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Zusammenfassung 

Ziel im ersten Teil meiner Doktorarbeit war es, den Erfolg einer adeno-assoziierten (AAV)-

gestützten Genadditionstherapie im Rahmen einer retinalen Ischämiesituation im Mausmo-

dell hinsichtlich histomorphologischer Veränderungen der Retina zu untersuchen. Eine ge-

kürzte und funktionell optimierte Version des Komplementmodulators Komplementfaktor H 

sollte durch intravitreale Injektion lokal in der Retina über ein AAV-Vektorsystem überexpri-

miert werden und eine Rebalancierung der überschießenden Komplementantwort infolge der 

Läsion bewirken. Die Limitierung der exogenen Proteinproduktion auf Müllerzellen hatte eine 

einfachere Applikation, eine effektive Sekretion des Zielproteins miniFH und eine Schonung 

der sensiblen Neuronen zum Ziel.  

Zu diesem Zweck wurden Mausaugen 3 und 14 Tage nach Läsion/ Injektion untersucht. Es 

kamen morphometrische Analysen der Kernzahlen und Schichtdicken der Retina in Kombi-

nation mit Zelltodanalysen via TUNEL-Assay zum Einsatz. Immunhistochemische Färbungen 

gestatteten Einblicke in die Verteilung von Komplementfaktoren innerhalb der Retina und in 

das Ausmaß der Müllerzellgliose. Durch immunhistochemische Anfärbbarkeit des Aktivie-

rungsmarkers CD68 waren Rückschlüsse auf den Aktivierungszustand von Mikroglia mög-

lich.  

Über die Färbung gegen den EGFP-Reporter konnte zunächst eine sichere Transduktion von 

Müllerzellen bestätigt werden, welche über ihre einzigartige Morphologie identifiziert werden 

konnten. 

Hinsichtlich der Stress-/Inflammationsmarker GFAP und CD68 zeichnete sich eine ausge-

prägte Stresssituation mit starker Gliose bzw. Immunreaktion infolge der Läsion ab. Während 

der Mikroglia-Aktivierungsmarker CD68 nach 14 Tagen einen deutlichen Rückgang der Im-

munantwort anzeigte und einen signifikanten Vorteil für die miniFH-Behandlung offenbarte, 

blieben die GFAP-Level auch nach 14 Tagen hoch und geben Raum für Diskussionen über 

mögliche Kontaminationen oder immunologische Reaktionen auf den viralen Vektor oder 

aber eine Müllerzellgliose unabhängig von der Komplementhomöostase. 

Durch immunhistochemische Färbungen gegen die Komplementfaktoren C3/C3d und CFH 

konnte ich Veränderungen der qualitativen und quantitativen Verteilung dieser Komplement-

faktoren nach der Läsion und Therapie beschreiben. Die C3-Spaltprodukte, welche sich in 

meiner C3d-Färbung anfärben ließen, zeigten Überlappungen mit den Signalen für den Mül-

lerzellmarker GFAP und schienen in deren Endfüßen zu akkumulieren. Ihr Immunfluores-

zenzsignal stieg postischämisch an und ebbte nach 14 Tagen wieder ab, wobei sich Hinwei-

se auf geringere Ablagerungen in den miniFH-Behandlungsgruppen abzeichneten. Ich beo-

bachtete die Co-Lokalisation von Komplementfaktor H und Mikroglia, wobei zum jetzigen 

Zeitpunkt noch keine Aussagen zu den molekularen Vorgängen der Interaktion gemacht 
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werden können oder sicher ausgeschlossen werden kann, dass es sich nicht auch um 

mauseigenen Komplementfaktor H handeln könnte. 

Ein TUNEL-Assay kam zum Einsatz, um das Ausmaß von Apoptose bzw. Zelltod 3 und 14 

Tage nach Läsion/ Injektion zu untersuchen. Hier zeigten sich nach 3 Tagen noch sehr aktive 

Entzündungsvorgänge mit hohen Apoptoseraten, die erst nach 14 Tagen abklangen und 

leichte Vorteile der Therapie mit miniFH anzeigten.  

In der Konsequenz der noch lange aktiven Apoptosevorgänge zeigten sich die Vorteile einer 

Behandlung mit miniFH hinsichtlich retinaler Integrität insbesondere nach 14 Tagen. Mor-

phometrische Analysen offenbarten einen starken Zellverlust infolge der Ischämieperiode für 

DAPI-positive Zellkerne im Allgemeinen sowie speziell für Ganglienzellen und Amakrinzellen. 

Für alle untersuchten Zellarten zeigte sich zum 14-Tages-Zeitpunkt eine Tendenz zur Überle-

genheit der Behandlung mit miniFH – teils in verbessertem relativem Zellüberleben nach 14 

Tagen, aber insbesondere in weniger ausgeprägtem Zellverlust zwischen den beiden Analy-

sezeitpunkten im Vergleich zur untersuchten Kontrollgruppe. Ähnliche Beobachtungen konn-

te ich auch in der Vermessung der Schichtdicken der plexiformen Schichten der Retina ma-

chen. 

Es lässt sich festhalten, dass die Therapie mit miniFH in den meisten Analysen keinen signi-

fikanten Therapieerfolg erzielen konnte, jedoch vielversprechende und untereinander konsis-

tente Tendenzen zu beobachten waren. 

In dieser Arbeit konnte daher die erfolgreiche Etablierung eines AAV-vermittelten Überex-

pressionssystems für einen Komplementmodulator auf histologischer Ebene beschrieben 

werden, welches die effektive und spezifische Transduktion von Müllerzellen erlaubt und die 

Akkumulation von C3-Spaltprodukten reduziert. Die miniFH-Genadditionstherapie resultierte 

in verbessertem Zellüberleben und geringerer Mikroglia-Aktivierung im akuten und relativ 

schweren Degenerationsmodell retinaler Ischämie/ Reperfusion.  

Der Einsatz im Ischämie-/ Reperfusionsmodell spiegelt nur eingeschränkt den angedachten 

Einsatzbereich der Therapie wider. In Zukunft wäre eine weitere Evaluation des Effekts in 

Modellen sinnvoll, die eine langsame Progression eines Krankheitsverlaufs simulieren, wobei 

die AAV-Applikation idealerweise frühzeitig vor der Manifestation ausgeprägter retinaler De-

generation erfolgen sollte. Weitere Ansatzpunkte zur Optimierung wären beispielsweise die 

weitere Anpassung des AAV-Vektors hinsichtlich Effektivität der Müllerzelltransduktion oder 

die Adaptation der miniFH-Zusammensetzung. Insbesondere eventuelle Manipulationen 

durch das myc-Tag und seine Detektierbarkeit sollten optimiert werden. Das Degenerations-

ausmaß könnte ERG-gestützt quantifiziert und Therapieeffekte feiner differenziert werden, da 

bekannt ist, dass Funktionseinschränkungen lange vor dem eigentlichen Verlust der entspre-
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chenden Zelltypen darstellbar sind. Die limitierte Übertragbarkeit der Ergebnisse vom Maus-

modell auf den Menschen sollte zudem ins Auge gefasst werden.  

Die Daten dieses Projektteils meiner Dissertation sind als zentrales Kernstück zur Validie-

rung des in vivo Therapieeffekts der miniFH-Überexpression in folgendem Manuskript publi-

ziert: 

Biber J, Jabri Y, Glänzer S, Dort A, Hoffelner P, Schmidt CQ, Bludau O, Pauly D, Grosche A. 

Gliosis-dependent expression of complement factor H truncated variants attenuates retinal 

neurodegeneration following ischemic injury. J Neuroinflammation. 2024;21(1):56. doi: 

10.1186/s12974-024-03045-3. PMID: 38388518 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Phänotyp eines ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-

Mausmodells charakterisiert, welcher die retinale Manifestation eines Morbus Stargardt si-

mulieren sollte. Da für den RDH8-/--Single-Knockout keine strukturelle Degeneration bekannt 

war, wurden Tiere dieses Genotyps als Vergleich zugrunde gelegt. Die Charakterisierung 

erfolgte anhand der Merkmale der Autofluoreszenz des retinalen Pigmentepithels, der 

Mikroglia-Aktivierung und struktureller retinaler Integrität im Alter von 4 und 9 Monaten.  

Im Alter von 4 Monaten war in keinem der untersuchten Parameter ein signifikanter Unter-

schied zwischen beiden Genotypen zu verzeichnen. In der Messung der RPE-

Autofluoreszenz zeigten sich mit der Zeit zunehmende Ablagerungen autofluoreszenten Li-

pofuszins, was auch ein typisches Charakteristikum des Morbus Stargardt ist. Die Autofluo-

reszenzwerte korrelierten positiv mit der Stärke der Lichtexposition und waren bei ABCA4-/- 

RDH8-/--Doppel-Knockout-Mäusen jeweils signifikant höher als bei den Referenztieren.  

