina, 2009, 2010; Shen, 2014). 

Das Ausmaß der Expression von Wachstumsfaktoren, Cytokinen und anderer 

Signalmoleküle der Mikroglia-Zellen, bestimmt durch immunhistochemische 

Färbungen, konnte für eine genauere Quantifizierung nicht genutzt werden. Aufgrund 

von gewissen subjektiven Fehlern konnten die immunhistochemischen Färbungen 

nur grobe Rückschlüsse auf die Expression liefern und wurden für den weiteren 

Verlauf der Arbeit nicht weiter verfolgt. 
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Den Effekt der verschiedenen Inhibitoren auf die Mikroglia-Migration zu den 

Laserherden lässt sich in Abbildung 5.08 schon erkennen. Den Tieren, denen 

Minocyclin intravitreal injiziert wurde, zeigten sowohl an Tag 2, 4 als auch an Tag 7 

einen signifikanten Unterschied zur PBS-Kontrollgruppe (Abbildungen 5.09-11). 

Diese Ergebnisse stimmen mit den Erkenntnissen von Huang überein, der zeigte, 

dass Minocyclin die Akkumulation von Mikroglia-Zellen im Bereich der Laserherde 

inhibiert (Huang, 2013). Auch die Größe der Schädigungsgebiete und die Größe der 

Mikroglia-Areale waren signifikant geringer gegenüber der Kontrollgruppe. Dieses 

Ergebnis konnte bisherige Untersuchungsbefunde (Tikka, 2001; Reichman, 1986; 

Monje, 2002) bestätigen. Über den Wirkungsmechanismus von TKP auf die 

Mikroglia-Zellen ist zurzeit noch nicht viel bekannt. Die Ergebnisse aus der Abbildung 

5.10 zeigen aber, dass bei einmaliger Applizierung von TKP die Akkumulation der 

Mikroglia-Zellen im Bereich der Laserherde gegenüber der Kontrollgruppe signifikant 

reduziert wird. In Bezug auf die Größe der Schädigungsgebiete und die Größe der 

Mikroglia-Areale nimmt die einmalige Injektion von TKP jedoch keinen Einfluss. Da 

es sich bei TKP um ein sehr kleines Tripeptid handelt besteht die Möglichkeit, dass 

es leichter abgebaut oder ausgewaschen wird. Bei einer mehrmaligen Behandlung 

wird dieser Vorgang möglicherweise umgangen.  

Werden die Mikroglia-hemmenden Substanzen topisch verabreicht, dann zeigt sich 

bei den Minocyclin-behandelten Tieren ebenfalls ein signifikanter Unterschied in den 

3 Parametern Größe der Schädigungsgebiete, Verhältnis der Helligkeit der Mikroglia-

Zellen und Größe der Mikroglia-Areale. Obwohl bei der topischen Applikation 

aufgrund von Auswaschung und anderen Faktoren nur ein geringer Prozentsatz der 

Substanzen am Wirkungsort ankommt, zeigen sich dieselben Ergebnisse wie bei der 

intravitrealen Injektion. Diese Behandlungsmethode hat den eindeutigen Vorteil, dass 

es für das Versuchstier und einer späteren Anwendung im Menschen keine 

negativen Auswirkungen aufgrund der Injektion geben kann und mit einer geringeren 

Belastung verbunden ist. Entzündungen im Glaskörperbereich (Endophthalmitis) 

werden so vermieden, und die Handhabung ist für den Patienten einfacher. Bei der 

mehrmaligen topischen Behandlung mit TKP lässt sich, im Gegensatz zum Zeitpunkt 

von 4 Tagen, 7 Tage nach der Laserbehandlung kein signifikanter Unterschied 

gegenüber der Kontrollgruppe in Bezug auf die Größe der Mikroglia-Areale messen 

(Abbildung 5.11). Die Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass Minocyclin und TKP 
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einen hemmenden Einfluss auf die Migration der Mikroglia-Zellen zu dem Bereich der 

Schädigungsstelle haben.            

Die Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass Minocyclin und TKP einen hemmenden 

Einfluss auf die Migration der Mikroglia-Zellen zu dem Bereich der Schädigungsstelle 

haben.  

Analysen der Größe der Schädigungsgebiete, des Verhältnisses der Helligkeit der 

Mikroglia-Zellen und der Größe der Mikroglia-Areale aufgrund der Laserbehandlung 

ergaben, dass Cortisol und RGDS keinen Effekt auf die Migration der Mikroglia-

Zellen ausüben.  

