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4 Abstract: Deutsch 

 
Hintergund:  Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer geschlechtsspezifischen Antwort 

von Immunzellen, insbesondere von Mikro- und Makrogliazellen, im Tiermodell der laserindu-

zierten choroidalen Neovaskularisation (CNV).  Mikrogliazellen zeigen physiologisch und in be-

deutenden neurodegenerativen Erkrankungen geschlechtsspezifische Unterschiede in Morpholo-

gie und Funktion. Darüber hinaus wurde die Pathologie der CNV geschlechtsspezifisch in vivo 

und ex vivo betrachtet.  

Methoden:  Untersucht wurden 8 Wochen alte C57Bl/6J-Wildtyp-Mäuse beider Geschlechter. 

Die Laser-induzierte CNV wurde mittels Argonlaser mit jeweils einem Laserspot pro Netzhaut-

Quadranten um den Sehnervkopf durchgeführt. Die Quantifizierung der Pathologie erfolgte in vivo 

7 und 14 Tage nach Laser mittels bildgebender Methoden wie OCT, Fluoreszenz-Angiographie, 

Autofluoreszenz und Infrarotreflexion in verblendeter Form. 15 Tage nach Laser wurde ex vivo 

die Mikrogliadichte in der Retina und Choroidea, das CNV-Volumen in der Choroidea sowie die 

Intensität an VEGF- und GFAP als Zeichen für Vaskulogenese und Gliazellaktivität manuell und 

verblindet als arithmetisches Mittel erfasst.  Die immunhistologischen Färbungen wurden an Pa-

raffinschnitten und Flachpräparaten mit den Antikörpern anti-Iba1, anti-P2YR12, anti-GFAP, 

anti-VEGF, anti- CD 102 und Isolectin B4 erzeugt. 

Ergebnisse:  7 Tage nach Laser konnte eine erhöhte Fundusautofluoreszenz pro Laserkoagulation 

bei den Männchen als Zeichen für eine erhöhte Phagozytose ermittelt werden. Zudem zeigte sich 

eine deutlichere Gliose (GFAP) und Angiogenese (VEGF-A) bei den Männchen. Für die anti-

Iba1-, und anti-P2YR12-Färbung ließ sich eine erhöhte Mikrogliadichte und Migration im Ver-

gleich zu ungelaserten Tieren erheben, jedoch ohne geschlechtsspezifischen Unterschied. Die wei-

tere Bildgebung in vivo und immunhistochemische Untersuchungen der CNV ex vivo wiesen 

keine Anzeichen für geschlechtsspezifische Unterschiede in der Pathologie auf. Aufgrund metho-

discher Limitationen wurden Wiederholungsexperimente mit erneuter anti-Iba1-, anti-GFAP- so-

wie anti-Vimentin-Färbung innerhalb der Arbeitsgruppe durchgeführt. Männchen zeigten sich hier 

phänotypisch reaktiver und wiesen ein größeres Zellsoma auf. Ebenfalls wurde eine differente 

Expression von GFAP gefunden, die mit einer gesteigerten Gliose bei Weibchen zum Zellschutz 

in Verbindung steht. 

Schlussfolgerung: Zusammenfassend konnten geschlechtsspezifische morphologische und funk-

tionelle Unterschiede in Mikroglia bestätigt werden. Die Ergebnisse spornen dazu an, die Immun-

antwort und Neuroinflammation der CNV bzw. exsudativen AMD genauer zu erforschen. 
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5 Abstract: Englisch 

 
Background: The aim of this study was to investigate a sex-specific response of immune cells, in 

particular micro- and macroglia, in the animal model of laser-induced choroidal neovasculariza-

tion (CNV).  Microglia show sex-specific differences in morphology and function physiologically 

and in major neurodegenerative diseases. In addition, the pathology of CNV was analyzed sex-

specifically in vivo and ex vivo.  

Methods: 8-week-old C57Bl/6J wild-type mice of both sexes were analyzed. Laser-induced CNV 

was performed using an argon laser with one laser spot per retinal quadrant around the optic nerve 

head. Pathology was quantified in vivo 7 and 14 days after laser using imaging methods such as 

OCT, fluorescein angiography, autofluorescence and infrared reflectance in a blinded fashion. 15 

days after laser, the microglia density in the retina and choroid, the CNV volume in the choroid 

and the intensity of VEGF and GFAP as a sign of angiogenesis and Glia cell activity were recorded 

ex vivo manually and blinded as an arithmetic mean.  Immunohistochemical staining was per-

formed on paraffin sections and flat mounts with the following antibodies:  Anti-Iba1, anti-

P2YR12, anti-GFAP, anti-VEGF, anti-CD 102 and isolectin B4. 

Results: 7 days after laser, increased fundus autofluorescence per laser coagulation was detected 

in the males as a sign of increased phagocytosis. In addition, gliosis (GFAP) and angiogenesis 

(VEGF-A) were more pronounced in the males. For anti-Iba1 and anti-P2YR12 staining, increased 

microglial density and migration were observed compared to non-lasered animals, but without 

gender-specific differences. Further imaging in vivo and immunohistochemical analyses of CNV 

ex vivo showed no evidence of sex-specific differences in pathology. Due to methodological lim-

itations, additional experiments with renewed anti-Iba1, anti-GFAP and anti-vimentin staining 

were performed within the working group. Males were phenotypically more reactive and had a 

larger cell soma. A differential expression of GFAP was also found, which is associated with in-

creased gliosis in females for cell protection. 

Conclusion: In summary, sex-specific morphological and functional differences in microglia were 

confirmed. The results encourage further research into the immune response and neuroinflamma-

tion of CNV and exudative AMD. 
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6 Einleitung 

 
Die Choroidale Neovaskularisation (CNV) ist definiert als ein Wachstum neuartiger pathologi-

scher Gefäßmembranen unterhalb der Netzhaut. Diese kann bei fast allen Erkrankungen des hin-

teren Augenpols als Komplikation entstehen, die häufigste Ursache mit bislang nicht vollständig 

geklärter Pathogenese ist jedoch die exsudative Altersbedingte Makuladegeneration. 

6.1  Exsudative Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) 

Die exsudative Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) - entsprechend der späten Form der 

AMD (s. Kapitel klinische Manifestation) - ist eine komplexe Augenerkrankung und führende 

Ursache für nicht heilbare Erblindung bei älteren Menschen weltweit (1). Aktuell ist die AMD 

insgesamt für 6-9% der weltweiten Erblindungsfälle verantwortlich und somit nach Katarakt und 

Glaukom die dritthäufigste Ursache (2, 3, 4). Die Prävalenz von fortgeschrittener AMD steigt mit 

zunehmendem Alter, und Schätzungen prognostizieren, dass bis zum Jahr 2040 etwa 288 Millio-

nen Menschen weltweit von dieser Erkrankung betroffen sein werden, wovon allein in der Euro-

päischen Union bis zu 77 Millionen Menschen erwartet werden (2, 5, 6). 

6.1.1 Epidemiologie und Kosten für das Gesundheitssystem 

Epidemiologie  

Die AMD tritt vermehrt ab dem 50. Lebensjahr auf, mit einer globalen Prävalenz von durchschnitt-

lich 8,69% (3). Die frühe Form betrifft etwa 8,01% (3,98–15,49%) der Bevölkerung, während die 

späte AMD mit einer Prävalenz von 0,37% (0,18–0,77%) seltener ist (3). In Europa beträgt die 

Prävalenz der frühen und intermediären AMD bei Menschen über 60 Jahren 25,3%, während die 

Prävalenz der späten AMD bei 2,4% liegt (6). 

Die jährliche Inzidenz der späten AMD in Europa wurde auf etwa 1,4 pro 1000 Einwohner ge-

schätzt, wobei die Daten aufgrund unterschiedlicher AMD-Klassifikationen und dem Einschluss-

alter sehr heterogen sind (6). 

Kosten für das Gesundheitssystem  

Die Kosten für das Gesundheitssystem im Zusammenhang mit der exsudativen AMD sind viel-

schichtig und umfassen ophthalmologische und nicht-ophthalmologische Behandlungskosten, wie 

beispielsweise Rehabilitationsdienste, Sehhilfen, Transportdienste und Produktivitätsverluste am 

Arbeitsplatz. Eine Studie von Brown et al ergab, dass der jährliche Verlust des Bruttoinlandspro-

dukts (BIP) aufgrund von neovaskulärer AMD auf 5,396 Milliarden USD geschätzt wurde (7, 8). 
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Zusätzlich zu den finanziellen Auswirkungen hat die AMD erhebliche Auswirkungen auf die Le-

bensqualität der Betroffenen. So wurde herausgefunden, dass die frühe AMD im Durchschnitt zu 

einer 17%igen Beeinträchtigung der Lebensqualität führt. Eine mittelschwere AMD hingegen 

kann zu einer 40%igen Beeinträchtigung führen, ähnlich der Beeinträchtigung durch schwere Nie-

reninsuffizienz mit Dialysepflicht oder Angina Pectoris. Die exsudative AMD kann zu einer 60%i-

gen Beeinträchtigung führen und wird mit Erkrankungen wie einem akuten Schlaganfall und des-

sen medizinischen Folgen assoziiert (8). 

Die exsudative AMD stellt somit nicht nur eine erhebliche Herausforderung für das Gesundheits-

wesen dar, sondern hat auch weitreichende sozioökonomische Auswirkungen und beeinflusst 

maßgeblich die Lebensqualität der Betroffenen. 

6.1.2 Pathogenese  

Die AMD ist eine degenerative Erkrankung der Makula, welche den Ort des zentralen Sehens mit 

seinen Photorezeptoren, retinalen Pigmentepithelzellen (RPE), der Bruch’schen Membran und der 

Choroidea betrifft.  Trotz umfangreicher Forschungsbemühungen sind die genauen pathophysio-

logischen Mechanismen und Abfolgen, die zur Entstehung und Progression der Erkrankung füh-

ren, noch nicht vollständig verstanden. 

Um die Neovaskularisation als Spätmanifestation zu begreifen, ist die Betrachtung der bisher er-

forschten Gesamtpathogenese bei dieser komplexen Erkrankung essenziell.  

Die AMD zeigt eine signifikante genetische Prädisposition in etwa 70% der Fälle (2). Eine ge-

nomweite Assoziationsstudie identifizierte 52 einzelne Nukleotid-Polymorphismen an 34 geneti-

schen Loci, die mit später AMD in Verbindung stehen (9). Als assoziierte Risikoloci sind bisher 

Komplementfaktor H (CFH) auf Chromosom 1  und ARMS2/HTRA1 auf Chromosom 10 bekannt 

(1, 2). Umweltfaktoren wie beispielsweise das Rauchen können die genetische Anfälligkeit und 

die Schwere der AMD mit beeinflussen.  

Schlüsselmechanismen in der Pathogenese der AMD sind: 

Bildung von Drusen: Drusen, Ansammlungen von überwiegend Lipoproteinen, sind ein wichtiger 

Risikofaktor für schweren Sehverlust. Die Lipoproteine werden aus RPE-Zellen mit gestörtem 

Cholesterinefflux sezerniert (10, 11).  Drusen nehmen im Verlauf der Erkrankung an Größe und 

Anzahl zu (2). 
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Mikroangiopathie: Der altersabhängige Verlust der Choriokapillaris, der innersten Gefäßschicht 

der Choroidea, führt zur Photorezeptor- und RPE-Ischämie und damit zur weiteren Dysregulation 

mit gestörtem Abtransport von Lipoproteinen (2, 12, 13, 14) 

Ablösung von RPE-Zellen und Migration: Das retinale Pigmentepithel spielt eine entscheidende 

Rolle in der Erhaltung der Netzhautgesundheit durch seinen Abtransport von Lipoproteinen und 

Phagozytose von alten Photorezeptorsegmenten. Gestörte RPE-Zellen lösen sich, migrieren in die 

Netzhaut und führen zu Pigmentepithelverklumpungen (2).  

Veränderungen in der Bruch'schen Membran: In der Bruch'sche Membran, der Grenzmembran 

zwischen Choriokapillaris und retinalem Pigmentepithel, bilden sich basale laminare Ablagerun-

gen von cholesterolreichen Lipoproteinen. Dies führt zu Inflammationskaskaden (2, 10, 11, 15). 

Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion: Aufgrund des hohen Sauerstoffverbrauchs 

der Retina und ihrer Exposition gegenüber Licht entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die oxida-

tiven Stress verursachen. Zusätzlich ist eine Dysfunktion der Mitochondrien zu beobachten, wel-

che zur reduzierten RPE-Kapazität beiträgt (2, 16). 

Dysfunktionale Extrazelluläre Matrix und Inflammation: Eine gestörte extrazelluläre Matrix 

aufgrund dysregulierter spezifischer Matrix-Metalloproteasen (MMP) und ihrer Inhibitoren 

(TIMPS)  hat eine Schlüsselfunktion  in der Entstehung und dem Fortschreiten der AMD (17). 

Seneszente Zellen setzen präinflammatorische Zytokine und Chemokine frei und stimulieren das 

Gewebekomplementsystem (18). Es entsteht eine lokalisierte Immunaktivierung mit subretinaler 

bzw. choroidaler Rekrutierung von Mikroglia und Makrophagen  (19, 20, 21) 

Degeneration von Photorezeptorzellen: Der Verlust kritischer Funktionen des RPE führt zur 

Neurodegeneration mit Apoptose und Nekrose von Photorezeptoren (2).  

Neovaskularisation: Eine makuläre Neovaskularisation (MNV) bildet sich, um die Degeneration 

zu verlangsamen und die Diffusionstrecke von Sauerstoff und Nährstoffen zu verkürzen (22). Der 

Übergangsmechanismus in die neovaskuläre AMD ist noch nicht geklärt, nach jetzigem Stand der 

Wissenschaft tragen eine Modulation der Komplementfunktion, Stimulation durch Mikroglia, 

Veränderungen von Perizyten sowie Veränderungen im Gleichgewicht von angiogenen Wachs-

tumsfaktoren wie vascular endothelial growth factor  (VEGF)  und placental growth factor  (PEGF) 

bei (2, 22, 23, 24, 25, 26). Es entsteht eine fibrovaskuläre Gefäßmembran, welche bei der choroi-

dalen Neovaskularisation aus der Choriokapillaris durch die Bruch’sche Membran in den subre-

tinalen Raum wächst. 
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6.1.3 Klinische Manifestation 

Die AMD ist eine Augenerkrankung, die sich in zwei Hauptformen einteilt:   Die trockene AMD, 

die etwa 80-90% der Fälle ausmacht, und die exsudative AMD (10-20%) (1). 

Die exsudative Form ist, nach klinischer Klassifikation gemäß Beckman Initiative for Macular 

Research Classification Committee,  die Spätform der AMD (2, 27). Zur Spätphase gehört zum 

einen die geographische Atrophie, die den Verlust von Photorezeptoren, RPE-Zellen und Chori-

okapillaris charakterisiert. Zum anderen beinhaltet dies die Neovaskularisation in die äußere Re-

tina, den subretinalen oder sub-RPE-Raum (28).  

Klinisch ist die neovaskuläre und exsudative AMD mit folgenden Merkmalen vergesellschaftet 

(4): 

a) Subretinale Flüssigkeit (SRF):  Flüssigkeitsansammlung unter der Netzhaut  

b) Intraretinale Flüssigkeit (IRF): Flüssigkeitsansammlung im Bereich der Netzhaut  

c) subretinale oder sub-RPE-Blutung:  Blutungen unter der Netzhaut oder unter dem re-

tinalen Pigmentepithel 

d) Lipid-Exsudate 

e) RPE-Abhebung: Ablösung des retinalen Pigmentepithels mit seröser oder hämorrhagi-

schen Flüssigkeitsansammlung 

f) Fibrose, Atrophie oder einer disciformen Narbe im Endstadium 
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Abbildung 1.  CNV bei exsudativer AMD.  

A zeigt eine Fundusfotografie mit Blutungen und fibrovaskulärem Gewebe, in B sind mittels Fluoreszeinangiographie 
Leckagen aus Neovaskularisationen unterhalb (okkulte CNV) und oberhalb des RPE (klassiche CNV) erkennbar. C 
zeigt im OCT subretinale Flüssigkeit, eine Abhebung des RPE,, subretinale hyperreflektiven Ablagerungen sowie 
intraretinalen Zysten im Bereich der Makula. Quelle: entnommen aus (29). 