Hinsichtlich des Zustandes der Mikroglia wiesen beide Genotypen im zeitlichen Verlauf Zei-

chen verstärkter Aktivierung auf, welche sich insgesamt weniger in höheren Zellzahlen, son-

dern eher in morphologischen Veränderungen der Mikroglia manifestierte. Mikroglia gingen 

dabei in eine aktivere Form mit größerem Soma und kürzeren Fortsätzen über. Vermehrte 

Lichtexposition war nur bei RDH8-/--Mäusen mit signifikant steigender Zellzahl und einer sig-

nifikanten Veränderung der Mikroglia-Morphologie in die beschriebene Richtung vergesell-

schaftet. Nach Differenzierung hinsichtlich verschiedener haltungsbedingter Lichtbedingun-

gen wurde offenkundig, dass bei ABCA4-/- RDH8-/--Mäusen Mikroglia mit signifikant aktiverer 

Morphologie als bei RDH8-/--Mäusen nur unter niedrigerer Lichtexposition vorkommen. 

Hinsichtlich struktureller Integrität zeigten die ABCA4-/- RDH8-/--Mäuse im direkten Vergleich 

zwar meistens dezent geringere Zellzahlen und Schichtdicken der plexiformen Schichten als 

RDH8-/--Mäuse, die Unterschiede waren jedoch bis auf wenige Ausnahmen nicht signifikant. 

Insgesamt hielt sich die Anzahl an DAPI+ Zellkernen sehr stabil im zeitlichen Verlauf, bei 

beiden Genotypen waren hier keine starken Degenerationen zu beobachten. Auch nach Dif-
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ferenzierung hinsichtlich der Lichtbedingungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den verschiedenen Genotypen. Ein Zusammenhang zwischen Lichtexposition und 

Degenerationsausmaß konnte auf Ebene struktureller retinaler Integrität ebenfalls nicht beo-

bachtet werden. Nach lokaler Differenzierung zwischen superior und inferior des Nervus op-

ticus gelegenen Retinaabschnitten zeigten sich grundsätzlich sehr vergleichbare Kernzahlen 

und Schichtdicken innerhalb eines Genotyps. In den inferioren Abschnitten waren jedoch 

gering niedrigere Zellzahlen in der äußeren Körnerschicht und eine etwas dünnere innere 

plexiforme Schicht für ABCA4-/- RDH8-/--Mäuse als für RDH8-/--Mäuse zu verzeichnen. 

Die bei Maeda et al. (2008) beschriebenen Veränderungen an der zentralen Retina der 

Knockoutmäuse konnten in den meisten Gesichtspunkten nicht bestätigt werden. Das Dege-

nerationsausmaß stellte sich in den vorliegenden Auswertungen deutlich geringer dar. Wäh-

rend sich im Alter von 4 Monaten kaum Unterschiede zwischen den ABCA4-/- RDH8-/--

Doppel-Knockout-Mäusen und den zum Vergleich untersuchten RDH8-/--Single-Knockout-

Mäusen nachweisen ließen, stellte sich ein gewisses, wenn auch eher mildes Degenerati-

onsausmaß im erweiterten Beobachtungszeitraum nach 9 Monaten dar. Einige Unterschiede 

manifestierten sich erst nach Differenzierung zwischen verschiedenen Lichtbedingungen 

oder genauerer Eingrenzung des untersuchten Retinaabschnittes. Bei beiden Genotypen 

kam es zum erwarteten deutlichen Anstieg der Autofluoreszenz im RPE sowie zur morpholo-

gischen Veränderung der Mikroglia. Hinsichtlich retinaler Integrität konnten jedoch kaum Un-

terschiede zum Vergleichsgenotyp gesichert werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

das vorbeschriebene Degenerationsausmaß auf eine Inzucht-Crbrd8-Mutation im C57BL/6N-

Mausstamm zurückzuführen ist, der in den Arbeiten von Maeda et al. untersucht wurde. Auf-

grund des nur geringen Degenerationsausmaßes bei den Mäusen mit C57BL/6J-

Hintergrund, welche in meiner Arbeit zum Einsatz kamen, kann dieses Mausmodell nicht für 

die Untersuchung des oben beschriebenen Genadditionstherapieansatzes eingesetzt wer-

den.  

Zukünftige Projekte sollten daher den vorgestellten Therapieansatz weiterentwickeln und 

sein Potential in anderen Modellen weiter evaluieren, die Progression verschiedenster er-

blich bedingter oder multifaktorieller retinaler Erkrankungen zu verlangsamen, die mit Kom-

plementaktivierung vergesellschaftet sind. 
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Abstract 

The aim of the first part of my doctoral thesis was to investigate the success of an adeno-

associated virus (AAV)-based gene addition therapy in a mouse model of retinal ischemia 

with focus on histomorphological changes in the retina. A shortened and functionally opti-

mized version of the complement modulator complement factor H was intended to be locally 

overexpressed in the retina via an AAV vector system through intravitreal injection, with the 

aim of rebalancing the excessive complement response triggered by the lesion. Limiting the 

exogenous protein production to Müller cells was intended to simplify the application, ensure 

effective secretion of the target protein miniFH, and protect the sensitive neurons. 

For this purpose, mouse eyes were examined 3 and 14 days after lesion/ injection. Morpho-

metric analyses of retinal cell nuclei counts and layer thicknesses were combined with cell 

death analyses via TUNEL assay. Immunohistochemical staining provided insights into the 

distribution of complement factors within the retina and the extent of Müller cell gliosis. 

Through immunohistochemical staining of the activation marker CD68, it was possible to as-

sess the activation status of microglia. 

The staining for the EGFP reporter confirmed a successful transduction of Müller cells, which 

could be identified by their unique morphology.  

Regarding the stress/ inflammation markers GFAP and CD68, a pronounced stress situation 

with strong gliosis and immune response following the lesion was observed. While the mi-

croglia activation marker CD68 showed a marked decrease in the immune response after 14 

days, revealing a significant benefit for the miniFH treatment, GFAP levels remained high 

even after 14 days, raising questions about possible contamination, immunological reactions 

to the viral vector, or Müller cell gliosis independent of complement homeostasis. 

Immunohistochemical staining for complement factors C3/C3d and CFH allowed me to de-

scribe changes in the qualitative and quantitative distribution of these complement factors 

following the lesion and therapy. The C3 cleavage products, which were stained by my C3d 

staining, overlapped with signals for the Müller cell marker GFAP and appeared to accumu-

late in their end feet. Their immunofluorescence signal increased following ischemia and 

subsided again after 14 days, with indications of lower deposits in the miniFH treated groups. 

I observed the co-localization of complement factor H and microglia, but at this stage, no 

definitive statements can be made about the molecular processes of this interaction, nor can 

it be definitively excluded that it might be endogenous mouse complement factor H. 

A TUNEL assay was employed to examine the extent of apoptosis or cell death 3 and 14 

days after lesion/ injection. After 3 days, highly active inflammatory processes with high 
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apoptosis rates were observed, which only subsided after 14 days and indicated slight ad-

vantages of miniFH therapy. 

Consequently, the advantages of miniFH treatment in terms of retinal integrity were particu-

larly evident after 14 days due to the still active apoptosis processes. Morphometric analyses 

revealed a significant cell loss following the ischemic period, both in terms of overall DAPI-

positive cell nuclei and specifically for ganglion cells and amacrine cells. For all cell types 

examined, a trend toward the superiority of miniFH treatment was evident at the 14-day time 

point—partly in improved relative cell survival after 14 days, but particularly in less pro-

nounced cell loss between the two analysis time points compared to the control group. Simi-

lar observations were made in the measurement of the thicknesses of the retinal plexiform 

layers. 

In summary, while the miniFH therapy did not achieve significant therapeutic success in most 

analyses, promising and consistent trends were observed. 

Thus, this work describes the successful establishment of an AAV-mediated overexpression 

system for a complement modulator at the histological level, which allows for effective and 

specific transduction of Müller cells and reduces the accumulation of C3 cleavage products. 

The miniFH gene addition therapy resulted in improved cell survival and reduced microglial 

activation in the acute and relatively severe degeneration model of retinal ischemia/ reperfu-

sion. 

The use of this ischemia/ reperfusion model only partially reflects the intended application of 

the therapy. In the future, further evaluation of the effect in models that simulate a slow pro-

gression of disease would be beneficial, ideally with early AAV application before the mani-

festation of pronounced retinal degeneration. Further optimization approaches could include 

the enhancement of the AAV vector's effectiveness for Müller cell transduction or the adapta-

tion of the miniFH composition. Specifically, potential manipulations of the myc-tag and its 

detectability should be optimized. The extent of degeneration could be quantified with ERG 

support, allowing for finer differentiation of therapeutic effects, as it is known that functional 

impairments can be detected long before the actual loss of the corresponding cell types. The 

limited transferability of the results from the mouse model to humans should also be taken 

into consideration. 