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde untersucht, ob die Inhibition der Mikroglia-Zellen 

einen Effekt auf das Ausmaß der CNV hat. Dabei zeigen Abbildung 5.13 die 

Helligkeitsintensität der Leckage und Abbildung 5.14 die Größe der Leckage. Die 

Minocyclin-behandelten Tiere weisen in beiden Versuchsgruppen, also einmalige 

intravitreale Injektion oder mehrmalige topische Applikation, einen signifikanten 

Unterschied im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe auf. Damit lassen sich die 

Untersuchungen von Huang bestätigen, dass Minocyclin die CNV hemmt (Huang, 

2013). Ebenso sind bei den TKP-behandelten Tieren signifikante Unterschiede in der 

Intensität der Leckage gegenüber den Kontrolltieren zu erkennen. Nur am Tag 7 bei 

der intravitrealen Injektion lässt sich kein Unterschied nachweisen. Das würde mit 

den Erkenntnissen übereinstimmen, dass die Wirkung von TKP auf die Mikroglia-

Zellen relativ schnell nachlässt, wenn keine regelmäßige Zugabe von TKP folgt. 

Bisher konnte noch in keinem Forschungsprojekt festgestellt werden, dass TKP 

einen signifikant inhibierenden Einfluss auf das Ausmaß der CNV hat.  

In Bezug auf die Genexpression der Mikroglia-Zellen sollte untersucht werden, ob die 

immunmodulierenden Substanzen einen Einfluss auf die Genexpression von 

Wachstumsfaktoren, Zytokinen und die Produktion anderer Signalmoleküle der 

Mikroglia-Zellen haben. Die Ergebnisse in Abbildung 5.15-17 zeigen, dass die 

Mikroglia-Zellen, einmal aktiviert, eine Vielzahl von proangiogenen Faktoren, wie zum 

Beispiel den vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), exprimieren. VEGF 

spielt bei der Pathogenese der neovaskulären Form der AMD eine wichtige Rolle 

(Ferrara, 2004; Funk, 2009). Dieser Wachstumsfaktor wird von einer Vielzahl von 

Zellen exprimiert: Endothelzellen, Astrozyten, Müller-Zellen, Makrophagen, 

dendritische Zellen und Mikrogliazellen. Darüber hinaus gab es nach der 
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Laserbehandlung höhere Anteile von choroidalen Makrophagen und Mikroglia-Zellen, 

die VEGF exprimierten (Krause, 2014), Diese Untersuchungen konnten in dieser 

Arbeit bestätigt werden (Abbildung 5.16).  

Neben VEGF sollen weitere proangiogene Faktoren die neovaskuläre Form der AMD 

begünstigen. Untersuchungen zeigten, dass das Plasmalevel von PDGF-β bei AMD-

Patienten signifikant höher ist im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Zehetner, 2014). 

Jo et al. (2006) präsentierte in seinen Forschungsergebnissen, dass die Inhibition 

von VEGF-a und PDGF-β effektiver zur Behandlung der CNV ist, als die alleinige 

Inhibition von VEGF-a (Jo, 2006). In einer anderen Arbeit wurde darüber berichtet, 

dass PDGF-β die Mikroglia-Zellen stimulieren kann und diese so aktiviert werden. 

Durch die tägliche intravitreale Injektion von Minocyclin kann die Funktion von PDGF-

β gehemmt werden (Masuda, 2009). Abbildung 5.15 und 5.16 zeigen, dass durch die 

intravitreale Injektion sowohl von Minocyclin als auch von TKP die Expression von 

PDGF-β reduziert wird. Ein weiteres Beispiel ist TGF-β, dass die Proliferation, 

Zelldifferenzierung und andere Funktionen in den meisten Zellen steuert. TGF-β 

kann die Sekretion von VEGF aus dem retinalen Pigmentepithel (RPE) und Zellen 

des Choroids induzieren und kann somit die neovaskuläre Form der AMD 

begünstigen (Nagineni, 2013). 2 Wochen nach der Laserbehandlung von Ratten 

lässt sich durch die Inhibition von TGF-β das Ausmaß der CNV reduzieren (Zarranz-

Ventura, 2013). Ob die Mikroglia-Zellen alleine für die Expression von TGF-β und der 

neovaskulären Form der AMD verantwortlich sind, ist bisher noch nicht bekannt. Die 

Ergebnisse in Abbildung 5.16 lassen aber die Behauptung zu, dass durch die 

Inhibition der Mikroglia-Aktivität und Mikroglia-Migration durch Minocyclin und TKP, 

die Expression von TGF-β reduziert wird und damit die Angiogenese gehemmt wird.  