 
Zur Diagnosesicherung der Neovaskularisationen dient die Fluoreszenzangiographie sowie Opti-

sche Kohärenztomographie (OCT), in denen der Ort der Gefäßmembranen ober- und unterhalb 

des RPE unterschieden werden kann (30, 31) . 

 

Tabelle 1. Internationale Klassifikation der makulären Neovaskularisation(2, 32) 

TYP OCT         FAG 

MNV I Pigmentepithelabhebung, Ne-

ovaskularisation von Chori-

okapillaris ausgehend bis un-

terhalb des RPE 

   Okkulte CNV  
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MNV II Neovaskularisation von Cho-

riokapillaris ausgehend bis 

oberhalb des RPE 

   Klassische CNV 

MNV III Retinale angiomatöse Prolife-

ration, Neovaskularisation  

vom tiefen retinalen Kapil-

larplexus Richtung Choroidea 

   Mischbild 

 

6.1.4 Zusammenhang zwischen Geschlecht und Erkrankung 

In den letzten Jahren hat sich ein wachsendes Interesse an geschlechtsspezifischen Unterschieden 

in Bezug auf die Prävalenz und den Verlauf der AMD entwickelt. Im Folgenden ist ein Überblick 

über verschiedene Studien dargestellt. 

Bezüglich der Prävalenz zeigen Untersuchungen, dass Frauen mit etwa 60% im Allgemeinen häu-

figer von der AMD betroffen sind als Männer. Dieser Unterschied wurde in verschiedenen Studien 

dokumentiert (33, 34, 35, 36). Es wird vermutet, dass die längere Lebenserwartung von Frauen 

hierbei eine Rolle spielt (37, 38, 39). Eine weitere geschlechtsspezifische Beobachtung ist, dass 

Frauen tendenziell länger auf Augenoperationen warten als Männer (40). Erblindung oder Sehbe-

hinderung aufgrund einer AMD kann zu psychischen Beeinträchtigungen führen, wie Angststö-

rungen und Depressionen.  Im Review von Aninye et al. wurde gezeigt, dass diese psychischen 

Probleme bei Frauen häufiger auftreten (38). Die Age-Related-Eye Disease Study 2000 (AREDS) 

des National Institute of Health in den USA untersuchte Risikofaktoren für die AMD und fand 

heraus, dass bestimmte Merkmale, wie intermediäre Drusen und Pigmentanomalien, bei Frauen 

mit höherer Wahrscheinlichkeit auftreten (35, 40). Außerdem wiesen in einige Studien Frauen 

größere Progressionsraten auf (39, 41, 42, 43, 44). Eine randomisiert klinische Studie aus Däne-

mark aus dem Jahr 2018 untersuchte die Auswirkungen der VEGF-Hemmung auf die exsudative 

AMD und fand heraus, dass das männliche Geschlecht eine geringere Reduktion der zentralen 

Netzhautdicke (CRT) aufwies (45). Zudem identifizierte eine retrospektive klinische Studie aus 

Portugal als prädiktiven Faktor für den Visus bei neovaskulärer AMD das weibliche Geschlecht 

und ein jüngeres Alter (46). 

Obwohl die oben genannten Studien geschlechtsspezifische Unterschiede in der AMD gefunden 

haben, sind die Ergebnisse inkonsistent. In einigen Untersuchungen wie der Beaver Dam Eye Stu-

die, Blue Mountains Eye Studie, Tromso Eye Studie und Meta-Analysen von Colijn et al. wurde 
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kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der Prävalenz der Erkrankung 

oder ihrem Verlauf festgestellt (5, 47, 48, 49, 50, 51). 

Mögliche Ursachen für geschlechtsspezifische Unterschiede werden aktuell auf verschiedene ge-

netische, immunologische und systemische Faktoren zurückgeführt (44, 52, 53, 54, 55, 56). Dazu 

gehören unterschiedliche Zusammensetzungen von Chemokinen und Aktivierungen des Immun-

systems (57, 58, 59) . Die Rolle von Hormonen wie Östrogenen und X-gebundenen Genen wird 

ebenfalls diskutiert (60, 61). 

Die geschlechtsspezifische Forschung hat bereits Unterschiede in den verschiedensten Organsys-

temen wie dem zentralen Nervensystem, Gastrointestinaltrakt, den Nieren, dem kardiovaskulären 

System, dem endokrinen System und dem Immunsystem aufgezeigt. 

Weitere bekannte Augenerkrankungen mit nachgewiesener geschlechtsabhängiger Prävalenz sind 

beispielsweise das Sicca-Syndrom und die Endokrine Orbitopathie (38). 

Bei ZNS-Erkrankungen sind Frauen häufiger von autoimmunen Erkrankungen betroffen, darunter 

Multiple Sklerose, Neuromyelitis Optika Spektrum-Erkrankungen und Autoimmune Enzephalitis  

(62). Darüber hinaus sind Frauen anfälliger für Morbus Alzheimer und Depression, während Män-

ner eher an Parkinson, Early-onset Schizophrenie und Autismus erkranken  (63, 64). 

Anhand von Studien des Immunsystems wurde herausgefunden, dass erwachsene Frauen eine stär-

kere erworbene und adaptive Immunantwort aufweisen, was die Empfänglichkeit für Autoimmun- 

und entzündliche Erkrankungen erhöht (65). 

Alles in allem sind geschlechtsspezifische Unterschiede komplex und erfordern weitere For-

schung, um die genauen Ursachen und Auswirkungen zu verstehen. Die längere Lebenserwartung 

von Frauen, genetische Faktoren und immunologische Unterschiede könnten alle eine Rolle spie-

len. Die Identifizierung dieser kann dazu beitragen, die Prävention und Behandlung von AMD zu 

verbessern und sicherzustellen, dass beide Geschlechter angemessen versorgt werden. 

6.2 Immunzellen der Retina 

Zur Aufrechterhaltung ihrer Funktion und zum Schutz vor Krankheiten verfügt die Retina über ein 

effizientes Immunsystem, das von verschiedenen Immunzellen unterstützt wird.  

In bestimmten Augenerkrankungen wie der AMD ist das Gleichgewicht des Immunsystems ge-

stört, was zu Entzündungen und Gewebeschädigungen führt. Die Erforschung der Immunzellen in 

der Retina und ihrer Rolle bei solchen Erkrankungen ist von großer Bedeutung, um neue Ansätze 

für die Behandlung und Prävention zu entwickeln. 
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6.2.1 Mikroglia und Makroglia 

Zu den Immunzellen, die zur Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase und zur Immunabwehr 

beitragen, gehören Mikroglia und Makroglia. 

Mikroglia: 

Die Mikroglia sind residente Immunzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) und der Retina 

(66). Entdeckt wurden sie etwa im Jahr 1920 von dem spanischen Mediziner und Histologen Pio 

del Rio-Hortega, dem bis dahin nur Neuronen und Astrozyten im ZNS bekannt waren (67). Der 

genaue Ursprung ist noch nicht vollständig geklärt, nach aktuellem Forschungsstand  entstehen  

sie aus erythro-myoloiden Vorläuferzellen aus dem embryonalen Dottersack (68, 69). Die Mikrog-

lia erreichen die Retina etwa ab der 10. Schwangerschaftswoche über bereits ausgebildete Blutge-

fäße von Iris und Ziliarkörper sowie über das vitreoretinale Interface. Eine zweite Einwanderungs-

phase erfolgt nach der Geburt mit der Vaskularisierung der Retina (67, 69).  

Die Mikroglia spielen eine Schlüsselrolle bei der Entwicklung des ZNS und der Retina sowie bei 

der Homöostase und Immunabwehr  (66, 68, 69). Unter physiologischen Bedingungen sind sie 

hauptsächlich in der inneren Retina lokalisiert, bestehend aus Ganglienzellschicht (GCL), innerer 

und äußerer plexiformer Schicht (IPL und OPL) sowie innerer Körnerschicht (INL). Bei Immun-

reaktionen und Pathologien migrieren sie in die äußeren Retinaschichten, einschließlich der äuße-

ren Körnerschicht (ONL), der retinalen Pigmentepithelschicht (RPE) und dem subretinalen Raum 

(68). 

Mikroglia überwachen kontinuierlich ihre Umgebung und reagieren rasch auf physiologische und 

pathologische Veränderungen durch Polarisierung und Migration (68). Sie exprimieren eine Viel-

zahl von Rezeptoren, Zytokinen, Chemokinen, aber auch toxischen Faktoren, wodurch sie sowohl 

zytotoxische als auch zytoprotektive Effekte ausüben können. Ihre Immunfunktionen umfassen 

Phagozytose, Komplementaktivierung, Antigenpräsentation und die Ausschüttung entzündlicher 

Zytokine (68).  

Wurden Mikroglia in früheren Studien dichotom bezüglich Funktion und Morphologie eingeteilt 

(M1- und M2-Polarisation als pro-inflammatorisch bzw anti-inflammatorisch ; ramifiziert versus 

amöboid) , ermöglicht die aktuelle Integration von epigenetischen, transkriptomischen, metabolo-

mischen und proteomischen Daten eine multidimensionale Sichtweise, die coexistierende Zu-

stände mit verschiedenen Morphologieformen der Mikroglia offenbart (70).  

In der retinalen Angiogenese unterstützen Mikroglia nach der Geburt das Wachstum, die Verzwei-

gung und die Inhibition weiterer Blutgefäße durch die Ausschüttung von Wachstumsfaktoren wie 
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Transforming Growth Factor (TGF), Angiopoietin, Macrophage Colony Stimulating Factor (M-

CSF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (69). 

Makroglia: 

Makroglia in der Retina bestehen aus zwei Haupttypen: Astroglia und Müllerzellen (71). Sie er-

füllen wichtige Funktionen bei der Ernährung von Photorezeptoren und Neuronen sowie bei der 

Aufrechterhaltung der metabolischen Homöostase und der Blut-Retina-Schranke (71). 

Astroglia sind in der Ganglienzellschicht und der retinalen Nervenfaserschicht präsent. Sie lassen 

sich in drei Untergruppen einteilen: Bipolare Astrozyten, die zwischen Nervenfaserbündeln ver-

laufen, perivaskuläre Astrozyten, die sich um Blutgefäße befinden, und stellate Astrozyten (71). 

Ihre Hauptaufgaben umfassen die Aufrechterhaltung der metabolischen Homöostase und der Blut-

Retina-Schranke. Außerdem sind sie als Reaktion auf Verletzungen für die Gliose verantwortlich, 

eine Aktivierungs-, Proliferations- und Migrationsreaktion mit erhöhter Expression von Glial Fib-

rillary Acidic Protein (GFAP) und Ausschüttung von neurotrophen Faktoren (71). 

Müllerzellen sind spezialisierte Gliazellen, deren Zellkörper in der inneren Körnerschicht liegen 

und die sich zwischen der inneren und äußeren Grenzmembran erstrecken (71). Sie sind für die 

Regulation des extrazellulären Volumens, des pH-Werts sowie des Ionen- und Wasserhaushalts 

verantwortlich (71). Müllerzellen sind auch wichtig für die Aufrechterhaltung der Blut-Retina-

Schranke und spielen eine essenzielle Rolle bei der Re-Synthese von Neurotransmittern wie 

GABA und Glutamat mittels Gluthaminsynthase (71). 

In der Fovea, dem Bereich der schärfsten Sehschärfe in der Retina, sind Müllerzellen die einzigen 

Gliazellen. Sie verbessern die Lichttransmission zu den Zapfen durch eine besondere Anordnung 

von Filamenten als Nanooptische Kanäle und eine Veränderung der Brechkraft des Zytoplasmas 

(71). 

6.2.2 Bedeutung bei der Altersbedingten Makuladegeneration 

Bei der AMD kommt es unter anderem zu einer Störung in der angeborenen Immunabwehr, wel-

che zu einer chronischen Aktivierung des Komplementsystems, von perivaskulären Makrophagen 

und Mikroglia führt (66). 

Mikroglia weichen von ihrer physiologischen Rolle als schützende Immunzellen ab und zeigen 

stattdessen eine persistierende chronische Aktivierung und schädliche Entzündungsreaktion (67). 

Dies steht im Gegensatz zu altersbedingten Immunmechanismen, die durch oxidativen Stress ver-

ursacht werden und eine mildere Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen hervorrufen(67). 
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Die Bildung von Ablagerungen und Drusen in der Netzhaut führt zur Aktivierung von perivasku-

lären Makrophagen und Mikroglia. Sie wandern an den Ort der Neurodegeneration, insbesondere 

bei der neovaskulären AMD, und phagozytieren Photorezeptor-Debris. Dies kann jedoch weitere 

Schäden verursachen, da sie zytotoxische Zytokine freisetzen (66, 67, 68). 

Eine gestörte Regulation des CX3CR1/CX3CL1-Signalwegs, der normalerweise die Homöostase 

zwischen Mikroglia, Neuronen und Endothelzellen aufrechterhält, trägt ebenfalls zur AMD-Pa-

thogenese bei (66, 68). In der  Studie von Iannaccone  et al aus 2017 wurde herausgefunden, dass 

Mikroglia und RPE-Zellen den Scavenger Rezeptor CD5L exprimieren, der möglicherweise zur 

Bildung von Autoantikörpern gegen CD5L beiträgt und so die Immunregulation stört (72). 

Auch die Dysregulation der Komplementkaskade führt zu einem autologem Schaden und fördert 

die fortschreitende Bildung von Drusen. In diesem Zusammenhang wurden proinflammatorische 

Mikroglia identifiziert, die Komplementfaktoren wie C3 exprimieren und so zu strukturellen Ver-

änderungen bis zur Atrophie beitragen (68). 

Die Umwandlung zur chronischen Polarisation von Mikroglia, begleitet von der Expression von 

Zytokinen wie IL-1ß, führt zur gestörten Blut-Retina-Schranke, Ödemen und weiterer Entzündung 

(68). Diese proinflammatorische Mikroglia tragen auch zur Angiogenese bei, indem sie proangio-

gene Faktoren wie VEGF-A exprimieren (68). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Immunzellen, v.a. Mikroglia, eine erhebliche Rolle 

in der Pathogenese der AMD spielen, indem sie Schäden an Photorezeptoren und RPE-Zellen ver-

ursachen, den Komplementweg aktivieren, proinflammatorische Zytokine und proangiogene Fak-

toren freisetzen, die zur Neovaskularisation beitragen.  

6.2.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede 

Neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer-Demenz, Parkinson und Multiple Sklerose, in 

denen Mikroglia mittels Neuroinflammation und gestörter Homöostase eine Rolle spielen, sind in 

ihrer Prävalenz und Progression geschlechtsspezifisch geprägt. Trotz dieser Erkenntnisse ist das 

genaue Ausmaß und die Mechanismen, wie Mikroglia zu diesen geschlechtsspezifischen Unter-

schieden beitragen, noch weitgehend unverstanden. 

Tierexperimentelle Studien zur Alzheimer-Demenz konnten beispielsweise bisher zeigen, dass 

weibliche Mikroglia eine reduziertere Phagozytose der Amyloid-ß-Plaques aufweisen, was als 

mögliche Ursache für die erhöhte weibliche Prävalenz in dieser Erkrankung dienen könnte (73, 

74, 75).In einem Mausmodell für eine Autismus-Spektrum-Störung konnte von Guneykaya et al 
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nachgewiesen werden, das männliche Mikroglia eine geringere Dichte und eine reduziertere Im-

munantwort haben (76). In einem tierexperimentellen Modell für Parkinson wiesen Männchen eine 

vermehrte Mikrogliose und Astrogliose auf (77). Bei der neuropathischen Schmerzübermittlung 

spielen Mikroglia auch eine geschlechtsspezifische Rolle, da nur bei männlichen Zellen P2XR-

Rezptoren aktiviert werden (78) . Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung der Berück-

sichtigung des Geschlechts in der Forschung und Entwicklung von Therapien für neurodegenera-

tive Erkrankungen. 

Im Gehirn gibt es ferner Hinweise darauf, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Mor-

phologie, Dichte und im Transkriptionsprofil von Mikroglia gibt (79). Männliche Mikroglia wei-

sen ein größeres Zellsoma, eine höhere Migrationskapazität und vermehrte Expression von Ent-

zündungsmediatoren auf (76, 79) . Im Gegensatz dazu zeigen weibliche Mikroglia eine vermehrte 

anti-inflammatorische Expression zum Schutz von Zellen (79). 