The data from this part of my dissertation serve as a central core piece for the validation of 

the in vivo therapeutic effect of miniFH overexpression and are published in the following 

manuscript:  
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Biber J, Jabri Y, Glänzer S, Dort A, Hoffelner P, Schmidt CQ, Bludau O, Pauly D, Grosche A. 

Gliosis-dependent expression of complement factor H truncated variants attenuates retinal 

neurodegeneration following ischemic injury. J Neuroinflammation. 2024;21(1):56. doi: 

10.1186/s12974-024-03045-3. PMID: 38388518 

In the second part of the thesis, the phenotype of an ABCA4-/- RDH8-/- double knockout 

mouse model was characterized, which was intended to simulate the retinal manifestation of 

Stargardt disease. Since no structural degeneration was known for the RDH8-/- single knock-

out, animals of this genotype were used as a comparison. The characterization was based 

on the autofluorescence of the retinal pigment epithelium, microglia activation, and structural 

retinal integrity at 4 and 9 months of age. 

At 4 months of age, no significant differences between the two genotypes were observed in 

any of the examined parameters. The measurement of RPE autofluorescence revealed in-

creasing deposits of autofluorescent lipofuscin over time, which is also a typical characteristic 

of Stargardt disease. The autofluorescence values correlated positively with the intensity of 

light exposure and were significantly higher in ABCA4-/- RDH8-/- double knockout mice than in 

the reference animals. 

In terms of the microglia state, both genotypes showed signs of increased activation over 

time, manifesting more in morphological changes of the microglia than in higher cell num-

bers. Microglia transitioned into a more active form with larger somas and shorter processes. 

Increased light exposure was associated with significantly increasing cell numbers and a 

significant change in microglia morphology exclusively in RDH8-/- mice. After differentiating 

based on different housing light conditions, it became apparent that in ABCA4-/- RDH8-/- mice, 

microglia with significantly more active morphology compared to RDH8-/- mice were found 

only under lower light exposure. 

Regarding structural integrity, ABCA4-/- RDH8-/- mice generally showed slightly lower cell 

counts and plexiform layer thicknesses compared to RDH8-/- mice, but these differences 

were not significant, with a few exceptions. Overall, the number of DAPI+ nuclei remained 

stable over time, with no significant degeneration observed in either genotype. No significant 

differences between the genotypes were found after differentiating based on light exposure. 

A connection between light exposure and the extent of degeneration could not be observed 

at the level of structural retinal integrity either. After local differentiation between the superior 

and inferior sections of the retina relative to the optic nerve, very comparable cell counts and 

layer thicknesses were observed within each genotype, although in the inferior sections, 

ABCA4-/- RDH8-/- mice displayed slightly lower cell numbers in the outer nuclear layer and a 

slightly thinner inner plexiform layer compared to RDH8-/- mice. 
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The changes in the central retina of these knockout mice described by Maeda et al. (2008) 

could not be confirmed in most aspects; the extent of degeneration was significantly lower in 

my analyses. At the 4-month time point, merely few differences could be detected between 

ABCA4-/- RDH8-/- double knockout mice and RDH8-/- single knockout mice; however, a mild 

degree of degeneration became apparent during the extended observation period of 9 

months. Some differences only manifested after differentiating between the light conditions or 

after more precise localization of the examined retinal section. In both genotypes, the ex-

pected significant increase in RPE autofluorescence and the morphological changes in mi-

croglia occurred. But few differences could be confirmed regarding retinal integrity compared 

to the reference genotype. The results suggest that the previously described degree of de-

generation is due to an inbred Crbrd8 mutation in the C57BL/6N mouse strain used in the 

studies by Maeda et al. Due to the only mild degree of degeneration in the mice with a 

C57BL/6J background used in my work, this mouse model cannot be used for the investiga-

tion of the aforementioned gene addition therapy approach. 

Future projects should continue to develop the presented therapy approach and evaluate its 

potential in other models to slow the progression of various inherited or multifactorial retinal 

diseases associated with complement activation. 
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1 Einleitung 

1.1 Anatomie der Retina 

Die Retina (Netzhaut) stellt den zentralen lichtwahrnehmenden Teil des Auges dar, mit dem 

der Mensch seine Umwelt wie mit keinem anderen Organ wahrnehmen kann. Sie kleidet den 

Augapfel von innen aus und lässt sich in zwei Bereiche unterteilen, die an der Ora serrata 

ineinander übergehen: Die Pars caeca, die nur das Pigmentepithel enthält und sich dem Zili-

arkörper und der Irisrückseite anlegt, und die Pars optica, die den eigentlichen lichtsensitiven 

Teil der Retina darstellt und neben dem Pigmentepithel die neuronalen Strukturen enthält, 

über die optische Signale in elektrische Impulse umgewandelt werden können (Trepel, 

2017). In der Pars optica können wiederum zwei Schichten voneinander abgegrenzt werden. 

Diese sind das Stratum pigmentosum und das Stratum nervosum (Trepel, 2017). 

1.1.1 Stratum pigmentosum 

Das Pigmentepithel (Stratum pigmentosum) ist eine einzellige Epithelschicht, die die Reti-

na von der Aderhaut (Choroidea) trennt (Trepel, 2017) (Abbildung 1). Es enthält eine Reihe 

verschiedener Pigmente wie Melanin, die die durch die Linse auf die zentrale Netzhaut kon-

zentrierte Lichtenergie absorbieren und die Photorezeptoren vor Photooxidation und folgen-

der oxidativer Schädigung schützen (Strauss, 2005). Im Laufe des Lebens kommt es zur 

Akkumulation von Lipofuszin im retinalen Pigmentepithel, was zunächst im Rahmen von wei-

terer Lichtabsorption von Nutzen sein könnte, im Verlauf aber toxische Konzentrationen er-

reicht (Strauss, 2005). Das Lipofuszin in RPE-Zellen unterscheidet sich von jenem in ande-

ren Körperzellen, da es zum Großteil aus chemisch modifizierten Rückständen von inkom-

plett verdauten Photorezeptoraußensegmenten besteht (Kennedy et al., 1995). Das Pig-

mentepithel versorgt die Sinneszellschichten durch seinen Kontakt mit den choroidalen Blut-

gefäßen mit Metaboliten, phagozytiert abgestoßene Außensegmente von Photorezeptoren, 

damit diese ihre Funktion erhalten können, und nimmt eine wichtige Rolle in der Wiederher-

stellung von 11-cis-Retinal ein (Strauss, 2005). Photorezeptoren sind nicht in der Lage, das 

nach Lichteinfall entstehende all-trans-Retinal zurück in 11-cis-Retinal zu reisomerisieren, 

sodass die Isomere des Retinals unter ständigem Austausch zwischen Photorezeptoren und 

Pigmentepithel stehen, wo im Rahmen des visuellen Zyklus 11-cis-Retinal regeneriert und 

den Photorezeptoren für die folgenden Sehvorgänge wieder zur Verfügung gestellt werden 

kann (Strauss, 2005). Obwohl bekannt ist, dass Zapfenzellen aufgrund ihres hohen Stoff-

wechsels bei Tageslicht-Sehen für die Regeneration ihrer Chromophore zusätzlich auf einen 

alternativen, Müllerzell-assoziierten Weg zurückgreifen können (Wang & Kefalov, 2011),  legt 

eine aktuelle Arbeit nahe, dass eine einwandfreie Zapfenfunktion trotz dessen maßgeblich 

von einer ordnungsmäßen Funktion des visuellen Zyklus im Pigmentepithel abhängig ist 

(Bassetto et al., 2024). Mit seiner basolateralen Membran liegt es an der Bruchmembran an, 
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wo es den inneren Teil der Blut-Retina-Schranke formt, die wesentlich zum Erhalt des Im-

munprivilegs der Retina beiträgt (Trepel, 2017). Eine Dysfunktion des RPE trägt zu verschie-

denen retinalen Erkrankungen wie diabetischer Retinopathie oder altersbedingter Makulade-

generation (AMD) bei (Ljubimov et al., 1996), (Booij et al., 2010). 