Ein weiteres Beispiel für einen proangiogenen Faktor ist FGF-2. Die Hauptwirkung 

von FGF-2 ist die Vermittlung der Bildung neuer Blutgefäße bei der Wundheilung von 

normalen Geweben nach einer Verletzung (Ornitz, 2001; Wang, 2012). FGF-2 wird 

von einer Vielzahl von Zelltypen sezerniert, einschließlich vaskulären Endothelzellen 

der Choriokapillaris, RPE-Zellen und Fibroblasten (Martin, 2001; Rosenthal, 2005). In 

Arbeiten über die Rolle von FGF-2 bei der Entwicklung der CNV zeigte sich, dass 

FGF-2 indirekt die CNV über die Regulierung von VEGF und erhöhter Proliferation 

von Endothelzellen induziert (Amin, 1994; Guerrin, 1997; Soubrane, 1994). Bei der 

Behandlung der CNV lässt eine Kombination aus der Hemmung von VEGF und FGF-

2 eine bessere Therapie gegenüber der VEGF-Hemmung erkennen (Stahl, 2009). Hu 
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schloss 2009 aus seinen Ergebnissen, dass FGF-2 ein wichtiger Regulator bei der 

beginnenden Neovaskularisation ist, und VEGF bei der späteren Phase der 

Angiogenese wichtig ist (Hu, 2009). Bei einigen neurologischen Erkrankungen wurde 

berichtet, dass Mikroglia-Zellen eine Quelle der FGF-2-Sezernierung seien (Gudi, 

2011; Voss, 2012). Bisher gibt es keine Studien darüber, ob Mikroglia-Zellen FGF-2 

bei der AMD produzieren. Basierend auf den Ergebnissen in Abbildung 5.15 und 

5.16 lässt sich die Hypothese aufstellen, dass eine Inhibition der Mikroglia-Zellen 

durch Minocyclin und TKP zu einer Reduzierung der Expression von FGF-2 führt.  

Aus den Ergebnissen der RT-PCR und dem Ergebnis, dass das Ausmaß der 

Neovaskularisation durch die Hemmung der Mikroglia-Zellen durch Minocyclin und 

TKP signifikant reduziert wird, kann man schließen, dass die Mikroglia-Zellen einen 

entscheidenden Einfluss auf die Bildung neuer Blutgefäße bei der AMD haben. Ob 

die Mikroglia-Zellen nun direkt die proangiogenen Faktoren sezernieren oder die 

Behandlung mit Minocyclin und TKP die Migration der Mikroglia-Zellen zu den 

Laserherden inhibiert und diese nicht mit dem RPE interagieren können, welches 

proangiogene Faktoren sezerniert, muss weiter erforscht werden. Des Weiteren 

wurden die Versuche in 5.5 und 5.6 mit Tieren durchgeführt, die die Substanzen 

intravitreal injiziert bekommen haben. Ob es bei topischer Applikation zu demselben 

Ergebnis kommt, muss weiter untersucht werden. Die Ergebnisse in den Abbildungen 

5.13 und 5.14 sprechen dafür.  

Es besteht kein Zweifel, dass die Entzündung eine Schlüsselrolle in der Pathogenese 

von AMD spielt (Stanton, 2014). Typische inflammatorische Zytokine, einschließlich 

IL-6 (Jonas, 2012; Miao, 2012; Seddon, 2005), IL-1β (Liu, 2013; Shen, 2011) und 

Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) (Jonas, 2012; Zeng, 2004) wirken zur 

Entzündungskaskade, Drusen und CNV bei. Über die Expression von 

proinflammatorischen Cytokinen von Mikroglia-Zellen bei der AMD ist wenig bekannt. 

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe zeigten immunhistologische Färbungen, dass 

Mikroglia-Zellen nur ein geringes proinflammatorisches Verhalten bei der laser-

induzierten CNV aufweisen. Die Ergebnisse in Abbildung 5.17 sprechen aber, bei der 

Behandlung mit Minocyclin und TKP, für eine geringere Expression von 

proinflammatorischen Cytokinen. Es braucht noch weitere Untersuchungen, um die 

Rolle der Mikroglia-Zellen bei der Pathogenese der AMD zu verstehen. Inwieweit 

Minocyclin und TKP als ein neues therapeutisches Mittel zur Behandlung der AMD 

genutzt werden können, müssen folgende Arbeiten zeigen.
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7. Zusammenfassung/Summary 