Eine Studie von Villa et al. im Jahre 2018 konnte signifikante Unterschiede im Transkriptom von 

männlichen und weiblichen Mikroglia im Mausmodell nachweisen. Sie vermuten, dass diese Un-

terschiede auf perinatale Prägung durch Sexualhormone zurückzuführen sind, denn erwachsene 

Mikroglia behielten ihre Funktionen unabhängig von Hormoneinflüssen bei (80). 

Männliche Mikroglia zeigen eine erhöhte Expression des Transkriptionsfaktors NF-kB, der zur 

Regulation der Immunantwort und zur Produktion von Zytokinen dient (78). Weibliche Mikroglia 

passen ihr Transkriptom im Erwachsenenalter nach akuten oder chronischen Infektionen an, was 

auf eine gewisse Anpassungsfähigkeit hinweist (78). Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede 

werden auch durch X-Inaktivierung beeinflusst, wobei einige Gene diesem Mechanismus entkom-

men und intrinsische Transkriptionsunterschiede zwischen weiblichen und männlichen Mikroglia 

erzeugen (73). 

Geschlechtsspezifische Unterschiede erstrecken sich jedoch nicht nur auf Mikroglia, sondern auch 

auf Neuronen und Astrozyten in Bezug auf ihre Verteilung, Differenzierung, Anzahl, Funktion 

und Morphologie(78). Neuronen haben regional unterschiedliche Volumen, Fortsätze und eben-

falls eine geschlechtsspezifische Gentranskription (78). Während der humanen Embryogenese 

synthetisiertes Testosteron aus den Hoden und bei Mäusen perinatal synthetisiertes Testosteron 

spielen eine Rolle bei der Maskulinisierung bestimmter Gehirnmechanismen (78). 

Die genauen Mechanismen für die geschlechtsspezifische inflammatorische Antwort der Mikrog-

lia sind noch nicht vollständig verstanden. Es besteht weiterer Forschungsbedarf in Bezug auf die 
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übergeordneten Regulationsmechanismen, einschließlich der gonadalen Achse, der hormonellen 

Achse und der interzellulären Kommunikation. 

6.3 Tiermodelle zur Untersuchung der exsudativen AMD 

Die exsudative Form der AMD wird hauptsächlich durch CNV charakterisiert und präsentiert sich 

als eine wachsende Herausforderung aufgrund der zunehmenden Anzahl betroffener Patienten. 

Die Notwendigkeit einer effektiven Therapie bei anhaltend hohen Therapiekosten und Krankheits-

last erfordert die kontinuierliche Suche nach neuen Therapieansätzen und Behandlungsalternati-

ven. In diesem Zusammenhang spielen experimentelle Tiermodelle eine entscheidende Rolle, da 

sie nicht nur die Evaluierung von potenziellen Wirkstoffen ermöglichen, sondern auch Einblicke 

in die Pathogenese der CNV gewähren. 

Es existieren drei übergeordnete Tiermodelle, die zur Untersuchung relevant sind:  

Laserinduziertes CNV-Modell: Dieses Modell nutzt einen Laser, um gezielt Läsionen in der 

Bruch‘ Membran zu erzeugen und somit eine CNV zu induzieren. Es bietet den Vorteil der repro-

duzierbaren Läsionen und ermöglicht die genaue Kontrolle über die Induktionsparameter. Dieses 

Modell ist kosteneffektiv und weit verbreitet (81). 

Chirurgisch induziertes CNV-Modell: In diesem Modell werden subretinale Injektionen zur Sti-

mulation der CNV durchgeführt.  Dies stellt eine technische Herausforderung vor allem bei Mäu-

sen dar. Das Modell ermöglicht die Untersuchung der CNV unter Bedingungen, die den natürli-

chen Verlauf der Erkrankung nachahmen (81). 

Genetisch modifiziertes Modell: Die Schaffung von genetisch modifizierten Tieren, die anfällig 

für die Entwicklung von CNV sind, ermöglicht eine detaillierte Analyse der zugrunde liegenden 

genetischen Mechanismen. Obwohl dieses Modell höhere Kosten für die Erzeugung und Pflege 

genetisch veränderter Tiere mit sich bringt und Zeit bis zum Eintritt der CNV benötigt , bietet es 

Einblicke in die molekularen Grundlagen der CNV (81). 

Die Auswahl des geeigneten Tiermodells für die Untersuchung der exsudativen AMD erfordert 

eine sorgfältige Abwägung der Ähnlichkeit zur humanen CNV, der Erschwinglichkeit sowie der 

Rechtfertigung der experimentellen Verwendung.  

6.3.1 Laser-induzierte Choroidale Neovaskularisation (CNV) 

Die laserinduzierte CNV ist ein etabliertes Modell, das erstmals 1979 von Ryan et al. an Rhesus-

affen durchgeführt wurde (82). Hierbei wurde ein Argon-Laser hoher Energie (200-900 mW Leis-

tung, 0,1 Sekunden Dauer, 50-100 µm Größe) eingesetzt, was in 80% der Fälle zur Bildung von 
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CNV führte (82). Angewendet wurde dieses Modell später auch an Ratten (1989) und Hasen 

(1991), wobei unterschiedliche Lasermethoden verwendet wurden, einschließlich subretinaler Be-

strahlung (83, 84). 

Das laserinduzierte CNV-Mausmodell wurde schließlich 1998 entwickelt, wobei ein Krypton-La-

ser (350-400 mW Leistung, 50 µm Spotgröße, 0,05 Sekunden Dauer) verwendet wurden (85). Ein 

charakteristisches Zeichen für eine erfolgreiche CNV-Initiierung war das Auftreten einer zentralen 

Blase während des Laserns. Etwa 60% der Fälle zeigten bereits innerhalb einer Woche nach dem 

Eingriff durch Fluoreszeinangiographie (FAG) eine CNV, wobei dieser Nachweis in der zweiten 

Woche auf 90% anstieg (85). Zusätzlich konnte histopathologisch in 80% der Fälle eine CNV 

bestätigt werden, wobei nach einer Woche eine Neovaskularisation aus der Choroidea in den sub-

retinalen Raum nachgewiesen wurde (85). 

Das Modell basiert auf dem Prinzip der Wundheilung und ist daher selbstlimitierend. Es zeichnet 

sich durch seine einfache Anwendung, Reproduzierbarkeit und die kurze Zeitspanne bis zum 

Nachweis der CNV aus. Trotz häufiger Anwendung in der Forschung, insbesondere bei Mäusen 

(76% Verwendung), weist eine Studie von Fabian-Jessing et al. darauf hin, dass bisher hauptsäch-

lich männliche Mäuse verwendet wurden und die Dokumentation der Lasereinstellungen in Stu-

dien unzureichend ist (86). Diese Mängel beeinträchtigen die klinische Translation und Reprodu-

zierbarkeit (86). 

6.3.2 Tierexperimente und Geschlechtsspezifität 

Seit 2015 hat das National Institute of Health (NIH) die neue Richtlinie eingeführt, welche die 

Berücksichtigung des Geschlechts als biologische Variable in präklinischen Studien vorschreibt 

(65). Dieser Ansatz zielt darauf ab, die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu 

verbessern. In einer Meta-Analyse betonten Fabian-Jessing et al im Jahr 2022 die bisher unzu-

reichende Untersuchung der Geschlechtsspezifität in laserinduzierten CNV-Experimenten. Bei 

44% der Experimente wurden ausschließlich männliche Mäuse eingeschlossen und bei 32% war 

die geschlechtsspezifische Verteilung nicht bekannt (86). 

An bisherigen geschlechtsspezifischen Studien zu AMD-Modellen untersuchten Espinosa-Heid-

mann et. al 2005 den Einfluss von Östrogenen auf laserinduzierte CNV. Dabei zeigten 16 Monate 

alte weibliche Mäuse eine signifikant größere CNV im Vergleich zu männlichen Mäusen (87). 

Östrogensubstitution verstärkte diesen Effekt durch vermutete pro-inflammatorische Wirkungen 

(87). Hope et al analysierten 1992 isolierte Kolonien von Rhesusaffen und fanden heraus, dass 

Weibchen unabhängig vom Lebensalter eine fast doppelt so hohe Prävalenz an Drusen aufwiesen 
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wie Männchen (88). In einem Mausmodell zur systemischen Inflammation und laserinduzierten 

CNV wurde gezeigt, dass bei systemischer Inflammation die Größe der CNV am Auge reduziert 

ist, wobei Männchen im Vergleich zu Weibchen eine kleinere CNV aufwiesen (89). Dies könnte 

auf eine vermehrte Expression vom angiostatischen Faktor Cxcl9 bzw. IFNy zurückzuführen sein, 

der möglicherweise durch Testosteron reguliert wird (89). Bei der Untersuchung von oxidativem 

Stress mit NaIO3-induziertem RPE- und Photorezeptorschaden als trockenes AMD-Modell wurde 

eine erhöhte Sensitivität bei Weibchen im Vergleich zu Männchen festgestellt (90). 

Die vorgestellten Ergebnisse unterstreichen die Relevanz der Geschlechtsspezifität in Tiermodel-

len für laserinduzierte CNV und AMD. Eine differenzierte Betrachtung ist notwendig, um die 

Auswirkungen von Geschlechtsunterschieden auf die untersuchten Parameter zu verstehen und die 

Übertragbarkeit auf menschliche Verhältnisse zu verbessern. 

6.4 Zielsetzung der Arbeit 

Die aktuelle Studienlage zur AMD weist bisher inkonsistente geschlechtsspezifische Unterschiede 

im klinischen Verlauf auf. Gleichzeitig ist die Beteiligung von Mikroglia und Inflammation im 

Krankheitsgeschehen noch nicht vollständig geklärt. Mikroglia, als regulierende Akteure im neu-

roinflammatorischen Prozess, zeigen geschlechtsspezifische Unterschiede in Morphologie und 

Funktion. Diese Unterschiede sind in bedeutenden neurologischen Erkrankungen mit Beteiligung 

von Mikroglia bereits nachweisbar. 

Tiermodelle erweisen sich als wertvoll, um die molekularen Mechanismen hinter geschlechtsspe-

zifischen Unterschieden in der AMD und insbesondere in der Pathologie der laserinduzierten 

Choroidalen Neovaskularisation (CNV) zu erkennen. Hier sind bisher vereinzelte Unterschiede 

dokumentiert. Weitere Erkenntnisse könnten einen bedeutenden Beitrag zur Präzisionsmedizin 

leisten, indem sie anstelle von "Ein-Medikament-für-alle"-Modellen den Schlüssel zur Behand-

lung des AMD-Krankheitsspektrums in der Zukunft bieten. 

Das Hauptziel dieser Doktorarbeit ist es, ein besseres Verständnis dafür zu entwickeln, was Ge-

schlechtsspezifität im Pathomechanismus der laserinduzierten CNV bedeutet und wie sie definiert 

werden kann. Die Forschungsfrage fokussiert sich darauf, ob es eine geschlechtsspezifische Ant-

wort bei Mikrogliazellen in der laserinduzierten CNV gibt. Durch den tierexperimentellen Einsatz 

von Grundlagenmethoden wird angestrebt, eine Antwort auf die bisher inkonsistente Studienlage 

zu liefern und somit einen Beitrag zur Weiterentwicklung therapeutischer Ansätze für die AMD 

zu leisten. 
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7 Material und Methodik 

 

7.1 Materialen 

7.1.1 Verwendete Mäuse 

C57Bl/6J-Wildtyp-Mäuse beider Geschlechter wurden verwendet, mit einem Anteil Weibchen zu 

Männchen 57%: 43%. Sie stammten aus der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin 

der Charité Universitätsmedizin Berlin und alle Experimente sind vom Landesamt für Gesundheit 

und Soziales Berlin unter den Registrierungsnummern G 0235/15 und G 0036/16 genehmigt wor-

den.  Alle Tiere waren 8 Wochen alt und wogen um die 20g zum Zeitpunkt der Laserkoagulation.  

In den Ställen wurde für jeweils 12 Stunden ein Licht-Dunkel-Zyklus eingehalten und die Mäuse 

wurden mit Nahrung und Wasser ad libitum versorgt. Um das Tierwohl bestmöglich zu gewähr-

leisten, entsprach die Durchführung der Experimente zu jeder Zeit den Richtlinien der ARVO 

(Statements for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research) und den Richtlinien des 

Landesamtes für Gesundheit und Soziales Berlin. Dabei wurden die Tiere randomisiert den ver-

schiedenen Untersuchungsgruppen zugeteilt.  

7.1.2 Anästhesie und Augenmedikation 

Tabelle 2. Medikation 

NAME HERSTELLER 
Phenylephrin-Tropicamid Tropfen  Charité Apotheke, Berlin, Germany 
Ketamin Lösung Actavis, München, Germany 
Xylazin Lösung  Rompun, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, 

Germany 
Methocel 2% Tropfen OmniVision, Wien, Austria 
Corneregel Augengel Bausch & Lomb GmbH, Berlin, Germany 
Hylo-Vision Tropfen OmniVision, Puchheimn, Germany 
Fluorescein 10% Lösung Alcon, Freiburg, Germany 

 
7.1.3 Verwendete Antikörper 

Tabelle 3. Antikörper 

NAME  TYP HERSTELLER 
Anti-GFAP, Guinea Pig Poly-
clonal IGG, 173 004 
  

Primär  Synaptic Systems, Göttingen, 
Germany  
 

Anti-VEGF-A, Rabbit Poly-
clonal IGG, PA1080 
 

Primär  Boster Biological Technology, 
Pleasanton, CA, USA 

Anti-Iba1,Goat Polyclonal 
IGG, Ab5076 

Primär  Abcam, Cambridge, UK 
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Anti-P2Y12, Rabbit Polyc-
lonal IGG, Hpa014518 
 

Primär Atlas Antibodies, Bromma, Swe-
den 

GS Isolectin-IB4, Alexa Fluor 
® 647- Konjugat, I32450 
 
 

Primär Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA  
 
 

GS Isolectin-IB4, Alexa Fluor 
® 488- Konjugat, L21411 
 
 

Primär Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA  
 
 

Anti-CD102, Rat Monoclonal 
Igg, 553325 
 
 

Primär BD Pharmingen, San Diego, CA, 
United States 
 

Alexa Fluor ® 488, Donkey 
Anti-Goat, 705-545-147 
 

Sekundär Dianova, Hamburg, Germany 

Cy3, Donkey Anti-Rabbit, 
711-165-152 
 

Sekundär Dianova, Hamburg, Germany 

Alexa Fluor ® 408, Goat 
Anti-Rat, Ab175671 
 
 

Sekundär Abcam, Cambridge, UK 
 

Alexa Fluor ® 649, Donkey 
Anti-Guinea Pig, 706-605-
148 
 

Sekundär Dianova, Hamburg, Germany 

Alexa Fluor ® 488, Donkey 
Anti-Rabbit, 711-545-152 

Sekundär Dianova, Hamburg, Germany 

 
7.1.4 Chemikalien, Puffer und Lösungen 

Tabelle 4. Chemikalien, Puffer und Lösungen 

CHEMIKA-
LIEN 

HERSTELLER PUFFER UND 
LÖSUNGEN 

BESTAND-
TEILE 

MENGE UND 
KONZENTRA-
TION 

Triton-X-100 Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, 
USA 

Antikörperlö-
sung I 
 

BSA in TBS 0,8 % 

  Antikörperlö-
sung II 

Donkey Serum 
in TBS 

10% 

Bovines Serum 
Albumin 

Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, 
USA 

Blocking-Lö-
sung I 
 

BSA in TBS 5% 

Donkey Serum Abcam, 
Cambridge, UK 

Fixierlösung I 
 

PFA in TBS 4% 
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Tween ®-20 Sigma-Aldrich, 
Saint Louis, MO, 
USA  
  
 

Permeabilisati-
onsmittel I 

Triton-X-100 in 
TBS 

0,5 % 

Citratpuffer Sigma-Aldrich, 
Saint Louis, MO, 
USA  
 

Permeabilisati-
onsmittel + Blo-
cking-Lösung II 

Triton-X-100 
Donkey Serum 
BSA in TBS 

1% 
5% 
 
5% 

Barrier Pen  Dako Denmark 
A/S, Glostrup, 
Dänemark 

TBS TrisSäure 
TrisBase 
Natriumchlorid 
in destilliertem 
Wasser 

24g 
5,6g 
 
 
88g 
 
900 ml 

DAPI Sigma-Aldrich, 
St. Louis, Mis-
souri, USA 

DPBS  Kaliumchlorid  
Kaliumhydro-
genphosphat  
Natriumchlorid  
Natriumhydro-
genphosphat  
in destilliertem 
Wasser 
 

0,2 g 
0,2g 
 
8g 
2,2g 
 
500ml 

Xylol Carl Roth, Karls-
ruhe, Deutsch-
land 

   

Ethanol J.T.Baker, Cen-
ter Valley, USA 

   

Isopropanol Carl Roth, Karls-
ruhe, Deutsch-
land 

   

Methanol Carl Roth, Karls-
ruhe, Deutsch-
land 

   

Fluorescent 
Mounting Me-
dium 

Dako North 
America, Inc., 
Carpinteria, Cal-
ifornia, USA 

   

DPBS Sigma-Aldrich, 
St. Louis, Mis-
souri, USA 

   

 
7.1.5 Geräte 

Tabelle 5. Geräte 

NAME HERSTELLER 
Spectralis HRA+OCT  Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutsch-

land 
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Visulas 532 S Argonlaser 
 

Carl Zeiss Meditec, Oberkochen, Germany 

Axio Imager M2 Zeiss, Jena, Deutschland 
Leica TCS SPE 
 

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
 

 
7.1.6 Software 

Tabelle 6. Verwendete Software 

NAME HERSTELLER 
(Fiji Is Just) ImageJ Software 2.0.0-Rc-
69/1.53m 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
USA 

Heidelberg Eye Explorer 1.7.0.0 Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

Microsoft Office Version 16.29 Microsoft, Redmond, Washington, USA 

ZEN Lite 2012 Software Zeiss, Jena, Deutschland 
IBM SPSS Statistics For Macs Version 28.0 IBM Corp., Armonk, NY, USA 

 
Leica Application Suite X (LAS X) Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

 
 

7.2 Methoden 

7.2.1 Laserkoagulation 

Zunächst wurden die Pupillen der Tiere mittels Phenylephrin-Tropicamid-Augentropfen erweitert. 