1.1.2 Stratum nervosum 

1.1.2.1 Aufbau und neuronale Verschaltung 

Das Stratum nervosum liegt der apikalen Seite des Pigmentepithels innen an und enthält die 

Neuronen der Retina sowie Gliazellen (Trepel, 2017). Diese etwa 200 µm dicke Schicht kann 

in neun weitere Schichten unterteilt werden (Abbildung 1), von denen drei die Zellkörper der 

retinalen Zellen enthalten und die restlichen sechs die Fortsätze dieser Zellen beherbergen 

(Trepel, 2017). Von außen nach innen folgen zunächst die Photorezeptorschicht (Stratum 

segmentorum externorum et internorum), das die Innen- und Außensegmente der Pho-

torezeptoren beinhaltet, in welchen die Lichtrezeption stattfindet, die äußere Gliagrenz-

membran (Stratum limitans externum) aus den Fortsätzen der Gliazellen und die äußere 

Körnerschicht (Stratum nucleare externum), die die Perikaryen der Sinneszellen enthält, 

aufeinander (Trepel, 2017). Als lichtwahrnehmende Sinneszellen (Photorezeptoren) werden 

die hell-dunkel-wahrnehmenden Stäbchenzellen und die farbwahrnehmenden Zapfenzellen 

subsumiert. Nach innen folgt die äußere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme exter-

num), in der die Synapsen zwischen den Axonen der Photorezeptoren und den Dendriten 

der bipolaren Zellen verortet sind. Hier erfolgt die synaptische Übertragung des visuellen 

Impulses vom ersten auf das zweite Neuron der Sehbahn (Trepel, 2017).  Es schließen sich 

die innere Körnerschicht (Stratum nucleare internum) mit den Perikaryen der bipolaren 

Zellen, der Müllerzellen, Horizontalzellen und der Amakrinzellen an, gefolgt von der inneren 

plexiformen Schicht (Stratum plexiforme internum), in der die synaptische Verschaltung 

vom zweiten Neuron der Sehbahn, den bipolaren Zellen, auf das dritte, die Ganglienzellen, 

stattfindet (Trepel, 2017). Ihre Zellkörper finden sich in der nach innen angrenzenden Gang-

lienzellschicht (Stratum ganglionicum), ihre noch marklosen Axone formen die Nervenfa-

serschicht (Stratum neurofibrarum), die außerdem die großen Blutgefäße der Netzhaut 

enthält (Trepel, 2017). Den Abschluss zum Glaskörper bildet die innere Gliagrenzmembran 

(Stratum limitans internum), die aus den Fortsätzen der Müllerzellen besteht (Trepel, 

2017). Die Perikaryen der retinalen Zellen sind lichtmikroskopisch als drei Banden zu erken-

nen (Trepel, 2017).  

In der Retina befinden sich damit die ersten drei Neurone der Sehbahn. Die Stäbchen und 

Zapfen sind lichtwahrnehmende Sinneszellen und stellen das erste Neuron dar. Die mensch-

liche Retina enthält etwa 20-mal mehr Stäbchen als Zapfen, wobei sich die Stäbchen haupt-

sächlich in der Peripherie der Netzhaut befinden, während sich die Zapfen in der Fovea 

centralis konzentrieren (Trepel, 2017). Aufgrund des inversen Aufbaus der Retina müssen 
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eintreffende Lichtreize alle Schichten durchdringen, ehe sie in den Außensegmenten der 

Photorezeptorzellen registriert werden können (Trepel, 2017). Beide Photorezeptortypen 

wandeln die wahrgenommenen optischen Signale mit Hilfe von Opsinen in chemische um 

und leiten diese Information über Synapsen mit Bipolarzellen weiter, welche wiederum auf 

die Ganglienzellen verschalten (Trepel, 2017). Ganglienzellen sind die Output-Neurone der 

Retina (Trepel, 2017). Ihre Axone ziehen schließlich zur Sehnervenpapille, wo sie sich zum 

Sehnerven (Nervus opticus) bündeln (Trepel, 2017). Zur Kontrastverstärkung tragen ver-

schiedene Typen von Interneuronen wie Amakrinzellen und Horizontalzellen durch komplexe 

Verschaltung bereits innerhalb der Netzhaut bei (Trepel, 2017). 

 

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Netzhaut. ILM: Innere Gliagrenzmembran. NFS: Nervenfaserschicht. 
GZS: Ganglienzellschicht. IPS: innere plexiforme Schicht. IKS: innere Körnerschicht. ÄPS: äußere plexiforme 
Schicht. ÄKS: äußere Körnerschicht. ELM: äußere Gliagrenzmembran. PRS: Photorezeptorschicht. BG: Blutge-
fäß. G: Ganglienzelle. PZ: Perizyt. A: Astrozyt. AZ: Amakrinzelle. MG: Mikroglia. HZ: Horizontalzelle. M: Müllerzel-
le. B: Bipolarzelle. P: Photorezeptorzelle. RPE: retinales Pigmentepithel. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. 
Dr. rer. nat. Antje Grosche. 

Als rezeptives Feld bezeichnet man einen Bereich der Netzhaut, der Einfluss auf den Erre-

gungszustand einer bestimmten Ganglienzelle hat (Kipp, 2017). Die Größe rezeptiver Felder 

in der Netzhaut variiert stark. Im Großteil der Retina konvergiert das Signal mehrerer Pho-

torezeptorzellen letzten Endes auf nur eine Ganglienzelle, die rezeptiven Felder sind also 

vergleichsweise groß und zur Peripherie hin in ihrer Größe zunehmend (Kipp, 2017). An der 

Fovea centralis, der Stelle des schärfsten Sehens, hingegen ist die Retina zur Perfektion der 

Lichtwahrnehmung ausgedünnt, indem alle Strukturen, die nicht unmittelbar der Reizrezepti-

on dienen, was also die inneren Retinaschichten betrifft, zur Seite verlegt sind (Trepel, 2017) 
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(Abbildung 2). Es finden sich an Photorezeptoren nur Zapfenzellen, keine Stäbchen. Hier 

gibt es im Sinne maximaler Reizauflösung keine Signalkonvergenz, sondern eine 1:1-

Verschaltung zwischen Zapfenzellen, bipolaren Zellen und Ganglienzellen (Trepel, 2017).  

Die etwa 1,7 mm durchmessende und medial der Fovea centralis gelegene Sehnervenpapil-

le (Papilla nervi optici oder auch Discus nervi optici) markiert den Beginn des Nervus opticus, 

weshalb an dieser Stelle von den Retinaschichten nur die Nervenfaserschicht zu sehen ist 

(Trepel, 2017).  

 

Abbildung 2: Fundusfotografie. Die Fovea centralis bildet eine trichterförmige Grube in der Macula lutea (gelber 
Fleck), ihre tiefste Stelle bezeichnet man als Foveola (Trepel, 2017). Im Bereich der Macula lutea sind Blutgefäße 
und Kapillaren zur Optimierung des Sehens nach außen gedrängt (Kipp & Radlanski, 2017). FAZ: foveale avasku-
läre Zone. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. rer. nat. Antje Grosche. 

1.1.2.2 Gliazellen 

In der menschlichen Retina können drei Arten von Gliazellen unterschieden werden: Astrozy-

ten, Müllerzellen und Mikroglia (Bringmann et al., 2006). 

Mikroglia sind die lokalen Immunzellen der Retina, die maßgeblich in die Abwehr eindringen-

der Mikroorganismen, die Initiierung von Entzündungsprozessen und die Gewebeerneuerung 

involviert sind (Bringmann et al., 2006). Sie sind hauptsächlich in den inneren und hier vor 

allem in den plexiformen Schichten lokalisiert (Bringmann et al., 2006).  

Astrozyten, benannt nach ihrer sternförmigen Morphologie, sind Gliazellen, die aus dem 

Nervus opticus zusammen mit Blutgefäßen in die Retina migrieren (Stone & Dreher, 1987), 
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(Vecino et al., 2016) Ihr Vorkommen ist auf die Nervenfaserschicht und Ganglienzellschicht 

sowie auf vaskularisierte Retinae beschränkt (Stone & Dreher, 1987). Ihnen wird eine ent-

scheidende Rolle in der Vaskularisierung der Retina zugesprochen, da sie den größten Anteil 

an VEGF (vascular endothelial growth factor) sowohl während normaler als auch pathologi-

scher Bildung von Blutgefäßen sezernieren (Vecino et al., 2016). Des Weiteren sind sie Teil 

der Blut-Retina-Schranke, deren Integrität sie als Reaktion auf Läsion oder Krankheit beein-

trächtigen (Vecino et al., 2016). Außerdem erfüllen sie neurotrophe Funktionen und steuern 

mechanische Unterstützung für degenerierende Axone von Ganglienzellen bei (Vecino et al., 

2016).  

Müllerzellen sind die Hauptgliazellen der Retina und reichen mit ihrer besonderen Morpholo-

gie über die gesamte Dicke der Retina (Bringmann et al., 2006). Sie übernehmen nicht nur 

eine Vielzahl an metabolischen und homöostatischen Funktionen, sondern sind auch an der 

Regulierung synaptischer Aktivität und des retinalen Blutflusses (Paulson & Newman, 1987) 

sowie der Durchlässigkeit der Blut-Retina-Schranke beteiligt (Tout et al., 1993).  