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine Hauptursache für 

Erblindungen bei älteren Bürgern in den westlichen Ländern, mit zunehmendem 

Ausmaß. Ausgehend von einer Akkumulation von Lipofuszin im retinalen 

Pigmentepithel (RPE) und der Ablagerung von Drusen zwischen dem RPE und der 

Bruchschen Membran findet eine Reihe von noch unzureichend erforschten 

pathologischen Prozessen statt, die letztendlich zu einer Degeneration des RPE und 

der Photorezeptoren führt. In ca. 15% der Fälle tritt als eine zusätzliche Komplikation 

eine von der Aderhaut ausgehende Neovaskularisation auf, durch welche der Verlust 

der Sehfähigkeit noch stärker beschleunigt wird. In den letzten Jahren stellte sich 

heraus, dass auch das Immunsystem an der Pathogenese der AMD beteiligt ist. Das 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Rolle der Mikroglia-Zellen, den 

immunkompetenten Zellen des ZNS, im alternden Auge sowie bei der Entstehung 

und dem Fortschreiten der AMD zu untersuchen. Die Untersuchungen im Rahmen 

dieser Arbeit wurden anhand der laser-induzierte choroidale Neovaskularisation im 

Tiermodell bei Mäusen durchgeführt. Es sollte überprüft werden, ob und inwieweit 

sich durch immunmodulierende Substanzen die Größe der Laserherde, die Migration 

der Mikroglia-Zellen zu den Laserherden, die Größe der Mikroglia-Areale und das 

Ausmaß der Neovaskularisation eindämmen lässt. Ebenso sollte ermittelt werden, ob 

die immunmodulierenden Substanzen einen Einfluss auf die Genexpression von 

Wachstumsfaktoren, Zytokinen und die Produktion anderer Signalmoleküle der 

Mikroglia-Zellen haben. Zur Modulation der Mikroglia-Aktivität und Migration wurden 

Minocyclin und TKP intravitreal und topisch appliziert. In den Versuchen konnte 

gezeigt werden, dass die Mikroglia-hemmende Wirkung von Minocyclin nicht nur die 

Migration der Mikroglia zu den Laserherden, sondern auch das Ausmaß der Laser-

induzierten CNV signifikant reduziert. Bei topischer Behandlung war dieses Ausmaß 

auch bei den mit TKP behandelten Tieren signifikant verringert. Auch die 

Genexpression von proangiogenen (TGF-β, PDGF-β oder FGF-2) und 

proinflammatorischen (IL-1, IL-6 oder CCL-2) Faktoren wurde durch die Verwendung 

von Minocyclin und TKP reduziert. Aus diesen Ergebnissen lässt sich die 

Schlussfolgerung ziehen, dass die Inhibierung der Mikroglia einen hemmenden 

Einfluss auf die choroidale Neovaskularisation hat.  
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Age-related macular degeneration (AMD) is one of the main reasons for blindness of 

elderly people in western countries, with increasing incidence. Beginning with an 

accumulation of lipofuscin in the retinal pigment epithelium (RPE) and the deposition 

of drusen between the RPE and Bruch's membrane there proceed a range of 

uninvestigated pathological processes that eventually lead to degeneration of the 

RPE and photoreceptors. In approximately 15% of the cases as an additional 

complication a neovascularisation originating from the choroid occurs, whereby the 

loss of vision is even more accelerated. In recent years, it has been found that the 

immune system is involved in the pathogenesis of AMD. Therefore, it was the 

purpose of this study to investigate the role of microglial cells, because they are the 

immune competent cells of the CNS, in the aging eye and in the development and 

progression of AMD. The investigations in this study were performed in the animal 

model of choroidal neovascularisation after laser treatment. It should be verified 

whether and to what extent it is possible to curb the size of laser spots, the migration 

of microglial cells to the laser spots, the size of the microglia areas and the extent of 

neovascularization by using immunomodulating substances. It should also be 

investigated whether the immune-modulating substances have an influence on the 

gene expression of growth factors, cytokines and the production of other signaling 

molecules of the microglial cells. To modulate the microglial activity and migration 

minocycline and TKP were administered intravitreally and topically. It was exhibit in 

the experiments, that the microglia-inhibitory effect of minocycline not only 

significantly reduce the migration of microglia to the laser spots, but also the extant of 

laser-induced CNV. For topical treatment the amount was significantly reduced even 

animals treated with TKP. Also, the gene expression of pro angiogenesis (FGF-β, 

PDGF-β and FGF-2) and pro-inflammatory (IL-1, IL-6 or CCL-2) factors was reduced 

by using minocycline and TKP. This results come to the conclusion that the inhibition 

of microglia has an inhibitory effect on choroidal neovascularization.     
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