Danach erfolgte eine gewichtsadaptierte intraperitoneale Anästhesie mittels einer Lösung aus 

5,63mg/ml Ketamin, 0,85 mg/ml Xylazin und 0.9% NaCl (8: 3: 60) in 14 IE  pro 20g Körperge-

wicht. Ein Coverslip zusammen mit einem Tropfen Methocel 2% fungierte als Kontaktglas. An-

schließend wurde mit einem Argonlaser jeweils ein Laserspot pro Netzhaut-Quadrant möglichst 

um den Sehnervkopf gesetzt. Folgende Einstellungen wurden dabei verwendet: 120 mW Leistung, 

50 µm Durchmesser, 100 ms Dauer.  Bei einer Blasenbildung wurde von einer erfolgreichen In-

duktion der CNV durch Ruptur der Bruch‘schen Membran ausgegangen. Die Augen wurden an-

schließend mit Corneregel Augengel befeuchtet und die Tiere bis zum Erwachen überwacht.  

In dem vorliegenden Experiment wurden die Tiere durch zwei unterschiedliche Personen gelasert. 

Die Zusammenarbeit erfolgte mit Inga-Marie Pompös, PhD-Studentin, sowie PD Dr. med. Anna-

Karina Maier-Wenzel, Oberärztin der Augenklinik der Charité. Um einen Unterschied zwischen 

den Geschlechtern durch diesen Störfaktor zu verhindern, wurde darauf geachtet, dass beide Per-

sonen die gleiche Anzahl an Weibchen und Männchen zugewiesen bekommen haben. 
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7.2.2 Bildgebung in vivo 

7 und 14 Tage nach Laser-Photokoagulation wurden bildgebende Verfahren wie Infrarot-Refle-

xion (IR), Optische Kohärenztomografie (OCT), Fluoreszenz-Angiographie (FA) und BluePeak 

Blue Laser Autofluoreszenz (BAF) angewandt. Die Durchführung erfolgte dabei durch Sergej 

Skosyrski, Biologisch-Technischer Assistent. Die Kontrolltiere waren zu diesem Zeitpunkt 9 bzw. 

10 Wochen alt. Zunächst wurden den Tieren erneut die Pupillen dilatiert und sie narkotisiert (s. 

Kapitel 7.2.1). Um Hornhauttrübungen vorzubeugen, erhielten die Tiere befeuchtende Augentrop-

fen von Hylo Vision. Bevor die Aufnahmen am Spectralis HRA + OCT gestartet werden konnten, 

wurden spezielle Objektive mit einer 30° und 50° Linse für Nagetiere befestigt. IR-Bilder wurden 

dann im IR-Modus (Diodenlaser, Wellenlänge 820 nm) aufgenommen, OCT-Bilder im OCT-IR-

Kombinationsmodus (Superlumineszenz Diode, Wellenlänge 870 nm). Für die BAF wurde der 

BAF-Modus (blauer Festkörperlaser, Wellenlänge 488 nm, ohne Sperrfilter) verwendet und des-

sen Einzelbilder automatisch gemittelt (ART mean function). Nach subkutaner Injektion von Flu-

oreszein (5 mg/kg) wurde 10 Minuten später die Fluoreszenzangiographie im FA-Modus (blauer 

Festkörperlaser, Wellenlänge 488 nm, Sperrfilter 500 nm, späte Phase) durchgeführt. Anschlie-

ßend wurden die Bilder über die Heidelberg Eye Explorer Software gespeichert und pathologische 

Veränderungen verblindet mittels Fiji Software beurteilt.  

Hierbei wurde wie folgt vorgegangen (s. Abbildung 2): Die FA-Bilder wurden importiert und an-

hand des angegebenen Maßstabs durch die Heidelberg Eye Explorer Software zunächst mit dem 

Umrechnungsfaktor 0,14 Pixel /µm skaliert.  Derartig wurde auch mit den nachfolgenden Bildge-

bungsmodi verfahren. Anschließend wurde jede Fläche des Fluoreszein-Austrittes mit dem Wand 

Tool markiert und in mm2 berechnet. Die Werte der einzelnen Flächen wurden gemittelt, um die 

mittlere laser-induzierte vaskuläre Leckage pro Tier im Geschlechtervergleich zu erhalten. Bei den 

BAF-Bildern wurden die hyperautofluoreszierenden Ablagerungen pro Laserkoagulation vermes-

sen.  Dazu wurde mittels der Threshold-Methode „Default“ das Minimum und Maximum der Hel-

ligkeit so reguliert, dass die zu analysierenden Flächen von dem restlichen Fundus abgegrenzt 

waren. Mit dem Wand Tool konnte die exakte Fläche bei Bedarf modifiziert und anschließend die 

Fläche in mm2 berechnet werden. Hiernach wurden die Mittelwerte der erhöhten Autofluoreszenz 

pro Tier analysiert. Die IR-Bilder wurden hinsichtlich der Fläche des Gewebeschadens im einzel-

nen Bereich der Laserwirkung ausgewertet. Dies erfolgte über die Messung der hyporeflektiven 

Flächen mit dem Wand Tool. In den OCT-Bildern konnte die Retina mittels Heidelberg Eye Ex-

plorer Software im Sagittalschnitt unter dem Reiter „Thickness Profile“ von Innerer Grenzmemb-
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ran (ILMbis zur Basalmembran (BM) eingeteilt werden. Die Atrophie in µm als Differenz zwi-

schen der peripheren Retinadicke und dem Bereich der Laserkoagulation wurde anschließend ver-

glichen.  

 

Abbildung 2. Analyse der Pathologie in den einzelnen Bildgebungsmodalitäten. 

Mittels Markierung über die Fiji Software wurde die Größe der jeweiligen Pathologie ermittelt und als mittlere Fläche 
pro Laserherd bzw. als Atrophie pro Laserherd angegeben. Die jeweiligen Flächen, die für die Berechnung der Para-
meter genutzt wurden, sind hier exemplarisch durch die hellroten Markierungen dargestellt a) Nahinfrarotreflexion 
(IR), b) Blue-Peak-Blue Laser Autofluoreszenz (BAF), c) Fluoreszenzangiografie (FA), d) Optische Kohärenztomo-
grafie (OCT). Quelle: eigene Darstellung 

 
7.2.3 Immunhistochemische Färbung von Retinasagittalschnitten  

Um eine Angiogenese und Änderung der Gliazellaktivität nach Laserkoagulation im Auge der 

Tiere sichtbar machen zu können, wurden diese 15 Tage nach dem Lasern enukleiert. Die Augen 

wurden 2h in 4%- Paraformaldehydlösung und über Nacht in 70% Ethanol fixiert. Das Gewebe 

wurde an Frau Karin Oberländer, technische Assistentin, versendet, welche dieses in Paraffin ein-

bettete und aus den Augen 5 µm dicke Sagittalschnitte fertigte. Für die Immunhistochemische 

Färbung wurden die Schnitte zunächst deparaffiniert und über eine Alkoholreihe aus Xylol, Isop-

ropanol und Ethanol absteigender Konzentration für insgesamt 60 Minuten rehydriert. Die gleich-

zeitige Demaskierung der spezifischen Antigene VEGF-A und GFAP erfolgte hitzeinduziert mit-

tels Citratpuffer und Mikrowelle (4 Minuten bei 600 W). Im nächsten Schritt wurden die Zell-

membranen mit 0,5 % Triton-X-100 in TBS permeabilisiert. Anschließend wurden die Schnitte 

mit TBS für 3 x 3 Minuten gewaschen und unspezifische Bindungsstellen für eine Stunde mit 5% 

BSA in TBS geblockt. Die primären Antikörper VEGF-A und GFAP (Tabelle 7) wurden über 

Nacht bei 4° Celsius in der Antiköperlösung I inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS für 3 

x 3 Minuten und Dunkel-Inkubation für eine Stunde mit einem geeigneten sekundären Antikörper 

(Tabelle 7) und DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, 1:100 in TBS), wurden die Schnitte ab-
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schließend fixiert. Dies erfolgte mit Fluorescent Mounting Medium auf den jeweiligen Objektträ-

gern. Die Schnitte wurden nun am Axio Imager M2 Fluoreszenz Mikroskop mit der ZEN lite 2012 

Software quantitativ analysiert. 

Tabelle 7. Immunhistochemische Färbung von Retinasagittalschnitten 

Pri-
mär- 
anti-
körper 

Verdün-
nung 
Primäran-
tikörper 

Fixie-
rung 

Antigendemaskierung/ 
Inkubationszeit 

Blocking buf-
fer/Kon- 
zentration 

Sekundär 
antikörper 

Verdünnung 
Sekun-
därantikör-
per 

Anti-
VEGF-
A 

1: 100 4% 
PFA 

Mikrowelle bei 600 Watt in 
Citratpuffer (pH 6) / 4 Mi-
nuten 
Eis / 20 Minuten 

BSA in TBS/ 
5% 

Alexa Fluor 
® 488, don-
key anti-rab-
bit 
 

1: 250 

Anti-
GFAP 

1: 200 4% 
PFA 

Mikrowelle bei 600 Watt in 
Citratpuffer (pH 6) / 4 Mi-
nuten 
Eis / 20 Minuten 

BSA in TBS/ 
5% 

Alexa Fluor 
® 649, don-
key anti-
guinea pig 

1: 250 

 

7.2.4 Quantifizierung der GFAP-  und VEGF-A-Expression  

Die Paraffinschnitte wurden mittels 20er/0,5NA Objektiv am in Kap.7.2.3 erwähnten Mikroskop 

untersucht und aufgenommen. Da 15 Tage nach Laserkoagulation keine CNV oder Ruptur der 

Bruch’schen Membran auf den Schnitten erkennbar war, um die lokale Gliazellaktivität bzw. Va-

skulogenese zu untersuchen, wurde jeder 10. Schnitt des Auges aufgenommen. Ein vorhergehen-

der Vergleich mit Schnitten aus der Arbeitsgruppe mit sichtbarer Narbe bestätigte, dass die dortige 

GFAP- und VEGF-A-Expression 10 Schnitte hinter der Narbe gleichmäßig in der Retina bzw. 

subretinal zu finden war. Es wurden daher insgesamt vier Schnitte pro Auge von elf Tieren analy-

siert. So konnte eine Messung der mittleren Inflammationsreaktion der Retina des Tieres durch-

geführt werden. 

Als GFAP-Expression wurde eine spezifische Färbung gegen Gliazellartige Zellen in der Gangli-

enzellschicht (GCL) der Retina mit Ausläufern bis in die äußere Körner- (ONL) bzw. äußere 

Grenzschicht (OLM) klassifiziert. Eine spezifische VEGF-A-Expression wurde angenommen, 

wenn sich ein Signal subretinal bzw. suprachoroidal als Zeichen einer Vaskulogenese zeigte. Bei 

jeder Aufnahme wurde ein zentrumsnaher Abstand zur Papille des Nervus opticus gewählt.   

Als Quantifizierungsmethode wurde die Berechnung der Intensität mittels Integrierter Dichte über 

die in Tabelle 6 angegebene Fiji ImageJ Software angewandt. Hierzu wurden die aufgenommenen 

RGB - Bilder der Größe 447µm x 335µm verblendet importiert und die einzelnen Farbkanäle ge-

trennt. Anschließend wurde die Integrierte Dichte (Produkt aus mittlerer Grauwert x Fläche) über 

die gesamte Bildfläche berechnet.   
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7.2.5 Herstellung und Immunhistochemische Färbung von Flachpräparaten  

15 Tage nach dem Laser wurden die Augen enukleiert. Zunächst wurden sie für 12 Minuten in 4% 

-Paraformaldehydlösung fixiert und 15 Minuten mit Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) ge-

waschen. Die Präparation der Retina und Choroidea mit Sklera erfolgte dann folgendermaßen: Erst 

wurde durch kreisförmige Inzision der Cornea entlang des Limbus das Auge eröffnet, um Linse, 

Kammerwasser und Glaskörper entfernen zu können. Anschließend wurde das hintere Augenseg-

ment viermal kleeblattförmig eingeschnitten (Abbildung 3). Die transparente Retina wurde ober-

halb des dunklen retinalen Pigmentepithels (RPE) durch Abheben und Lösen vom Sehnervkopf 

getrennt. Beide Proben (Retina = eine Probe und RPE mit Bruch’scher Membran, Choroidea und 

Sklera = andere Probe, im Folgenden als „Choroidea“ abgekürzt) konnten dann in Methanol bei 

20 Grad Celsius aufbewahrt werden. Die weitere Färbung erfolgte durch 3x 10-minütiges Waschen 

mit Tris-gepufferter           

 

Abbildung 3. Schematische Darstellung zur Herstellung von Flachpräparaten.  

Zum hinteren Augenabschnitt zählen Sklera, Choroidea und Retina. Durch diesen Prozess entstanden zwei unter-
schiedliche Flachpräparate. (a) Grobe Anatomie des Auges, vergleichbar mit der von Mäusen. (b) Arbeitsablauf der 
Probenvorbereitung. Anschließende Trennung der Retina von der Choroidea mit Sklera. Quelle: Entnommen aus (91) 

 
 Salzlösung (TBS) und anschließende 10-minütige Inkubation mit 5% Triton-X-100 in TBS zur 

Permeation des Gewebes. Danach wurden die Proben für eine Stunde zeitgleich permeabilisiert 

und unspezifische Epitope mit einer Lösung aus 1 % Triton-X-100, 5% Bovines Serumalbumin 

(BSA), 5% Donkey Serum und TBS geblockt. Die Inkubation mit dem gewünschten Antikörper 

(s. Tabelle 8) erfolgte für 48h bei 4 Grad Celsius mit 10% Donkey Serum in TBS. Anschließend 
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wurde für 3x 10 Minuten mit 0,5 % Tween -20 in TBS gewaschen. Spezies-geeignete sekundäre 

Antikörper wurden ausgewählt (s. Tabelle 8) und zusammen mit DAPI (1:50) für 2 h bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem mehrmaligem Waschen wurde das Gewebe auf 

einen Objektträger aufgebracht und unter einem Leica TCS SPE Konfokalmikroskop analysiert. 

Iba1- und P2RY12-positive Zellen wurden auf der Retina und P2RY12-positive Zellen auf der 

Choroidea manuell und verblindet ausgezählt.  Das Narbenvolumen auf der Choroidea wurde mit 

CD 102 und Isolectin B4 markiert. 