Eine ihrer Hauptaufgaben besteht in der Kontrolle der Ionen- und Wasserhomöostase der 

Retina, zu welchem Zweck sie zum Transport von Wasser über Aquaporin-4-Kanäle befähigt 

sind (Nagelhus et al., 1998) und Schwankungen in der extrazellulären Kaliumkonzentration 

durch passive Ionenströme über Kir-Kanäle entgegenwirken (Kofuji et al., 2002), 

(Reichenbach & Bringmann, 2013). Sie versorgen Photorezeptoren mit Metaboliten und ent-

sorgen Stoffwechselprodukte ins Blut und den Glaskörper, worüber auch der extrazelluläre 

pH-Wert reguliert wird (Reichenbach & Bringmann, 2013).  

Müllerzellen exprimieren Transportsysteme für verschiedene Neurotransmitter, darunter ins-

besondere Glutamat (Bringmann et al., 2009). Über diese Transporter wird extrazelluläres 

Glutamat aufgenommen, wodurch sowohl seine Diffusion aus dem synaptischen Spalt ver-

hindert und die räumliche Signalauflösung sichergestellt wird (Bringmann et al., 2009), als 

auch die synaptische Transmission zwischen Neuronen frühzeitig terminiert wird (Brew & 

Attwell, 1987), (Matsui et al., 1999). Durch die schnelle Entfernung von extrazellulärem Glu-

tamat wird auch effektiv der Neurotoxizität dieses Transmitters vorgebeugt, die bereits in 

niedrigen Konzentrationen relevant ist (Kashii et al., 1996). Glutamat wird nach Aufnahme in 

Müllerzellen mithilfe des Glia-spezifischen Enzyms Glutaminsynthetase in Glutamin umge-

wandelt, welches den Neuronen schließlich wieder zur Verfügung gestellt wird, um daraus 

erneut Glutamat und γ- Aminobuttersäure (GABA) zu bilden (Bringmann et al., 2009), (Pow & 

Crook, 1996). Wie essenziell diese Müllerzell-vermittelte Regeneration beziehungsweise 

Inaktivierung von Neurotransmittern für die Aufrechterhaltung der visuellen Funktion ist, wur-

de in Experimenten deutlich, in denen Glutaminsynthetase in Müllerzellen pharmakologisch 

blockiert wurde, was zu schlagartigem Mangel an Glutamat und resultierender funktioneller 
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Blindheit führte (Barnett & Pow, 2000), (Pow & Robinson, 1994). Ebenso sind Müllerzellen an 

der Phagozytose der abgestoßenen Außensegmente von Zapfenzellen und an der Regener-

ation von 11-cis-Retinal für diese beteiligt, um die schnelle Verfügbarkeit von Zapfen zur 

Lichtdetektion sicherzustellen (Long et al., 1986), (Das et al., 1992), (Muniz et al., 2007). 

Eine weitere Aufgabe der Müllerzellen besteht in der Unterstützung von Photorezeptoren und 

Neuronen gegen oxidativen Stress durch die Sekretion von Antioxidantien wie Glutathion 

(Pow & Crook, 1995), schließlich ist die Belastung insbesondere der äußeren Retina durch 

den circadianen Wechsel von schweren Hypoxieperioden im Dunklen und Hyperoxieperio-

den bei Lichteinfall (Linsenmeier, 1986) und hohen Sauerstoffverbrauch beträchtlich 

(Reichenbach & Bringmann, 2013). Müllerzellen spielen zudem eine entscheidende Rolle in 

der strukturellen Organisation der sich entwickelnden Retina. Sie dienen als Orientierungs-

strukturen für die Migration von Neuronen (Bringmann et al., 2006), (Willbold et al., 1997). 

Auch in der vollentwickelten Retina scheinen Müllerzellen essenziell für den Erhalt der retina-

len Struktur zu sein, wie Müllerzell-Deletions- und -Ablationsversuche nahelegen: Selektiver 

Verlust von Müllerzellen resultiert in struktureller Desorganisation sowie Vaskulopathie inklu-

sive Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke und Ausbildung intraretinaler Neovaskulari-

sationen (Shen et al., 2012), (Byrne et al., 2013). 

Neben diesen altbekannten Aufgaben legen Arbeiten aus den 2000er-Jahren zusätzlich auch 

Funktionen in der Minimierung von Lichtstreuung über die gezielte Leitung von Licht durch 

die Retina bis zu den Photorezeptoren, ähnlich wie Glasfasern (Franze et al., 2007), und 

mechanische Schutzfunktionen nahe. Im Rahmen neuronaler Aktivität wurde beispielsweise 

ein Anschwellen der Neurone und eine Abnahme des Extrazellulärraumes beschrieben, wo-

rauf Müllerzellen mit einer Anpassung ihrer Morphologie reagieren (Uckermann et al., 2004), 

(Reichenbach & Bringmann, 2013). Daneben werden diesem Zelltyp weitere Regulations-

möglichkeiten der synaptischen Transmission über sogenannte Gliotransmitter wie Glutamat, 

ATP, Adenosin und D-Serin zugeschrieben (Newman, 2004a), (Newman, 2004b). 

1.2 Komplementsystem 

1.2.1 Aktivierungswege 

Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen Immunsystems. Es besteht aus über 40 

Proteinen, die unter physiologischen Bedingungen sowohl an der entzündungsfreien Beseiti-

gung von apoptotischen Zellen beteiligt sind als auch Pathogene opsonieren oder über die 

Formation eines Membranangriffskomplexes (membrane attack complex, MAC) eliminieren, 

Entzündungsprozesse über Anaphylatoxine modulieren und zur Eliminierung von Immun-

komplexen beitragen (Merle et al., 2015b). Im visuellen System wird dem Komplementsys-

tem des Weiteren eine Rolle bei der Optimierung synaptischer Verbindungen zugeschrieben. 

Während der Ausreifung des Nervensystems nach der Geburt binden Komplementfaktoren 
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an überschüssige Synapsen zwischen Ganglienzellen und den Neuronen des Corpus geni-

culatum laterale und markieren diese zur Phagozytose durch Mikroglia (Borucki et al., 2020). 

In Frühstadien des Glaukoms kommt es zu einer pathologischen Synapsenreduktion, welche 

mit übermäßiger Opsonierung durch Komplementfaktoren assoziiert ist (Stevens et al., 

2007), (Schafer et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die genetische Deletion ver-

schiedener Komplementfaktoren im Mausmodell zu retinaler Degeneration mit zunehmen-

dem Alter führt (Mukai et al., 2018). Diese Beobachtungen zeigen: Wird die empfindliche 

Homöostase des Komplementsystems gestört, ist dies mit einer Reihe inflammatorischer und 

autoimmuner Krankheiten assoziiert. Hierzu gehören beispielsweise der systemischen Lupus 

Erythematodes (SLE), das atypische hämolytisch-urämischen Syndrom (aHUS) oder die 

altersbedingte Makuladegeneration (AMD) (Merle et al., 2015b).  

Die Aktivierung des Komplementsystems kann über drei verschiedene Aktivierungswege 

erfolgen: den klassischen, den Lektin- und den alternativen Aktivierungsweg (Abbildung 3).  

Der klassische Aktivierungsweg und der Lektinweg werden durch die Bindung ihrer jeweili-

gen Erkennungsmoleküle an Zielstrukturen eingeleitet (Merle et al., 2015a). Das Erken-

nungsmolekül des klassischen Aktivierungsweges ist C1q, welches zusammen mit den Ser-

inproteasen C1r und C1s in Form des inaktiven C1-Komplexes an Oberflächen-gebundenes 

IgM oder mehrere IgG-Moleküle bindet, was zur autokatalytischen Spaltung und Aktivierung 

von C1r führt, welches C1s spaltet. C1s spaltet nun wiederum die Komplementfaktoren C4 

und C2, deren Fragmente C4b und C2a die C3-Konvertase des klassichen Aktivierungswe-

ges (C4b2a) bilden (Merle et al., 2015a).  

Im Lektinweg erkennen Mannose-bindendes Lektin (MBL), Collektin 11 und die Ficoline H, L 

und M Kohlenhydrate und Acetylgruppen auf Bakterien, Viren und apoptotischen Zellen 

(Merle et al., 2015a). Sie sind ebenfalls mit Proteasen (MASP-1 und -2) assoziiert, welche 

nach der Bindung von MBL bzw. Ficolinen an ihre Zielstrukturen C4 und C2 spalten, deren 

Spaltprodukte hier die C3-Konvertase des Lektinweges (C4b2a) bilden (Merle et al., 2015a). 