Tabelle 8. Immunhistochemische Färbung von Flatmounts 

Primärantikör-
per/Probe 

Verdün-
nung 
Pri-
märanti-
körper 

Fixie-
rung 

Antigende-
maskie-
rung/Inkuba-
tionszeit 

Blocking 
buffer/Kon-
zentration 

Sekun-
därantikör-
per 

Verdün-
nung Se-
kundäranti-
köper 

GS Isolectin-IB4, 
Alexa Fluor ® 647- 
Konjugat  
/ Retina 

1:250 4% PFA 
in TBS, 
Methanol 

5% Triton-X-
100 in TBS / 
10 Minuten 

Donkey Se-
rum in TBS / 
10 % 

 1:250 

Anti-Iba-1 
/Retina 

1:250 4% PFA 
in TBS, 
Methanol 

5% Triton-X-
100 in TBS / 
10 Minuten 

Donkey Se-
rum in TBS / 
10 % 

Alexa Fluor 
® 488 don-
key anti-goat 

1:250 

Anti-P2Y12 
/ Retina 

1:250 4% PFA 
in TBS, 
Methanol 

5% Triton-X-
100 in TBS / 
10 Minuten 

Donkey Se-
rum in TBS / 
10 % 

Cy3 donkey 
anti-rabbit 

1:250 

GS Isolectin-IB4, 
Alexa Fluor ® 488- 
Konjugat/ Cho-
roidea 

1:250 4% PFA 
in TBS, 
Methanol 

5% Triton-X-
100 in TBS / 
10 Minuten 

Donkey Se-
rum in TBS / 
10 % 

 1:250 

Anti-CD102 
/ Choroidea 

1:250 4% PFA 
in TBS, 
Methanol 

5% Triton-X-
100 in TBS / 
10 Minuten 

Donkey Se-
rum in TBS / 
10 % 

Alexa Fluor 
® 408 goat 
anti-rat 

1:250 

Anti-P2Y12 / 
Choroidea 

1:250 4% PFA 
in TBS, 
Methanol 

5% Triton-X-
100 in TBS / 
10 Minuten 

Donkey Se-
rum in TBS / 
10 % 

Cy3 donkey 
anti-rabbit 

1:250 

 
7.2.6 Quantifizierung von Iba-1- und P2Y12-positiven Zellen  

Iba-1 und P2RY12-positive Zellen wurden als Zstacks am Leica TCS SPE Konfokalmikroskop 

mit der Leica Application Suite X Software aufgenommen. 

Iba-1-positiv galt als spezifische Färbung (Wellenlängenbereich 488 nm) gegen Mikrogliazell-

artige Zellen mit verzweigten Ausläufern oder in amöboider Form in der IPL- und OPL-Schicht 

der Retina. P2RY12-positiv wurde ebenso, jedoch im Farbkanal mit dem Wellenlängenbereich 

532nm, klassifiziert. 

Um die geschlechtsspezifische Dichte und mögliche Migration von Mikroglia nach Laserläsion zu 

analysieren, wurden P2RY12- und Iba-1-positive Zellen auf den Retina-Flachpräparaten sowohl 
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mit einem Bild zentral um die Papille als auch mit einem peripheren Scan in jedem Kleeblatt ver-

messen (Abbildung 4a). Dies erfolgte zentral am 20er /0,60 NA- Öl- und peripher unter dem 

40er/1,15 NA-Öl-Objektiv. Die Tiefe der Scans reichte von IPL- zur OPL-Schicht, welche beide 

durch zusätzliche Isolectin-Färbung von der zellreichen, DAPI-positiven inneren Körnerschicht 

(INL) unterscheidbar waren (Abbildung 4b). Pro Tier wurden insgesamt fünf Scans - ein zentraler 

und vier periphere Scans - untersucht. Die vier peripheren Scans bildeten dabei zusammen die 

Bildgröße des zentralen Scans ab. 

 

Abbildung 4. Verfahren zur Quantifizierung der Mikrogliadichte auf retinalen Flachpräparaten. 

a) Die Retina wurde in ihrem Zentrum um den Nervus opticus bzw. der Papille und zusätzlich viermal in kleinerem 
Ausschnitt in der Peripherie aufgenommen, sodass die Bildgröße der Peripherie mit der im Zentrum vergleichbar war. 
Rot = Färbung des intraretinalen Gefäßplexus mittels Isolectin GS-IB4 b) Die Aufzeichnung am Leica TCS SPE Kon-
fokalmikroskop reichte von der OPL bis zur IPL. Die gewünschten Retinaschichten wurden mittels des Lokalisati-
onsvergleiches der Gefäße in IPL und OPL bzw. der Gegenfärbung der Zellkerne aus den Körnerschichten (INL/ONL) 
identifiziert. Rot = Färbung des intraretinalen Gefäßplexus mittels Isolectin GS-IB4. Grün= Färbung gegen Mikroglia. 
Blau = DAPI-Färbung der Zellkerne. Quelle: links eigene Darstellung, rechts entnommen aus (92) 

GCL=Ganglienzellschicht, IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerschicht, ONL= äußere Körnerschicht, 
OS= Außensegmente der Photorezeptoren. 

 
Auf den Choroidea-Flachpräparaten wurden P2RY12-positive Zellen unter dem 20er-Objektiv pe-

ripher der Narbe mit der Narbe im Zentrum des Bildes ausgezählt. Die Höhe der Scans war ab-

hängig von der Größe der Narbe. Pro Tier wurden vier Scans für die jeweilige Narbe aufgenom-

men. 

Quantifiziert wurden die Zellen mittels Fiji Software. Hierzu wurden die konfokalen Scans der 

Choroidea und zentralen Retina als 8bit-Bilder der Fläche 551 µm x 551 µm und n x 1,63 µm 

Höhe und die Scans der peripheren Retina mit der Bildgröße 275 µm x 275 µm x n x 0,44 µm 
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importiert. Die einzelnen Stacks wurden dann nach Farbkanal getrennt, via „Z-Project“ übereinan-

dergelegt und die Zellen mittels „Cell Counter“ ausgezählt. Durch die DAPI-Färbung konnten 

dabei einzelne Zellen identifiziert werden. Angegeben wurde die mittlere Zellzahl pro Geschlecht 

um die entstandene Narbe sowie die mittlere Zellzahl pro Ebene und Geschlecht in der Retina im 

Vergleich Zentrum zur Peripherie und zu nicht gelaserten Tieren. 

7.2.7 Quantifizierung der laserinduzierten CNV ex vivo 

Die laser-induzierten Choroidalen Neovaskularisationen (CNV) wurden als Zstack am Leica TCS 

SPE Konfokalmikroskop mit der Leica Application Suite X Software unter dem 20er/ 0.7 NA ÖL 

- Objektiv aufgenommen. 

Als CNV wurde dabei eine Isolectin GS-IB4- und CD102-positive, rundartige Gefäßformation im 

RPE-Choroidea-Flachpräparat klassifiziert.  

Zur Quantifizierung wurden die 8bit-Scans der Größe 551 µm x 551 µm und n x 1,63 µm Höhe 

mittels Fiji Software importiert. Anschließend wurden die Farbkanäle separiert, die Scans in Ein-

zelbilder zerlegt und die fluoreszierenden Flächen pro Ebene per Wand Tool ermittelt (Abbildung 

5). Falls das Tool nicht die exakte Fläche einbezog, wurde der Befehl „Find Edges“ angewandt 

und die zu analysierende Fläche modifiziert. Das CNV-Volumen wurde schließlich als Produkt 

aus Fläche x Höhe der einzelnen Ebenen berechnet. Angegeben wurde das mittlere CNV-Volumen 

pro Tier im Geschlechtervergleich.  

 

Abbildung 5. Strategie zur Quantifizierung des CNV-Volumens. 

Quelle: eigene Darstellung 
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7.2.8 Statistische Auswertung 

Alle Daten wurden mit Microsoft Excel Version 16.29 und der Statistiksoftware SPSS Version 

28.0 ausgewertet. Zunächst wurden die Analysen verblindet durchgeführt. Anschließend wurden 

sämtliche Daten mittels Shapiro-Wilk-Test auf eine Normalverteilung getestet. Die Werte wurden 

als Mittelwerte +/- SEM erfasst und deren Aussagekraft durch den ungepaarten T-Test untersucht. 

Bei der Analyse von verschiedenen Zeitpunkten wurde der gepaarte T-Test angewandt und bei 

zwei kategorialen unabhängigen Werten im Falle der Mikrogliadichte der Retina eine zweifakto-

rielle ANOVA verwendet. Statistische Signifikanz wurde wie folgt abgebildet: * p < 0,05; 

** p < 0,01; *** p < 0,001.  

 

8 Ergebnisse 
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8.1 Experimentelles Design 

 

Abbildung 6. Experimentelles Design.  

Dargestellt ist die Versuchsplanung mit der Anzahl (n) an Tieren nach Ausschluss. Hauptfokus war eine Analyse der 
Pathologie der laserinduzierten CNV hinsichtlich eines Geschlechtsunterschieds nach 14 bzw. 15 Tagen, 10 Tiere 
wurden zusätzlich zum Zeitpunkt „7 Tage“ mittels Bildgebung untersucht. Quelle: Eigene Darstellung   

            
Um einen Unterschied zwischen Männchen und Weibchen in der Antwort auf eine laser-induzierte 

CNV festzustellen, wurden insgesamt 33 Tiere mit 17 Weibchen und 16 Männchen gelasert (Ab-

bildung 6). Begonnen wurde hierbei mit 22 Tieren, um die Immunreaktion mittels Bildgebung und 

Immunhistologie 14 und 15 Tage nach Laserkoagulation zu ermitteln. Während der Datenanalyse 

wurde jedoch festgestellt, dass die Befunde nur gering ausgeprägt waren. Daher wurde vermutet, 

dass sich eine Dynamik schon eher auszubilden schien, sodass weitere 10 Tiere mit 5 Weibchen 
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und 5 Männchen 7 Tage nach Laser untersucht wurden. Diese 10 Tiere flossen ebenfalls in die 

Analyse der restlichen Methoden ein, jedoch blieb der Hauptfokus der Gesamtanalyse beim spä-

teren Zeitpunkt.  

Daten der Bildgebung wurden für die Analyse ausgeschlossen, wenn sich konfluierende Gewe-

bereaktionen aufgrund eines unzureichenden Abstands beim Setzen der Laserherde zeigten (n= 2 

Männchen).  

Zur Analyse der Mikrogliadichte und des CNV-Volumens wurden die Augen von 21 Tieren mit 

10 Männchen und 11 Weibchen immunhistochemisch auf Flachpräparaten der Retina und 

Choroidea gefärbt. Bei den Retinasagittalschnitten waren dies Augen von 12 Tieren mit 6 Männ-

chen und 6 Weibchen. Daten wurden ausgeschlossen, wenn eine CNV-Läsion in den Choroidea-

Flachpräparaten nicht lokalisiert werden konnte.  

Um die Mikrogliadichte von gelaserten mit naiven Tieren zu vergleichen, wurden 12 Kontrolltiere 

mit 6 Männchen und 6 Weibchen in die Analyse eingeführt und ihre Augen ebenfalls gegen anti-

Iba1 und anti-P2RY12 auf retinalen Flachpräparten gefärbt. Daten wurden ausgeschlossen, wenn 

Fehler bei der Gewebeverarbeitung auftraten. 
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8.2 Bildgebung der Pathologie 

 
Abbildung 7. Bildgebung im Zeitverlauf. 

Dargestellt sind repräsentative Bilder für die jeweilige Bildgebungsmodalität von n= 10 Tieren. a) Zwischen den 
Zeitpunkten 7 und 14 Tage nach Laserapplikation zeigte sich in der BAF deskriptiv eine Abnahme der fokalen Auto-
fluoreszenz im Bereich der einzelnen Laserherde. b) In der FA schien sich die Gefäßleckage im Zeitverlauf zu redu-
zieren, allerdings nicht signifikant. c) In der IR blieb die hyporeflektive Fläche im Zentrum des Laserherds ähnlich 
groß. d) In der OCT sah man zum Zeitpunkt 7 Tage teilweise eine subretinale Flüssigkeitseinlagerung (schwarz) und 
fibrovaskuläres Gewebe, im Zeitverlauf jedoch eine deutliche Atrophie. Maßstabsbalken = 500 µm. Quelle: Eigene 
Darstellung. 

 

a)

b)

c)

d)

7d 14d
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Eine Bildgebung der laserinduzierten CNV fand zu den Zeitpunkten 7 und 14 Tage nach Laserko-

agulation statt (Abbildung 7).  

In der BAF stellten sich zu beiden Zeitpunkten erhöhte autofluoreszierende Areale dar. Diese wa-

ren fokal auf den Bereich der Laserherde begrenzt und konfluierten teilweise zwischen den ein-

zelnen Laserherden und im einzelnen Laserherd. Männchen (M) zeigten 7 Tage nach Laserkoagu-

lation eine signifikant größere Autofluoreszenz (AF) als Weibchen (W) [0,065 mm2 (M) vs. 0,033 

mm2 (W) , n(W/M) = 5/5, t (8) =- 2,4, p= 0,043] (Abbildung 8a,b) . Zum Zeitpunkt 14 Tage gab 

es keinen Unterschied in der autofluoreszierenden Fläche zwischen den Geschlechtern [0,027 mm2 

(M) vs. 0,024 mm2 (W), n(W/M) = 12/15, t (19,47) =- 0,973, p= 0,39] (Abbildung 7b). Die Auto-

fluoreszenz nahm im Zeitverlauf um durchschnittlich 0,002 mm2 ab und blieb daher ähnlich groß 

[n = 10, 95%-CI [-0,18, 0,14]), t (9) = -0,308, p =0,76] (Abbildung 7a).  

In der Fluoreszenz-Angiografie (FA) stellte sich in der untersuchten Spätphase zu beiden Zeit-

punkten im Bereich der Laserherde ein hyperfluoreszierender Austritt von Fluoreszein dar. Die 

Größe der Gefäßleckage wies dabei zwischen den einzelnen Tieren eine hohe Streuung auf. Ein 

Unterschied der Gefäßleckage im Zeitverlauf ließ sich nicht feststellen [- 0,01mm2, n=10, t (9)= -

0,72, p= 0,49] (Abbildung 7b, 8c). 7 Tage nach Laserkoagulation war die mittlere Leckage bei den 

Männchen pro Tier 0,13 +/- 0,06 mm2 groß, während sie bei den Weibchen eine Fläche von 0,06 

+/- 0,01 mm2   maß (Abbildung 8c).  Der Unterschied in der Fläche der Gefäßleckage war hiermit 

nicht signifikant [n(W/M) =5/5, t (4,3) = -1,3, p=0,25]. Ebenso verhielt es sich 14 Tage nach Set-

zen der Laserherde [0,045 mm2 (M) vs. 0,044 mm2(W), n(W/M) =17/14, t (29) = -0,058, p= 0,95] 

(Abbildung 8c).  

In der IR zeigten sich sowohl hyperreflektive als auch hyporeflektive Zonen im Bereich der La-

serherde. Die hyperreflektiven kreisförmigen Areale entsprachen in etwa der Größe der Autoflu-

oreszenz in der BAF, wirkten jedoch in der IR konfluierender. Die hyporeflektiven Areale im 

Zentrum des Laserherdes wurden daher in ihrer Fläche als Zeichen für den entstandenen Gewebe-

schaden vermessen. 7 Tage nach Laserkoagulation zeigte sich kein Unterschied zwischen den 

Männchen und Weibchen [0,006 mm2 (M) vs. 0,005 mm2(W), n(W/M) = 5/5, t (8) = -0,7, p=0,5] 

(Abbildung 8e). Nach 14 Tagen blieb das Verhältnis gleich, auch wenn die Männchen in der Ten-

denz deutlicher als nach 7 Tagen betroffen waren [0,005 mm2 vs. 0,002 mm2, n(W/M) =11/14, t 

(15) = - 1,7, p= 0,09]. Im Zeitverlauf reduzierte sich die hyporeflektive Fläche bei beiden Ge-

schlechtern deskriptiv (Abbildung 7c), ist jedoch mit einer Differenz von 0,0002 mm2 +/- 0,001 

nicht signifikant [n= 10, t (9) = 0,22, p=0,8] (Abbildung 8e).  
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In der OCT zeigte sich 14 Tage nach Laserkoagulation bei beiden Geschlechtern eine retinale 

Atrophie im Bereich der Laserherde (Abbildung 7d). Diese Atrophie war bei den Männchen ten-

denziell größer, zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied zu den Weibchen [32 µm vs. 29 

µm, n(W/M) = 10/11, t (20) = -0,34, p= 0,74 (Abbildung 8d).]. 7 Tage nach Setzen der Laserherde 

wiesen die Tiere keine Atrophie bzw. Änderung der Retinaschichtdicke auf. Stattdessen waren 

subretinale Blutungen erkennbar (Abbildung 7d). 

Eine Zusammenschau der Ergebnisse aus der Bildgebung wird in Abbildung 8 dargestellt. 
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Abbildung 8. Übersicht der Ergebnisse in der Bildgebung. 

 a) Repräsentatives Bild für Weibchen und Männchen in der BAF zum Zeitpunkt „7 Tage“. b) Männchen wiesen 7 
Tage nach Laserkoagulation eine signifikant größere Autofluoreszenz pro Laserherd auf als Weibchen (n (W/M) = 
5/5, p= 0,043). c) In der FA zeigte sich kein Unterschied im Zeitverlauf und zwischen dem Geschlecht (n (7d) = 10, 
n (14d) = 31). d) Die erkennbare Atrophie im OCT war ähnlich groß zwischen Männchen und Weibchen (n (W/M) = 
10/11). e) Darüber hinaus war die Ausprägung einer hyporeflektiven Fläche zwischen dem Geschlecht ähnlich und 
änderte sich nicht signifikant im Zeitverlauf (n(7d) = 10, n(14d) = 25).  Die Daten wurden als Mittelwerte +/- SEM 
angegeben. Quelle: Eigene Darstellung. 
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8.3 GFAP- und VEGF-A- Expression 

Retinsagittalschnitte wurden mit anti-VEGF-A, einem  

Signalmolekül, das an der Angiogenese beteiligt ist und im vaskulären Gewebe auftritt(93),  

immunhistologisch gefärbt. Dieses begrenzte sich bei beiden Geschlechtern fokal auf den subre-

tinalen Raum, dem Ort der Chemotaxis und Einsprossung undichter Gefäße nach Zerstörung der 

Bruch’schen Membran durch Laserkoagulation (Abbildung 9a,b) . Bei den Männchen manifes-

tierte sich hierbei eine stärkere VEGF-A-Expression als bei den Weibchen [6998 µm2 (M) vs. 2343 

µm2 (W), n (W/M) = 5/6, t(9)= -7,3,  p < 0,001] (Abbildung 9a,b,c).  

Bei der immunhistologischen Färbung der Retinaschnitte gegen Gliafilament-Protein (GFAP), ei-

nem Gliazellmarker aktivierter Astrozyten und Müllerzellen (94), sah man zum Zeitpunkt 15 Tage 

nach Laserkoagulation eine gleichmäßige Färbung mit anti-GFAP. Bei den Männchen zeigte die 

Färbung ein deutliches Signal, hier war das Protein bis zur OPL erkennbar (Abbildung 9a). Die 

Weibchen wiesen eine GFAP-Expression dagegen nur bis zur GCL auf (Abbildung 9b).  Zur Ana-

lyse wurde die Integrierte Dichte, einer Formel in der Fiji Software zur Ermittlung der Summe 

aller Pixelwerte im Bild, angewandt. Männchen verzeichneten eine signifikant größere anti-

GFAP-Intensität als Weibchen [1802 µm2 (M) vs. 1266 µm2 (W), n (W/M) = 5/6, t(9)= -2,3,  p= 

0,04] (Abbildung 9d). 
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Abbildung 9. Färbung mit anti-VEGF-A und anti-GFAP.  

15 Tage nach Laserkoagulation präsentierten sich die Männchen (a) und Weibchen (b) folgendermaßen hinsichtlich 
ihrer Expression von VEGF-A (grün) und GFAP (rot): Männchen verzeichneten sowohl subretinal ein signifikant 
stärkeres Signal an anti-VEGF-A (c), als auch in der GCL eine deutlichere Aktivierung von Astrozyten (anti-GFAP-
Signal, d). Vier Retinasagittalschnitte pro Tier wurden am Axio Imager M2 untersucht und hinsichtlich der Integrier-
ten Dichte (mittlerer Grauwert x Bildfläche; µm2) ausgewertet. (n (W/M) = 5/6). Quelle: Eigene Darstellung. 

GCL=Ganglienzellschicht, IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerschicht, ONL= äußere Körnerschicht, 
OS= Außensegmente der Photorezeptoren. 

 

8.4 Dichte der Mikroglia  

Bei der immunhistologischen Färbung der retinalen Flachpräparate gegen P2RY12 (Purinerger 

Protein-G-gekoppelter Rezeptor P2Y12), ein bei aktivierten Mikroglia exprimiertes Oberflächen-

protein und Signalmolekül für eine Chemotaxis (95, 96), sah man sowohl zentral als auch peripher 

ein recht schwaches Signal 15 Tage nach Laserkoagulation. Im direkten Vergleich der P2RY12- 
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positiven Anzahl aktivierter Mikroglia im Bereich um den Nervus opticus mit derjenigen in der 

Peripherie zeigte sich kein signifikanter Unterschied [3 Zellen/µm zentral vs. 3 Zellen/µm peri-

pher, n= 17, p= 0,13]. Gegenüber den Kontrolltieren verzeichneten die gelaserten Tiere hier keine 

größere Mikrogliadichte, sowohl zentral [3 Zellen/µm Laser vs 3 Zellen/ µm Kontrolle, n(Laser) 

= 10, n(Kontrolle) = 7, p= 0,85] als auch peripher [2 Zellen/µm Laser vs. 3 Zellen/µm Kontrolle, 

n(Laser) = 10, n (Kontrolle) = 7, p= 0,09].  Männchen und Weibchen wiesen an beiden Orten die 

gleiche Anzahl aktivierter Mikroglia in der Retina auf [Sehnerv: 3 Zellen/µm (M) vs. 3 Zellen/ µm 

(W), Peripherie: 2 Zellen/µm (M) vs. 2 Zellen/ µm (W), n (W/M) = 7/10, p= 0,75 zentral und p 

=0,5 peripher].  Dabei präsentierten sich die Mikroglia in der Retina morphologisch in einer rami-

fizierten Form.  

 

Abbildung 10. Iba1-positive Zellen in der Retina.  

Repräsentative Aufnahme der Anti-Iba1-Färbung von retinalen Flachpäparaten, untersucht am Leica TCS SPE Kon-
fokalmikroskop, (b) Sowohl um den Nervus opticus, als auch in der Peripherie der Retina sah man keinen Unterschied 
in der Aktivierung der Mikroglia/Makrophagen zwischen Männchen und Weibchen. Allerdings war die Mikrogli-
adichte pro µm zentral signifikant höher als peripher und höher bei den gelaserten im Vergleich zu ungelaserten Tieren 
(p < 0,001, n (W/M) = 7/10). Quelle: Eigene Darstellung. 

 
Darüber hinaus wurden die retinalen Flachpräparate zusätzlich gegen Iba1 (ionisiertes Calcium-

bindendes Adaptermolekül 1) gefärbt, ein für Mikroglia- und Makrophagen spezifisches Protein 

mit Beteiligung an der Phagozytose (97).  Sowohl peripher als auch zentral zeigte sich ein stärkeres 

Signal als bei der Färbung mit anti-P2RY12, sodass insgesamt eine höhere Zelldichte analysiert 

werden konnte.  Auch hier konnte kein Geschlechtsunterschied in der Iba1-positiven Anzahl an 

Zellen nachgewiesen werden [Sehnerv:  8 Zellen/µm (M) vs. 13 Zellen/ µm (W), Peripherie: 3 

Zellen/µm (M) vs. 2 Zellen/ µm (W), n (W/M) = 7/10, p= 0,21 zentral und p = 0,88 peripher] 

(Abbildung 10b). Die Dichte an Iba1-positiven Zellen war jedoch im Bereich um den Sehnervkopf 

IBA1 
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mit durchschnittlich 10 +/- 2 Zellen /µm größer als in der Peripherie der Retina mit durchschnitt-

lich 3 +/- 0 Zellen /µm [ n=17, p< 0,001] (Abbildung 10b).  Ferner existierte eine höhere Iba1-

Expression bei gelaserten Tieren im Zentrum [ 15 Zellen/µm Laser vs. 3 Zellen/µm Kontrolle, n 

(Kontrolle) = 7, n(Laser)= 10, p < 0,001](Abbildung 10b), in der Peripherie war die Zelldichte im 

Vergleich zu den Kontrollen jedoch ähnlich [2 Zellen/µm Laser vs. 3 Zellen/µm Kontrolle, n (Kon-

trolle) = 7, n(Laser)= 10, p = 0,27 ].   

Auf den choroidalen Flachpräparten wurde die Anzahl P2R12-positiver Zellen im Bereich der 

CNV analysiert (Abbildung 11).  Hierbei konnten durchschnittlich 25 +/- 6 Zellen bei den Männ-

chen und 23 +/- 7 bei den Weibchen erfasst werden, womit sich kein Unterschied in der Anzahl 

aktivierter Mikroglia im lokalen Bereich der Inflammation ergab [n(W/M) = 4/7, p= 0,74] (Abbil-

dung 11b). Morphologisch stellten sich die markierten Zellen in einer amöboiden Form dar. 

 

Abbildung 11. P2YR12-positive Zellen um laserinduzierte CNV auf choroidalen Flachpräparaten. 

a) Repräsentatives Bild, untersucht am Leica TCS SPE Konfokalmikroskop. Die CNV ist zentral ebenfalls bei 
P2YR12-positiver Zellakkumulation gegengefärbt. b) Quantifizierung der P2YR12-positiven Zellen. Es zeigte sich 
kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Geschlechtern 15 Tage nach Laserkoagulation (n (W/M) = 4/7). Die 
Daten wurden als Mittelwerte +/- SEM angegeben. Quelle: Eigene Darstellung. 

 

8.5 Quantifizierung der CNV  

Choroidale Flachpräparate wurden 15 Tage nach Laserkoagulation mit Anti-CD 102 und Isolectin 

GS-IB4 gefärbt, um die Größe der laserinduzierte CNV in Abhängigkeit des Geschlechts zu ermit-

teln und zu vergleichen.  

Die CNV konnte hierbei mittels Isolectin GS-IB4, einem Glykoprotein der Lectin-Gruppe und 

spezifischem Marker von Endothelzellen sowie murinen Makrophagen und Mikroglia, positiv dar-

gestellt werden (Abbildung 12 ab)(98, 99). Zum Zeitpunkt 15 Tage verhielt sich das mittlere CNV-
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Volumen pro Laserherd zwischen den Männchen und Weibchen ähnlich [2,7 (M) vs. 2,1 (W) x 

105 µm3, n(W/M) = 4/7, p= 0, 98] (Abbildung 12c). 

Desweiteren war es geplant, das Volumen mittels Anti- CD102, einem Antikörper mit spezifischer 

Bindung an das Oberflächenprotein CD102/ ICAM-2 auf Endothelzellen und Leukozyten, co zu 

färben(100). Die CD102-Bindung war allerdings unspezifisch und die Färbung daher methodisch 

bedingt negativ.  

 

Abbildung 12. Färbung der laserinduzierten CNV mit Isolectin GS-IB4.  

a) Darstellung der Fläche einer CNV auf einem choroidalen Flachpäparat, welche zusammen mit der Höhe (hier nicht 
dargestellt) als CNV-Volumen analysiert wurde. In dieser Aufnahme wird die repräsentative Fläche eines Männchens 
gezeigt. b) Repräsentative CNV eines Weibchens. c) Das entstandene Volumen 15 Tage nach Laserapplikation unter-
schied sich nicht zwischen den Geschlechtern (n(W/M) = 4/7). Quelle: Eigene Darstellung. 

 

9 Diskussion 

 

9.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pathologie und vor allem die Immunreaktion der laserindu-

zierten CNV erstmals systematisch geschlechtsspezifisch analysiert. Für die Untersuchung wurden 

umfangreiche klinische Bildgebungsverfahren sowie immunhistologische Methoden zur ge-

schlechtssensiblen Detektion der Mikrogliadichte und Angiogenese eingesetzt. 

In der Bildgebung konnte die unterschiedliche Ausprägung der Pathologie nachgewiesen werden. 

In der FA zeigte sich eine deutliche Gefäßleckage pro Laserherd und in der BAF fokal autofluo-

reszierendes Material, welches im Bereich des Laserherds zur Fläche konfluierte. In der IR zeigte 

sich dort, wo der Laserstrahl die Netzhaut passierte, ein hyporeflektiven Gewebeschaden. In der 

OCT konnten 7 Tage nach Laserkoagulation retinale Veränderungen beobachtet werden, die von 
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hyperreflektivem Material intraretinal und leichten serösen Abhebungen mit subretinalen Flüssig-

keitseinlagerungen reichten. 14 Tage nach Laserkoagulation waren diese Veränderungen nicht 

mehr sichtbar, stattdessen aber eine verringerte Retinaschichtdicke und Atrophie im Bereich des 

Laserherdes. Ein signifikanter, geschlechtsspezifischer Unterschied war 7 Tage nach Laserkoagu-

lation in der BAF erkennbar, wobei Männchen eine größere Autofluoreszenz als Weibchen auf-

wiesen. In den anderen Bildgebungsmodalitäten differierten die einzelnen Pathologieausprägun-

gen zwischen dem Geschlecht nicht. Es zeigte sich ferner keine signifikante Befundveränderung 

im Zeitverlauf (BAF, FA, IR).  

Retinasagittalschnitte wurden hinsichtlich einer GFAP- und VEGF-A-Expression untersucht. Eine 

deutlichere Gliose (GFAP) und Angiogenese (VEGF-A) zeigte sich bei den Männchen 15 Tage 

nach Laserkoagulation. 

Auf den retinalen Flachpräparaten ließ sich sowohl für die anti-Iba1-, als auch für die anti-

P2YR12-Färbung kein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Mikrogliadichte 15 Tage nach 

Setzen des Inflammationsreizes feststellen. Allerdings befanden sich mehr Iba-1-positive Zellen 

im Bereich um den Nervus opticus als in der peripheren Retina. Ferner verzeichneten gelaserte 

Tiere zentral mehr Zellen als ungelaserte Tiere. 

Das laserinduzierte CNV-Volumen, welches auf choroidalen Flatmounts mittels Isolectin-Färbung 

analysiert wurde, zeigte keinen Unterschied in der Größenbildung zwischen Männchen und Weib-

chen zum untersuchten Zeitpunkt (15 Tage). Eine scheinbare Mikrogliose zur CNV konnte beo-

bachtet werden, hierbei präsentierten sich die Zellen rund und amöboidartig. Die Anzahl dieser 

Zellen differierte nicht im Geschlechtervergleich.  

9.2 Diskussion der Methodik 

9.2.1 Laserkoagulation  

Das Tiermodell der laserinduzierten CNV wurde bereits zahlreich angewandt, um Mechanismen 

und mögliche Therapien der exsudativen AMD zu untersuchen.  

Um choroidale Neovaskularisationen zu entwickeln, erhielten die Mäuse insgesamt vier Laser-

herde pro Retina, möglichst um den Sehnervkopf mit einem Laserherd pro Netzhaut-Quadrant. 

Dabei wurden die Einstellungen am Laser (120 mW Energie, 50 µm Durchmesser, 100 ms Dauer) 

gewählt, die in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits validiert wurden (101, 102, 103, 104, 105). 
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Eine Limitation in dieser Arbeit ist, dass die Tiere von zwei Personen mit unterschiedlich langer 

Erfahrung in der Laserkoagulation behandelt wurden. So mussten Daten mit konfluierenden La-

serherden ausgeschlossen werden, sodass letztlich eine ungleiche Anzahl an Männchen und Weib-

chen zur geschlechtsspezifischen Analyse zur Verfügung stand. 

Gong et al. und Shah et al. deklarierten ebenfalls in ihren Studien, dass das Lasern an einem Spalt-

lampensystem, wie in dieser Arbeit, mit Schwierigkeiten verbunden ist, da die Technik zunächst 

erlernt werden muss (106, 107). Das Tiermodell gelte zwar als robust, allerdings sind die laserin-

duzierte CNV und die damit verbundene Gefäßleckage von der Qualität und Lokalisation der La-

serkoagulation und vom Winkel des Laserstrahls abhängig (106).  Daher verfassten sie ein Proto-

koll zur standardisierten Durchführung des Tiermodells, Gong et al. verwendeten hierfür ein La-

sersystem speziell für Nagetiere (Micron IV, Phoenix). 