Die C3-Konvertasen aller Aktivierungswege können schließlich den Komplementfaktor C3 

spalten, dessen Fragment C3b benötigt wird, um die C5-Konvertase ((C4b2a)3b) zu formen 

(Merle et al., 2015a). Die neue C5-Konvertase spaltet dann C5 in C5a und C5b, von denen 

letzteres die Komplementfaktoren C6, C7, C8 und C9 rekrutiert (Merle et al., 2015a). Diese 

formen zusammen den Membranangriffskomplex (MAC) (Merle et al., 2015a). Dieser Kom-

plex bildet eine Pore im Pathogen, über welche es zum Einstrom von Calcium und zur Lyse 

desselben kommt (Merle et al., 2015a). Die Faktoren C3a und C5a fungieren als Anaphyla-

toxine (Merle et al., 2015a).  

Während der klassiche und der Lektinweg klare Erkennungsmoleküle besitzen, die Komple-

mentaktivierung nur dann initiieren, wenn und wo sie notwendig ist, entsteht C3b im alterna-
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tiven Aktivierungsweg in kleinen Mengen permanent durch einen Vorgang, der als tick-over 

bezeichnet wird (Merle et al., 2015a): C3 kann durch spontane Hydrolyse in seine bioaktive 

Form übergehen (Nicol & Lachmann, 1973), (Lachmann & Halbwachs, 1975). Diese bindet 

Komplementfaktor B, welcher durch Faktor D, eine Serinprotease, gespalten wird (Merle et 

al., 2015a). Hierdurch entsteht die C3-Konvertase des alternativen Aktivierungsweges 

(C3bBb) (Merle et al., 2015a). Diese kann wiederum neues C3 in C3a und C3b spalten. Das 

entstehende C3b kann über seine TED-Domäne (Thioester-Domäne) an Oberflächen-

gebundene Hydroxylgruppen binden (Merle et al., 2015a). Da der Thioester aber nur eine 

Halbwertszeit von deutlich unter einer Sekunde und eine Bindungseffizienz von 10% aufweist 

(Law & Dodds, 1997), kann C3b hier nur an Oberflächen in direkter Umgebung binden. Auf 

körpereigenen Oberflächen wird es durch eine Reihe von Komplementregulatoren zügig de-

aktiviert (Merle et al., 2015a). Die Funktion des alternativen Aktivierungsweges besteht also 

darin, die Umgebung in permanenter Aktion nach Komplement-aktivierenden Oberflächen 

abzusuchen und die durch den klassischen und Lektinweg initiierten Komplementaktionen zu 

verstärken (Merle et al., 2015a). Während die beiden letztgenannten Aktivierungswege die 

entscheidendere Rolle in der Auslösung der Komplementaktivierung einnehmen, vermittelt 

der alternative Weg schlussendlich über 80% der Komplementaktivität (Harboe et al., 2004), 

da sich dieser Aktivierungsweg über die Nutzung von C3b durch die C3-Konvertasen aller 

drei Aktivierungswege als Bestandteil seiner eigenen C3-Konvertase selbst verstärkt 

(Lachmann & Hughes-Jones, 1984). Man spricht hier auch von der Funktion als „amplificati-

on loop“ (Lachmann & Hughes-Jones, 1984).  

Komplementfaktoren werden hauptsächlich durch Hepatozyten und Immunzellen produziert 

und dann systemisch über die Blutbahn verteilt. Aktuelle Studien legen nahe, dass retinale 

Zellen selbst in der Lage sind, Komplementkomponenten zu produzieren und somit bei intak-

ter Blut-Retina-Schranke unabhängig vom systemischen Komplementsystem schnell auf 

Pathogeninvasion und anfallende Zelltrümmer zu reagieren (Schafer et al., 2017), (Pauly et 

al., 2019). Sie scheinen dabei insbesondere Komplementfaktoren des klassischen und alter-

nativen Aktivierungsweges zu exprimieren (Pauly et al., 2019). 
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Abbildung 3: Aktivierungsschritte des Komplementsystems gemäß Merle et al. (2015a und b). Während die Kom-
plementkaskade insbesondere durch den klassischen und den Lektinweg initiiert wird, dient der alternative Akti-
vierungsweg vor allem der Amplifikation der Komplementantwort, indem sich die C3-Konvertase des alternativen 
Weges auch durch ihr eigenes Produkt, C3b, speist. Strenge Regulation der Komplementaktivität hier beispielhaft 
an der Funktion der Komplementfaktoren H, I, und Properdin demonstriert. 

1.2.2 Regulation der Komplementaktivität 

„Die Hauptregel des Komplementsystems besagt, dass alles, was nicht explizit geschützt ist, 

attackiert werden muss.“ (Merle et al., 2015b). Aus diesem Grund exprimieren körpereigene 

Zellen Komplementkomponenten auf ihrer Membran oder rekrutieren sie aus dem Plasma, 

um C3b, das an ihre Oberfläche bindet, rasch zu inaktivieren (Merle et al., 2015a). Die Aktivi-

tät des Komplementsystems unterliegt also strenger Regulierung durch verschiedene Regu-

latorproteine, die die Homöostase des Systems sicherstellen beziehungsweise stabilisieren.  

So wird beispielsweise die Initiation durch den klassischen und den Lektinweg über C1 Inhi-

bitor (C1Inh) und die Proteine MASP-3, MAp44 und MAp19 kontrolliert (Merle et al., 2015a). 

C1Inh inaktiviert die Proteasen C1r, C1s, MASP-1 und -2 (Beinrohr et al., 2008), während 

MASP-3, MAp44 und MAp19 mit ähnlicher Affinität wie MASP-1 und -2 an die Erkennungs-

moleküle des Lektinweges binden können und somit um die Bindungsstellen konkurrieren 

(Gaboriaud et al., 2013). Sie können hingegen keine Komplementkomponenten spalten und 

verhindern somit das Voranschreiten der Komplementkaskade (Merle et al., 2015a).  

Da die C3-Konvertase des alternativen Aktivierungsweges alleine nur eine kurze Halbwerts-

zeit von etwa 90 Sekunden hat (Pangburn & Muller-Eberhard, 1986), muss der C3bBb-

Komplex stabilisiert werden. Dies geschieht durch den Komplementfaktor Properdin (Fearon 

& Austen, 1975), (Merle et al., 2015a). Auf der anderen Seite wird die Bindung von Faktor B 

an C3b auf körpereigenen Oberflächen durch Komplementfaktor H verhindert, indem er mit 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung struktureller Veränderungen in der Retina bei altersbedingter Makulade-
generation (AMD). A: Angiografie, Optische Kohärenztomografie (OCT) und schematische Darstellung einer 
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gesunden Retina. B: Illustration des Seheindrucks bei Patienten mit AMD mit Zentralskotom und Metamorphop-
sien. Strukturelle Veränderungen bei AMD mit RPE-Atrophie, Verdickung der Bruchmembran, Drusen, leckenden 
Neovaskularisationen sowie Rekrutierung von Immunzellen. C, D: Schematische Darstellung der retinalen Verän-
derungen bei nicht-exsudativer (trockener) AMD (C) und exsudativer (feuchter) AMD (D). Es kommt bei beiden 
Verlaufsformen zur Ablagerung subretinalen Materials in Form von Drusen und zur Atrophie des retinalen Pig-
mentepithels. Das Einsprossen pathologischer Gefäße aus der Choroidea in die Netzhaut (choroidale Neovasku-
larisation, CNV), aus welchen sich sub- und intraretinale Flüssigkeitsdepots speisen, kennzeichnet die exsudative 
Form der AMD. Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. rer. nat. Antje Grosche.  

Ätiologisch geht man von einem Zusammenspiel von genetischen und Umweltfaktoren aus. 

Risikofaktoren umfassen beispielsweise das Alter (Smith et al., 2001), Zigarettenrauchen 

(Seddon et al., 1996), (Smith et al., 2001), Übergewicht (Seddon et al., 2003), vorangegan-

gene Katarakt-Operation (Cugati et al., 2006) und kardiovaskuläre Erkrankungen 

(Chakravarthy et al., 2010), aber auch für eine Vielzahl von Genen ist eine Assoziation mit 

der Entwicklung einer AMD beschrieben (Lim et al., 2012). Ein erhöhtes Risiko ist auch mit 

Polymorphismen in den Genen verschiedener Proteine des alternativen Aktivierungsweges 

des Komplementsystems vergesellschaftet, darunter Faktor I, C3 und C9 (Seddon et al., 

2013), aber insbesondere auch Faktor H. Die Y402H-Variante des Faktor H ist etwa bei der 

Hälfte aller AMD-Patienten zu finden (Haines et al., 2005). Der Austausch von Tyrosin zu 

Histidin in Aminosäure 402 in der Domäne 7 von FH führt bei diesem Polymorphismus zu 

reduzierter Erkennung von oxidierten Lipiden wie Malondialdehyd auf der Oberfläche nekro-

tischer und apoptotischer Zellen, welche ein proinflammatorisches Milieu erzeugen, dem FH 

nicht mehr entgegenwirken kann (Weismann et al., 2011). Deletionen in den Genen von 

CFHR1 und CFHR3, die für die Antagonisten Complementfaktor H-related-Proteine 1 und 3 

kodieren, scheinen sich hingegen protektiv gegenüber der Entstehung einer AMD auszuwir-

ken (Hughes et al., 2006). Diese Komplementkomponenten konkurrieren mit FH um die Bin-

dung von C3b (Goicoechea de Jorge et al., 2013). Pauly et al. (2019) beschrieben bereits in 

der gesunden alternden Retina eine Verschiebung der Komplementexpression hin zur ver-

mehrten Komplementaktivatorenproduktion, insbesondere von C1s, C3, Faktor B und Pro-

perdin. Auch Mutationen im ABCA4-Gen, das im zweiten Teil dieser Dissertation untersucht 

wurde, sind in Zusammenhang mit AMD beschrieben (Lim et al., 2012). In der Pathogenese 

der Erkrankung geht man von Alterungsprozessen im retinalen Pigmentepithel, der Bruch-

Membran und der Choroidea aus, die sich in der Akkumulation von Lipofuszin im Pig-

mentepithel und der Bruchmembran, oxidativer Schädigung der Epithelzellen mit Zellverlust 

und reaktiver Proliferation sowie konsekutiver Degeneration der Retina widerspiegeln (Ding 

et al., 2009). Choroidale Perfusionsstörungen ziehen VEGF-induzierte Neovaskularisation 

nach sich (Lim et al., 2012). Für die Entwicklung einer AMD scheint auch das Komplement-

system eine zentrale kausale Rolle zu spielen (Weber et al., 2014). Komplementkomponen-

ten wie C3-Fragmente, CR1 und MCP wurden in Drusen und RPE-Zellen von Patienten mit 

AMD nachgewiesen (Johnson et al., 2001).  
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Gängige Therapieoptionen umfassen aktuell insbesondere die intravitreale Applikation von 

VEGF-Inhibitoren bei Auftreten von Neovaskularisationen mit intra- oder subretinaler Flüs-

sigkeit (Lim et al., 2012). Der Effekt diätetischer Therapien mit Supplementierung von Antio-

xidantien wird kontrovers diskutiert (Evans & Lawrenson, 2017). Zur Behandlung von geo-

grafischer Atrophie gibt es aktuell keine in Europa zugelassene Therapie (Weber et al., 

2014). Obwohl die Erkenntnisse über die Pathogenese und Risikofaktoren der Erkrankung 

weiter zunehmen, sind die therapeutischen Optionen insgesamt sehr begrenzt. Der Zusam-

menhang zwischen AMD und dem Komplementsystem wurde oben erläutert. Ein Therapie-

ansatz, der überschießende Komplementaktivität moduliert und das Komplementsystem 

wieder ausbalanciert, erscheint daher sehr vielversprechend. Aus diesem Grund sind im Jahr 

2023 der C3-Inhibitor Pegcetacoplan (Syfovre) und der C5-Inhibitor Avacincaptad Pegol (I-

zervay) als erste Medikamente zur Behandlung der geographischen Atrophie bei AMD von 

der FDA zugelassen worden (Apellis Pharmaceuticals, 02/2023), (Shakeel et al., 2024). Da-

mit stehen aktuell in den USA zwei intravitreal zu applizierende Therapeutika zur Verfügung, 

in Europa hingegen aktuell keines (siehe auch 4.3 Andere Retinadegenerationsmodelle mit 

Angriffspunkt Komplementsystem). 

1.3.2 Morbus Stargardt 

Morbus Stargardt Typ 1 ist eine meist autosomal-rezessiv vererbte Netzhauterkrankung aus 

der Gruppe der Makuladystrophien, die häufig bereits im Jugendalter mit unterschiedlich 

schwer ausgeprägten Visuseinschränkungen und Zentralskotomen einhergeht (Genead et 

al., 2009). Dabei kommt es typischerweise zu einem Verlust der zentralen Sehschärfe, wäh-

rend das periphere Sehen in der Regel erhalten bleibt (Genead et al., 2009). Funduskopisch 

finden sich zu Beginn der Erkrankung zentrale Unregelmäßigkeiten in der Pigmentierung, 

später fortschreitende Atrophien mit gelblich-grauen Flecken, die allmählich in der Makula-

gegend konfluieren (Stargardt, 1909), (Stargardt, 1913), (Stargardt, 1916). Die letztgenannte 

Veränderung bezeichnet man als Fundus flavimaculatus (Rudolph et al., 2002). Klassischer-

weise manifestiert sich die Erkrankung vor dem 20. Lebensjahr. Ursächlich liegt meist eine 

Mutation im ABCA4-Gen zugrunde (Allikmets et al., 1997). Zur Simulation eines Morbus 

Stargardt kam daher ein ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Mausmodell zum Einsatz (Ge-

naueres zum Mausmodell siehe unter 1.4.2 Die ABCA4-/- RDH8-/- -Knockoutmaus als Modell 

einer langsamen Retinadegeneration). 
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Abbildung 5: Übersicht über das experimentelle Design des Experiments. Abbildungen erstellt mit 
https://BioRender.com. 

1.4.2 Die ABCA4-/- RDH8-/- -Knockoutmaus als Modell einer langsamen Retinadegeneration 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der retinale Phänotyp eines ABCA4-/- RDH8-/--Knockouts 

in der Maus charakterisiert und seine Eignung als mögliches langsam progredientes Krank-

heitsmodell für die Erprobung der oben beschriebenen Genadditionstherapie untersucht.  

Um einen möglichen Phänotyp des Morbus Stargardt zu modellieren, wurden Mäuse mit ei-

nem ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout der Linie C57BL/6J analysiert (Abbildung 6) (siehe 

auch 1.3.2 Morbus Stargardt). ABCA4 (ATP-binding cassette subfamily A member 4) ist ein 

Retina-spezifisches Transportprotein, das das durch Photoisomerisierung aus 11-cis-Retinal 

entstehende all-trans-Retinal ATP-abhängig über die Membran von Außensegmenten der 

Photorezeptoren vom Disk-Lumen in das Zytoplasma transportiert (Abbildung 6). Hier wird 

all-trans-Retinal mithilfe der Retinol-Dehydrogenase 8 (RDH8) zu all-trans-Retinol reduziert 

(Kiser et al., 2014). RDH8 katalysiert damit den ersten Schritt in der Regeneration von 11-cis-

Retinal im visuellen Zyklus. Somit tragen beide Proteine des verwendeten Knockoutmodells 

dazu bei, eine Akkumulation von all-trans-Retinal und toxischem Lipofuszin aus Bisretinoiden 

zu verhindern (Kiser et al., 2014). Aus diesem Grund kam in der vorliegenden Arbeit ein 

ABCA4-/- RDH8-/- -Doppel-Knockout-Mausmodell zum Einsatz, um einen Morbus Stargardt zu 

simulieren (siehe auch 1.4.2 Die ABCA4-/- RDH8-/- -Knockoutmaus als Modell einer langsa-

men Retinadegeneration). Ein Charakteristikum des Morbus Stargardt ist die Akkumulation 

von Bisretinoiden in Form von autofluoreszentem Lipofuszin im retinalen Pigmentepithel 

(RPE), was zu einem messbaren Anstieg der Autofluoreszenz bei Stargardt-Patienten führt 

(Burke et al., 2014). Im ABCA4-/- RDH8-/--Mausmodell ist aufgrund der eingeschränkten Re-

generation von all-trans-Retinal, welches selbst zytotoxisch ist, und der daraus resultieren-
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den Bildung von fluoreszierenden Retinalprodukten wie Pyridinium-Bisretinoid (A2E) und 

Retinaldehyd-Dimer (RALdi) (Kiser et al., 2014) eine ähnliche Lipofuszin-Akkumulation mit 

konsekutiver Zunahme der RPE-Autofluoreszenz zu erwarten (Abbildung 6). Frühere Arbei-

ten konnten Akkumulationen von Bisretinoid-Fluorophoren im RPE von pigmentierten und 

Albino-ABCA4-/--Mäusen zeigen (Charbel Issa et al., 2013), (Jabri et al., 2020). Maeda et al. 

(2008) berichteten bereits über messbar erhöhte A2E- und RALdi-Werten in den auch hier 

verwendeten Doppel-Knockout-Mäusen (Maeda et al., 2008). Auch die Aktivierung des Kom-

plementsystems ist im Mausmodell für diese Erkrankung beschrieben (Radu et al., 2011), 

(Jabri et al., 2020). 