Poor et al.  untersuchten die Fläche der laserinduzierte CNV auf choroidalen Flachpräparaten in 

Abhängigkeit der Laserbediener. Die durchschnittliche Größe der CNV differierte hierbei nicht 

zwischen den untersuchten Wissenschaftlern, wobei es 8-41 Versuchsdurchläufe pro Person gab 

(108).   

Um valide Ergebnisse mit einem ausreichenden Messniveau für die geschlechtsspezifische Unter-

suchung der laserinduzierten CNV zu erhalten, sind daher Wiederholungsexperimente nö-

tig.  Diese wurden nach dem Abschluss meiner Arbeit bereits innerhalb der Arbeitsgruppe durch-

geführt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Laserkoagulation einheitlich um den Sehnervkopf 

mit einem Laserspot pro Quadranten und gleicher Distanz zueinander erfolgte. Die Ergebnisse aus 

diesen Wiederholungsexperimenten unterscheiden sich teilweise von meinen Ergebnissen. Dies 

zeigt, wie wichtig standardisierte Methoden einerseits und der Ausbildungsstand der Personen 

sind, die die Experimente durchführen. Die nach den Wiederholungsexperimenten erlangten Daten 

sind robust und valide. Ich habe diese zum Vergleich in Kapitel 9.3.3 zusammengefasst. 

9.2.2 Quantifizierung der Pathologie mittels Bildgebung 

In der vorliegenden Arbeit wurden umfangreiche Bildgebungsparameter eingesetzt, um die in-

flammatorische Reaktion mit ihren verschiedenen Ausprägungen nach der Laserkoagulation sys-

tematisch und geschlechtsspezifisch zu analysieren.  

Hierzu wurde der automatisch angegebene Maßstab durch die Heidelberg Eye Explorer Software 

verwendet, um die zunächst unkalibrierten Bilder nach Öffnen in der Fiji Software (Pixel x Pixel) 

nach realen Maßen in µm2 x µm2 zu skalieren. Nach Rücksprache mit dem Kleintiermanagement 

der Heidelberg Eye Explorer Software wurde bekannt, dass der automatische Maßstab bezüglich 
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seiner horizontalen Angabe jedoch auf Annahmen des Gullstrandschen Augenmodells (verein-

fachtes menschliches Modellauge mit durchschnittlichen Refraktionswerten) sowie auf den einge-

stellten Hornhautradius und Fokus beruht. Eine Problematik bei der Aufnahme des Mäusefundus 

ist hierbei, dass kleine Änderungen der z-Position der Kamera große Auswirkungen auf die Bild-

vergrößerung haben (109).   

Denkbar wäre daher für zukünftige Bildgebungsaufnahmen, auf einen korrekt eingestellten Fokus 

zu achten und den Hornhautradius entsprechend für Mäuse anzupassen, um die Skalierung der 

Heidelberg Eye Explorer Software verwenden zu können.  Eine Alternative wäre die Quantifizie-

rung der verschiedenen Parameter mittels Pixelanzahl.  

9.2.3 Immunhistochemische Färbung der Retinasagittalschnitte 

Zur mikroskopischen Analyse einer geschlechtsspezifischen Gliose und Angiogenese in der Re-

tina nach Laserkoagulation wurden die Antikörper anti-GFAP und anti-VEGF-A verwendet. 

Das Prinzip der immunhistochemischen Untersuchung ist es, einen Antikörper an ein bestimmtes 

Zellantigen in Form einer Primärreaktion zu binden, um es dann durch eine Sekundärreaktion 

sichtbar zu machen.  

Die beiden genannten polyklonalen Antikörper wurden vor der Färbung mit ihren jeweiligen Her-

stellerangaben und Publikationen verglichen und im Labor auf ihre Qualität und Eignung überprüft 

(93, 94, 103, 110). Problematisch beim Färben mit polyklonalen Antikörpern ist allerdings, dass 

sie für Kreuzreaktionen und falsch positive Färbungen anfällig sind, bedingt durch ihre Bindungs-

kapazität an verschiedene Epitope des Antigens (111). Eine weitere Schwierigkeit kann eine un-

spezifische Hintergrundfärbung durch die Sekundärantikörper sein (112, 113).  In der vorliegen-

den Arbeit ließ sich in der Färbung mit anti-VEGF-A lediglich eine Färbung der retinalen Außen-

segmente erkennen, denn auf den gefertigten Retinasagittalschnitten 15 Tage nach Laserkoagula-

tion war keine CNV oder eine Wundheilungsreaktion lokalisierbar.  

Für die Primärreaktion muss jedoch das Antigen vorhanden sein. Ein Verlust ist möglicherweise 

die Folge des Schneidens der in Paraffin eingebetteten Augen. Lambert et al. schlussfolgerten 

ebenfalls in ihrem angefertigten Protokoll, dass eine fehlende CNV auf histologischen Schnitten 

entweder durch eine zu hohe Laserenergie oder durch das Schneiden, hier mittels Kryostat, bedingt 

ist (114). In anderen Studien konnte bei gelaserten Tieren im Bereich der CNV ein intensives 

VEGF-A-Signal im subretinalen Raum, in der Choroidea, im RPE, in den Photorezeptoren sowie 

verteilt intraretinal nachgewiesen werden, keines jedoch in der peripheren Retina (103, 115, 116, 

117). Die Färbung mit anti-VEGF-A im CNV-Bereich gelang in diesen Studien jedoch mit einer 
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anderen Fixierung (Davidson-Lösung (103)) , einer anderen Einbettung (Kryotechnik, (115, 117)) 

oder Lasermikrodissektion (117). 

In Zukunft sollte daher das Färbeprotokoll optimiert werden. So könnte zunächst die Fixierung 

geändert werden, beispielsweise mittels 4%- PFA als Perfusionsfixierung oder mittels Davidson-

Lösung (118).  Ein Einbetten mittels Kryotechnik würde ferner Schrumpfungen des Gewebes und 

eine notwendige Antigendemaskierung vemeiden (113).  

Eine andere Möglichkeit wäre, den Fokus der geschlechtsspezifischen Untersuchung auf Gliazel-

len zu setzen, da eine reaktive Gliose bei einem retinalem Gewebsschaden einsetzt und  diese an 

der intraretinalen VEGF-A-Expression beteiligt sind (116, 119). In Wiederholungsexperimenten 

der Arbeitsgruppe wurde anti-VEGF-A daher durch Anti-Vimentin ersetzt (vergleiche die Ergeb-

nisse in Kapitel 9.3.2). 

9.2.4 Immunhistochemische Färbung der Flachpräparate 

Retinale und Choroidale Flachpräparate wurden 15 Tage nach Laserkoagulation gegen Iba1, 

P2YR12, Isolectin GS-IB4 sowie CD102 gefärbt, um die Verteilung residenter Mikroglia, die Mig-

ration zum Gewebeschaden und die Größe der entstandenen CNV geschlechtsspezifisch zu analy-

sieren. 

Zur Erhebung der Mikrogliadichte wurden auf den retinalen Flachpräparaten eine Aufnahme zent-

ral um den Sehnervkopf und vier Aufnahmen peripher jeweils pro Kleeblatt gefertigt, sodass eine 

Migration im Vergleich zur nicht-gelaserten Kontrolle untersucht werden konnte. Als Marker wur-

den hierbei die polyklonalen Antikörper anti-Iba1 und anti-P2YR12 verwendet, welche beide zu-

vor im Labor und anhand von Publikationen auf ihre Qualität und Eignung überprüft wurden (95, 

96, 97, 103, 104). Es wurde erstmals im Tiermodell der laserinduzierten CNV eine immunhisto-

chemische Färbung gegen P2YR12 auf Flachpräparaten zur Erhebung der Mikrogliadichte durch-

geführt. Dieser purinerge Rezeptor wird von Mikroglia-Zellen des Zentralen Nervensystems und 

der Retina exprimiert, wobei noch wenig über die Aktivierung in der Retina bekannt ist (120). Li 

et al. stellten in ihrer Studie bereits mittels immunhistochemischer Färbung und quantitativer real-

time PCR fest, dass die Expression von P2-Rezeptoren nach Laserkoagulation stimuliert wird und 

das diese 4 Tage nach Laserkoagulation am höchsten ist (120).   

Gerade zentral um den Sehnervenkopf gestaltete sich die immunhistochemische Färbung jedoch 

schwierig, bedingt durch die Anfälligkeit für Gewebeschäden und die Schichtdickengröße. So ließ 

sich in der Färbung mit anti-Iba1 eine unspezifische Färbung von Ganglienzellen und Zellen der 
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INL erkennen. Auch die Färbung mit anti-P2YR12 war unspezifisch und wies eine hohe Hinter-

grundfärbung auf. Insgesamt ergab sich ein zu geringer Umfang an Messdaten, bedingt durch den 

Verlust durch konfluierende Laserherde (s. Laserkoagulation), die Präparation und die Färbung.  

Li et al. untersuchten die Iba1- und P2YR12-Expression immunhistochemisch anhand von Ge-

frierschnitten und verwendeten hierfür primäre Antiköper anderer Hersteller in einer veränderten 

Verdünnung (120). 

Balser et al. ermittelten die Mikrogliadichte im Laserspot auf retinalen und choroidalen Flachprä-

paraten mittels anti-Iba1-Färbung 3 und 7 Tage nach Laserkoagulation. Genau wie bei Luckoff et 

al., welche ein Protokoll zur Färbung retinaler Flachpräparate mit anti-Iba1 verfassten, wurde das 

Gewebe insgesamt kürzer fixiert, über Nacht permeabilisiert und Antikörper von anderen Herstel-

lern verwendet. 

Für die zukünftige Quantifizierung der residenten Mikroglia auf retinalen Flachpräparaten sollte 

daher ebenfalls das Färbeprotokoll der vorliegenden Arbeit optimiert werden. Die Etablierung ge-

lang in der Arbeitsgruppe durch eine rasche Färbung nach Gewebeverarbeitung (Aufbewahrung 

in Methanol für maximal 2 Tage), Veränderung der Zusammensetzung des Blocking Buffers (10% 

Donkey Serum + 1% Triton-X-100) und Austausch in einen monoklonalen anti-Iba1-Antikörper. 

Ferner wurde nur eine repräsentative Aufnahme in der Peripherie der Retina gebildet.  

Auf den choroidalen Flachpräparaten wurde die induzierte CNV gegen Isolectin GS-IB4 und 

CD102 gefärbt und ihr Volumen geschlechtsspezifisch verglichen. Ferner wurde eine Quantifizie-

rung der P2YR12-positiven Zellen im subretinalen Raum um die CNV vorgenommen. Hierdurch 

sollte gezeigt werden, dass eine Migration und Akkumulierung von Mikroglia zum Gewebescha-

den erfolgt und dass diese sich geschlechtsspezifisch unterscheidet. Allerdings war hier die Fär-

bung mit anti-P2YR12 ebenso unspezifisch wie auf den retinalen Flachpräparaten. Die Lectin-

Färbung wurde bereits zahlreich durchgeführt und gelang auch in dieser Arbeit. Zusätzlich wurde 

versucht, die Größe des CNV-Volumens mittels Co-Färbung gegen CD102 zu untermauern. Diese 

Färbung gelang allerdings nicht. Erklären ließe sich dieses Ergebnis durch die Verwendung von 

monoklonalen Antikörpern, welche sehr anfällig für Epitopmodifikationen beispielsweise durch 

ein nicht kompatibles Fixiermedium sind (111, 118). Denkbar wäre daher der Austausch mit po-

lyklonalen Antikörpern.   

9.2.5 Experimentelles Design 

In der vorliegenden Arbeit wurden 8 Wochen alte C57/Bl6- Wildtyp-Mäuse gelasert, um die ent-

standene Pathologie 7 und 14 Tage später geschlechtsspezifisch zu untersuchen. 



 - 51 - 

6 - 8 Wochen alte Wildtyp-Mäuse sind am praktikabelsten für das Modell der laserinduzierten 

CNV (106, 114). Es ist jedoch gezeigt worden, dass ältere Mäuse eine größere CNV entwickeln 

als junge, eher gesunde Mäuse (106, 121, 122). Altersbezogene systemische Faktoren werden hier-

für verantwortlich gemacht, die bisher weder im Mausmodell noch in der humanen AMD voll-

ständig identifiziert wurden (122).  

Um einen größeren translationalen Ansatz zur Erforschung der Pathogenese der exsudativen AMD 

zu erzielen, wäre es daher in Zukunft sinnvoll, den Einfluss des Alters einzubeziehen und die Ge-

schlechtsspezifität systematisch an älteren Tieren zu untersuchen.  

Die Zeitpunkte 7 und 14 Tage sind im Tiermodell zur Untersuchung der induzierten CNV etabliert 

und praktikabel. In der Analyse von Li et al. wurde gezeigt, dass der jeweilige Peak der Expression 

von Iba1 und P2YR12 bei 4 Tagen nach Laserkoagulation liegt und nach 7 Tagen bereits deutlich 

reduziert ist (120). Vorhergehende Studien erwähnten ebenfalls diesen Zeitraum als deutlichste 

Aktivierung von inflammatorischen Zellen, insbesondere Mikrogliazellen (114, 123, 124). Es 

scheint daher, dass die Aktivität der inflammatorischen Zellen in diesem Tiermodell ab 7 Tage 

nach Verursachen des Gewebeschadens zurückgeht, bedingt durch die einsetzende Wundheilung 

des Traumas. Daher könnten frühere Untersuchungszeitpunkte innerhalb von 7 Tagen nach Setzen 

der Laserherde im Hinblick auf die geschlechtsspezifische Immunreaktion für zukünftige Studien 

wichtig sein. 

9.3 Diskussion der Ergebnisse 

9.3.1 Bildgebung der Pathologie 

In der vorliegenden Arbeit wurde im Tiermodell der laserinduzierten CNV erstmalig die Ge-

schlechtsspezifität anhand verschiedener bildgebender Module analysiert. Mit Ausnahme der hö-

heren Autofluoreszenz der Männchen in der BAF 7 Tage nach Laserkoagulation zeigte sich kein 

quantifizierbarer, geschlechtsspezifischer Unterschied der Pathologie. 

Die Autofluoreszenz (BAF) ist eine Technik zur Bewertung der retinalen Pigmentepithel- (RPE) 

und Photorezeptorfunktion. Ein erhöhter Autofluoreszenz-Wert kann auf eine Freisetzung von Li-

pofuszin und eine Störung des inneren/äußeren Photorezeptorensegments nach einer akuten Ver-

letzung sowie auf eine retinale Gliose bei verheilten Läsionen hinweisen (125). In Tiermodellen 

der retinalen Degeneration autofluoreszierten phagozytische Mikroglia in der in vivo Bildgebung 

(126, 127). Dabei schienen insbesondere diffuse Autofluoreszenz-Flecken, ähnlich wie in dieser 

Arbeit, durch akkumulierte Mikroglia im subretinalen Raum ausgelöst zu werden (128). Vorher-

gehende Studien zum Tiermodell der laserinduzierten CNV bestätigten an transgenen Mäusen, 
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welche Mikroglia-spezifische Fluoreszenzreporter exprimierten, dass Mikroglia nach der Laser-

koagulation zunächst zum Laserherd migrieren, vor allem in der inneren Schicht der Retina akti-

viert werden und sich anschließend wieder vom Laserbereich verteilen (104, 123). Darüber hinaus 

wurde eine Korrelation der Anzahl aktivierter Mikroglia mit der Veränderung des autofluoreszie-

renden Materials festgestellt (104). Denkbar ist daher, dass eine geschlechtsspezifische Aktivie-

rung von Mikroglia für die unterschiedliche Phagozytose von geschädigten Photorezeptoren und 

RPE ursächlich ist.  

In der OCT konnte in dieser Arbeit 7 und 14 Tage nach Laserkoagulation keine CNV-Läsion 

nachgewiesen werden, am ehesten bedingt durch methodische Fehler. Schnabolk et al. verglichen 

in ihrer Studie die Größe der CNV-Läsion in der OCT geschlechtsspezifisch. Allerdings stellten 

sie keinen Unterschied zwischen Männchen und Weibchen im alleinigen Modell der laserindu-

zierten CNV fest, jedoch bei einer zuvor induzierten systemischen Inflammation im Rahmen einer 

Arthritis (89). Hier wiesen Männchen eine deutliche kleinere CNV bei insgesamt reduzierter 

CNV-Größe auf (89). Schnabolk et al. machten die erhöhte Cxcl9-Expression hierfür verantwort-

lich, ein Ligand des Interferon-induzierbaren CXC-Chemokinrezeptors 3 (CXCR3) mit unter an-

derem angiostatischer Wirkung (89).  

Auch wenn die Änderung der Autofluoreszenz sowie die Ergebnisse aus anderen Studien gering-

fügig sind, liefern sie Hinweise auf geschlechtsspezifische Unterschiede in der Entzündungsreak-

tion. Diese gilt es pathophysiologisch auf molekularer Ebene weiter zu untersuchen.  

9.3.2 GFAP- und VEGF-A- Expression 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Expression von GFAP als Hinweis für eine reaktive Gliose 

von Astozyten sowie die VEGF-A- Expression erstmalig im Tiermodell der laserinduzierten CNV 

geschlechtsspezifisch untersucht.   

Immunhistologisch konnte in dieser Arbeit eine deutlichere Gliose bei den Männchen 15 Tage 

nach Laserkoagulation gezeigt werden. Bei den Männchen reichte die GFAP-Expression hierbei 

bis zur OPL mit einer Astrozytose und leichten Aktivierung der Müllerzellen. Bei den Weibchen 

war GFAP lediglich in der GCL der Retina exprimiert, was auf eine Astrozytose ohne Müller-

zellaktivierung schließen lässt.  

Eine Wiederholungsfärbung mit anti-GFAP und anti-Vimentin innerhalb der Arbeitsgruppe sollte 

methodische Limitationen dieser Arbeit beheben und den alleinigen Fokus auf die Reaktion von 

Gliazellen nach Laserkoagulation legen. Gegensätzlich zum Ergebnis dieser Arbeit zeigte sich eine 

leicht stärkere reaktive Gliose der Weibchen mit einer höheren GFAP-Expression nach 14 Tagen, 
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welche sich ebenfalls auf die Astrozyten beschränkte (Abbildung 13ab). Die Vimentin-Expression 

reichte von den inneren - bis zu den äußeren Retinaschichten der OPL und stellte daher die reaktive 

Gliose der Astrozyten und Müllerzellen sowie zusätzliche Zellen der OPL dar, welche morpholo-

gisch und bezüglich ihrer Lokalisation mit Mikroglia übereinstimmen könnten. Dieses Signal wies 

jedoch keinen geschlechtsspezifischen Unterschied auf (Abbildung 13ac).  

In der Wiederholungsfärbung konnte zusätzlich eine Aktivitätszunahme der Makroglia im Zeit-

verlauf bestätigt werden (Abbildung 13bc), womit diese langfristiger zu reagieren scheinen als 

Mikroglia mit einem Aktivitätspeak nach 4 Tagen im laserinduzierten CNV-Modell  (120, 123, 

124). Dieses Ergebnis korreliert mit der Aussage von Chen et al., nach dem die astrozytäre Reak-

tion nach der mikroglialen Reaktion auftritt und durch diese ausgelöst wird (129). Pekny et al. 

vermuten eine bidirektionale Beziehung zwischen der Aktivierung von Astrozyten und der Rek-

rutierung von Mikroglia und Monozyten (130). 

Geschlechtsspezifische Studien zu Astrozyten wurden bisher vor allem im Kontext neurologischer 

Erkrankungen produziert. Es konnte belegt werden, dass zerebrale Astrozyten in ihrer Proliferation 

durch Östrogene entzündungshemmend beeinflusst werden (131, 132), Östrogen- und Androgen-

Rezeptoren tragen und selbst Neurosteroide wie Östradiol, Progesteron und Testosteron syntheti-

sieren (131, 132, 133, 134). Astrozyten von neugeborenen Tieren, die mit Lipopolysaccharid 

(LPS) behandelt wurden, zeigten bei männlichen Astrozyten einen signifikant größeren Anstieg 

der Entzündungsmarker als bei weiblichen, was wiederum auf den entzündungshemmenden Ein-

fluss des Östrogens zurückgeführt wird (131, 135, 136). Ferner ist bekannt, dass die zerebrale 

GFAP-Expression zyklusabhängig variiert, sodass die weibliche Expression in der Follikelphase 

die männliche übersteigt (137, 138).  

Trotta et al. wiesen in ihrer ophthalmologischen Studie zur Bedeutung von Resolvin D1 (RvD1, 

ein entzündungshemmender Lipidmediator) in der alters- und geschlechtsabhängigen Retina eine 

stärkere Astrozyten – und Mikrogliaaktivierung sowie Neuroinflammation bei 24 Monate alten 

männlichen Mäusen im Vergleich zu alten Weibchen nach (139). In jüngeren Mäusen zeigte sich 

kein geschlechtsspezifischer Unterschied. Sie deuteten den stärker reduzierten RvD1-Spiegel in 

der Retina der alten Männchen als Ursache für den Unterschied (139). 

Zusammenfassend ist es daher wahrscheinlich, dass Astrozyten der Retina ebenfalls in ihrer in-

flammatorischen Reaktion durch Sexualsteroidhormone moduliert werden, wobei die GFAP-Ex-

pression bei Weibchen möglicherweise auch zyklusabhängig variieren kann. Eine geschlechtsspe-

zifische Aktivierung von Müllerzellen lässt sich bei konträren Ergebnissen und leichtem Signal 
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nicht klar abgrenzen. Komponenten wie Alter und die Kommunikation mit Mikroglia scheinen 

weitere geschlechtsspezifische Einflüsse zu besitzen.  

 

 

Abbildung 13. Wiederholungsexperiment der anti-GFAP-Vimentin-Färbung innerhalb der Arbeitsgruppe.   
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Es wurden n = 11 Tiere (n(W/M) = 5/6) zu den Zeitpunkten 7 und 14 Tage nach Laserkoagulation untersucht. Zwei 
Retinasagittalschnitte pro Tier wurden am Axio Imager M2 analysiert und hinsichtlich der Integrierten Dichte in Pixel 
ausgewertet. In a) sind repräsentative Bilder, Weibchen oben und Männchen unten sowie nach Zeitpunkten geordnet, 
für die anti-GFAP- (rot) und anti-Vimentin-Färbung (grün) dargestellt. Blau= DAPI-Färbung der Zellkerne. GFAP 
wurde vorwiegend in der GCL exprimiert. Vimentin ist in der GCL und OPL lokalisierbar mit Ausläufern von GCL 
bis OPL. b) Bei beiden Geschlechtern nahm die GFAP-Expression im Zeitverlauf zu, wobei diese bei den Weibchen 
zum Zeitpunkt 14 Tage deutlicher als bei den Männchen war. c) Die Vimentin-Expression nahm ebenfalls im Zeit-
verlauf zu, es zeigte sich hier jedoch kein geschlechtsspezifischer Unterschied. 2 way Anova, p * < 0,05, p *** < 
0,001. Quelle: Eigene Darstellung. 

GCL=Ganglienzellschicht, IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere Körnerschicht, OPL= äußere plexiforme 
Schicht, ONL= äußere Körnerschicht, OS= Außensegmente der Photorezeptoren. 20-fache Vergrößerung.  

 
9.3.3 Dichte der Mikroglia 

In dieser Arbeit konnte auf retinalen Flachpräparaten zwar eine Migration residenter Mikroglia 

zum Ort der Laserläsionen bestätigt werden, allerdings ließ sich zum untersuchten Zeitpunkt bei 

beiden anti-Iba1-P2YR12-Färbungen kein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Zelldichte 

feststellen. Ebenso ließ sich kein Unterschied auf den choroidalen Flachpräparaten um die indu-

zierte CNV beobachten. Aufgrund methodischer Limitationen (s. 9.2.4) sind die immunhistoche-

mischen Ergebnisse in dieser Arbeit zur Mikrogliadichte jedoch kritisch zu sehen. 

Trotta et al. wiesen in der physiologischen Retina alter Mäuse eine höhere Anzahl Iba1-positiver 

Zellen und Iba1-Proteinspiegel bei den Männchen im Vergleich zu den Weibchen auf (139). 

Nach Anpassung an die methodischen Fehler zeigte eine erneute Färbung mit anti-Iba1 innerhalb 

der Arbeitsgruppe eine höhere Zelldichte an ramifizierten Zellen bei den Männchen sowohl bei 

ungelaserten, als auch bei gelaserten Tieren (Abbildung 14ab). Es wurde spezifisch auf Lokalisa-

tion (IPL/OPL) und Morphologie der Mikroglia (ramifiziert/amöboid) untersucht. Der Anteil ra-

mifizierter Zellen nahm durch den Lasereinfluss bei beiden Geschlechtern in beiden Retinaschich-

ten ab, wohingegen die Anzahl amöboider Mikroglia in gleicher Weise zunahm, jedoch mit einer 

schnelleren und deutlicheren Aktivierung bei den Männchen (Abbildung 14a-d). Ungelaserte Tiere 

wiesen nur einen geringen Anteil amöboider Zellen auf und zeigten hier keinen geschlechtsspezi-

fischen Unterschied in der Zelldichte (Abbildung 14bd). Außerdem ließ sich feststellen, dass die 

Männchen unabhängig vom Lasereinfluss im Geschlechtervergleich ein größeres Soma und Weib-

chen längere Ausläufer aufwiesen (Abbildung 14ef).  
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Abbildung 14. Wiederholte anti-Iba1-Färbung und Analyse zeigt geschlechtsspezifische Mikrogliadichte und -mor-
phologie.  

Die Mikrogliadichte von naiven Kontrolltieren und gelaserten Tieren zum Zeitpunkt 7 und 14 Tage nach Laserkoa-
gulation wurde untersucht, hierbei wurden n=14 (n (W/M)= 7/7) Tiere für jeweils jede Gruppe  verwendet. Zusätz-
lich wurde nach Aktivierungsgrad (ramifiziert/amöboid), Lokalisation in der Retina (IPL/OPL) und Phänotyp 
(Soma/Ausläufer) differenziert.  a) In der inneren plexiformen Schicht sahen wir eine Abnahme ramifizierter 
Mikroglia bei gelaserten Tieren im Vergleich zur Kontrolle. Ferner zeigten Männchen in jeder Gruppe eine erhöhte 
Mikrogliadichte. b) In der untersuchten IPL wiesen gelaserte Tiere eine höhere Mikrogliadichte aktivierter amöboi-
der Zellen als naive Tiere auf. Hierbei zeigte sich eine deutlich höhere Anzahl bei Männchen unabhängig vom Zeit-
punkt nach Laserkoagulation. c) in der äußeren plexiformen Schicht konnten die gleichen Aussagen ermittelt wer-
den wie in der inneren plexiformen Schicht. Die OPL wies jedoch insgesamt eine geringerer Zelldichte auf als die 
IPL. d) Auch in der OPL konnte eine Aktivierung zur amöboiden Form von Mikrogliazellen nach Laserkoagulation 
bestätigt werden, bei Männchen jedoch ausgeprägter als bei Weibchen. e)  Phänotypisch wiesen Männchen unab-
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hängig von Behandlung und Zeitpunkt ein größeres Soma als Weibchen auf. f) Die Zellausläufer der Mikroglia wa-
ren hingegen in der Tendenz  bzw statistisch signifikant bei den Weibchen länger. 3 way Anova ,  p * < 0,05, p *** 
< 0,001. Quelle: Eigene Darstellung. 
 
9.3.4 Quantifizierung der CNV 

Das laserinduzierte CNV-Volumen, welches auf choroidalen Flatmounts mittels Isolectin-Färbung 

analysiert wurde, zeigte in dieser Arbeit keinen Unterschied in der Größenbildung zwischen 

Männchen und Weibchen zum untersuchten Zeitpunkt (15 Tage) und einem Tieralter von 8 Wo-

chen. 

Singh et al konnten in ihrem  2021 erschienenen Abstract ebenfalls sowohl bei 8-Wochen alten, 

als auch einjährigen C57BL6-Mäusen keine signifikante geschlechtsabhängige CNV-Bildung und 

-Heilung zu den Zeitpunkten 3 bis 28 Tage nach Laser nachweisen (140). In dieser Studie wurde 

jedoch statt eines Argonlasers ein Diodenlaser verwendet und das laserinduzierte CNV-Volumen 

mittels OCT quantifiziert. 

Zhu et al stellten in Ihrer Arbeit einen signifikanten Unterschied in der autofluoreszierenden CNV-

Fläche 14 Tage nach Laser auf choroidalen Flatmounts fest, sowohl bei jungen (8 Wochen) als 

auch bei älteren (16-20 Wochen) Mäusen. Weibchen entwickelten hier eine größere Fläche als 

Männchen, wobei ebenfalls ein Diodenlaser verwendet wurde(121). Beachtet werden sollte hier-

bei, dass die ausgemessene Fläche von der Choroidea-Schnittebene abhängig ist. Sie fanden au-

ßerdem heraus, dass die mRNA-Expression von angiogenen Cytokinen wie VEGF, PIGF, Ang2 

und iNOS bei gelaserten Weibchen unabhängig vom Alter im Vergleich zu Männchen höher ist 

und es auch bei ungelaserten älteren Kontrolltieren zu einem Geschlechtsunterschied kommt. 

Wie bereits unter den Abschnitten 9.2.5  und 9.3.1. erwähnt, gibt es weitere Hinweise auf eine 

Geschlechtsspezifität in einem höheren Lebensalter der Mäuse sowie im Falle von Komorbidität 

(89, 106). 

Hier gilt es Wiederholungsexperimente mit einer größeren Anzahl an Tieren sowie einer größeren 

Diversität, beispielsweise mit systemischen oder okulären Nebenerkrankungen und älteren Tieren, 

sowie andere Tiermodelle in Anlehnung der humanen Erkrankung, durchzuführen. Ferner sollten 

zur besseren Vergleichbarkeit der CNV standardisierte Protokolle eingehalten werden(86). 

9.4 Schlussfolgerung und Ausblick 

Diese Arbeit widmet sich der Untersuchung einer geschlechtsspezifischen Antwort von Mikrogli-

azellen in der Pathologie der laserinduzierten Choroidalen Neovaskularisation. Die Motivation 
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basiert auf der bisher inkonsistenten Studienlage zur Geschlechtsspezifität bei der neurodegenera-

tiven AMD bei bekannten geschlechtsspezifischen Unterschieden in neurodegenerativen Krank-

heiten wie unter anderem Alzheimer-Demenz und Parkinson. Die Arbeit stellt somit einen Beitrag 

zur Präzisionsmedizin dar. Mikroglia weisen als bedeutende Immuneffektorzellen des zentralen 

Nervensystems und der Retina mit geschlechtsspezifischen Unterschieden in Morphologie und 

Funktion vielversprechendes Potential auf. 

Zusammenfassend konnten in Folgearbeiten geschlechtsspezifische morphologische und funktio-

nelle Unterschiede in Mikroglia bestätigt werden. Männchen zeigten sich phänotypisch reaktiver 

und wiesen ein größeres Zellsoma auf. Ebenfalls wurden Hinweise auf Differenzen in der Expres-

sion von GFAP gefunden, die mit gesteigerter Gliose bei Weibchen zum Zellschutz in Verbindung 

stehen. Männchen wiesen eine vermehrte Fundusautofluoreszenz als Zeichen für eine gesteigerte 

Phagozytose auf. Jedoch ergaben die weitere Bildgebung in vivo und immunhistochemische Un-

tersuchungen der CNV ex vivo keine Anzeichen für geschlechtsspezifische Unterschiede in der 

Pathologie, was mit der bisherigen Studienlage kohärent ist. Diese Arbeit bestätigt grundlagenme-

thodisch erstmals, dass es keine geschlechtsspezifischen Unterschiede im Wundheilungsmecha-

nismus der laserinduzierten CNV zu geben scheint. 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Einblicke spornen dazu an, die Immunantwort und Neuroinflam-

mation der CNV bzw. exsudativen AMD genauer zu erforschen. Die Integration des Alters oder 

die Erwägung eines anderen CNV-Modells könnten in zukünftigen tierexperimentellen Ansätzen 

dazu beitragen, eine nähere Anlehnung an die humane CNV und die Pathogenese der exsudativen 

AMD zu erzielen. Schließlich besteht weiterer Forschungsbedarf in Bezug auf übergeordnete Re-

gulationsmechanismen von Gliazellen, einschließlich der gonadalen und der hormonellen Achse 

sowie der interzellulären Kommunikation, um ein umfassendes Verständnis von ihrem Beitrag 

zum Krankheitsprozess zu erreichen. 
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