 

 

  

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Pathomechanismus im ABCA4
-/-

 RDH8
-/-

-Doppel-Knockout (rechts) 
im Vergleich zum normalen visuellen Zyklus in Photorezeptoraußensegmenten (links). Die physiologische Funkti-
on (links) von ABCA4 besteht im Transport von all-trans-Retinal-Addukten über die Disk-Membran auf die zytoso-
lische Seite, wo all-trans-Retinal (blaue Symbole) dann von Retinol-Dehydrogenasen wie RDH8 zu all-trans-
Retinol (rote Symbole) reduziert wird. Von hier aus wird es zum RPE weitertransportiert. Im ABCA4

-/-
 RDH8

-/-
-

Knockout-Modell (rechts) fallen diese Funktionen aus, sodass es zur Bildung und Akkumulation toxischer diretina-
ler Produkte wie A2E und RALdi kommt. Adaptiert nach Kiser et al. (2014). 

 

Innerhalb der verwendeten Mauslinie ist ein Polymorphismus im RPE65-Gen beschrieben, 

bei dem es zu einem Einzelbasenaustausch in Codon 450 kommt. Dieser bedingt den Ein-

bau der Aminosäure Methionin anstelle von Leucin an dieser Stelle im Protein, weshalb die-

se Variante als Leu450Met bezeichnet wird (Danciger et al., 2000), (Kim et al., 2004). RPE65 

ist ein weiteres Protein des visuellen Zyklus, welches in der Regeneration von Rhodopsin 

eine entscheidende Rolle einnimmt und im retinalen Pigmentepithel verortet ist (Kim et al., 

2004). Die Entstehung von Bisretinoiden und Lipofuszin ist insbesondere von einem funktio-

nierenden visuellen Zyklus und einer ordnungsgemäßen Regeneration des Chromophors 
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abhängig (Kim et al., 2004). So zeigen RPE65-/- Mäuse kaum Lipofuszinablagerungen im 

RPE im Rahmen des Alterungsprozesses (Katz & Redmond, 2001). Die Leu450Met-Variante 

scheint eine verlangsamte Kinetik des Enzyms zu bedingen und somit mit geringerer Ablage-

rung der Bisretinoide im RPE  (Kim et al., 2004) und einer höheren Toleranzschwelle gegen-

über Lichtschaden (Wenzel et al., 2001) einherzugehen, indem sie die Photorezeptoren vor 

übermäßiger Strapazierung durch ständige Phototransduktion schützt (Danciger et al., 

2000). Als Versuchstiere wurden daher lediglich Mäuse mit der (originalen) Leucin-Variante 

verwendet, um einen möglichst großen Effekt des Degenerationsmodells hervorzurufen.  

Da für Mäuse mit einem alleinigen RDH8-/- -Single-Knockout keine strukturellen Unterschiede 

zum Wildtypen beschrieben werden konnten (Maeda et al., 2007), wurden Mäuse dieses 

Genotyps als Referenz zugrunde gelegt. 

Die Retinae von Tieren mit RDH8-/-- Single-Knockout - oder ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-

Knockout wurden jeweils nach 4 oder nach 9 Monaten untersucht, wobei die 9-Monats-Tiere 

zusätzlich unterschiedlich starken Lichtbedingungen ausgesetzt waren. 

Da der ABCA4-/--Knockout ein verbreitetes Modell für insbesondere frühe Phasen des Mor-

bus Stargardt ist, wurde der Phänotyp für pigmentierte und Albinomäuse bereits in diversen 

Publikationen charakterisiert. Besonderen Einfluss auf die vorliegende Arbeit hatten drei Ar-

beiten der Arbeitsgruppe um Dr. Maeda, die als einzige degenerative Veränderungen im 

Rahmen retinaler Integrität ohne Applikation von akutem Lichtschaden im ABCA4-/- RDH8-/-- 

Doppel-Knockout beschrieben (Maeda et al., 2008), (A. Maeda et al., 2009), (T. Maeda et al., 

2009). Die Autoren berichteten von schwerwiegender regionaler Degeneration bereits nach 

4-6 Wochen, die sich nach 3 Monaten in Form von reduzierter Photorezeptor-Schichtdicke 

und -anzahl manifestierte (Maeda et al., 2008). Nach 5 Monaten seien lediglich 4-6 Reihen 

unorganisierter Photorezeptoren mehr nachweisbar gewesen, nach 12 Monaten konnten gar 

keine Zellen mehr in dieser Retinaschicht gesehen werden (A. Maeda et al., 2009). Aufgrund 

des beschriebenen Degenerationsumfangs erschien uns dieses Modell vielversprechend, um 

auf Grundlage eines ausgeprägten Phänotyps später einen Therapieeffekt untersuchen zu 

können. ABCA4-Mutationen verursachen zudem nicht nur Morbus Stargardt, sondern sind 

auch in Zusammenhang mit AMD, Zapfen-Stäbchen-Dystrophie (Cone-rod-dystrophy, CRD) 

und autosomal rezessiver Retinopathia pigmentosa dokumentiert (Cremers et al., 1998). Aus 

diesen Gründen soll das untersuchte Mausmodell die Möglichkeit bieten, zu einem späteren 

Zeitpunkt die miniFH-Genadditionstherapie in einem Umfeld retinaler Degeneration zu unter-

suchen, wie sie im Rahmen verschiedener Retinadystrophien vorkommt. 
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benen Genadditionstherapie eignet. Hierfür wurden Mäuse mit ABCA4-/- RDH8-/--

Doppel-Knockout im Alter von 4 und 9 Monaten mit RDH8-/--Single-Knockout-

Mäusen, bei denen keine strukturelle Degeneration zu erwarten war, hinsichtlich 

Autofluoreszenz des retinalen Pigmentepithels und Morphometrie verglichen. 

Über die Auszählung und Ausmessung von Mikroglia in retinalen Wholemount-

Präparaten konnten Aussagen über den Aktivierungszustand der retinalen Mikrog-

lia getroffen werden.  

Die histologischen Untersuchungen zum in vivo Therapieeffekt der miniFH-Varianten sind 

zentraler Bestandteil der folgenden Publikation:  

Biber, J., Jabri, Y., Glänzer, S. et al. Gliosis-dependent expression of complement factor H 

truncated variants attenuates retinal neurodegeneration following ischemic injury. J Neuroin-

flammation 21, 56 (2024). https://doi.org/10.1186/s12974-024-03045-3  

Ein weiteres Manuskript mit mir als Erstautorin, das die Ergebnisse der Untersuchung der 

ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Mauslinie zusammenfasst, ist in Vorbereitung. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Versuchstiere 

Alle Tiere wurden unter regulärem 12-Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus mit freiem Zugang zu 

Wasser und Futter in klimatisierten, pathogen-freien Räumlichkeiten gehalten. Alle Versuche 

wurden unter Einhaltung des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgeführt.  

Für das Ischämieprojekt wurden erwachsene (3-8 Monate alte) C57BL6/J Mäuse verwendet.  

Experimente an den Knockout-Mäusen mit den Genotypen RDH8-/- und ABCA4-/- RDH8-/- 

(Jackson Laboratories, Stammnummer #030503) wurden im Alter von 16 Wochen und 9 Mo-

naten durchgeführt. Ein Teil der Tiere wurde zwischen dem fünften und dem neunten Le-

bensmonat höherer Lichtexposition ausgesetzt, indem ihre Käfige die oberste Position im 

Mausstall erhielten, während ein anderer Teil der Mäuse tiefer und damit unter geringerer 

Lichtexposition gehalten wurde. Bis einschließlich dem vierten Lebensmonat befanden sich 

alle Mäuse unter Einwirkung der niedrigeren Lichtexposition. 

2.1.2 Stocklösungen 

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Stocklösungen 

10x PBS (Phosphat-gepufferte Salzlösung), 
pH 7,4 
2,5 l 

36,83 g Na2HPO4 x 2 H2O, 
5 g KH2PO4, 
200 g NaCl, 
5 g KCl 
gelöst in Aqua dest. 

30% Sucroselösung in 0,1 M Phosphatpuf-
fer 
500 ml 

5,96 g Na2HPO4 
0,803 g NaH2PO4 
150 g Sucrose 
gelöst in Aqua dest. 

50x TAE (TRIS-Acetat-EDTA)-Puffer 
1 l 

242 g Tris, 
57,1 ml Essigsäure,  
37,2 g Na2 EDTA x 2H2O 
gelöst in Aqua dest. 

10 mM TRIS-HCL, pH 8,5 
1 l 

1,211 g TRISbase 
gelöst in Aqua dest. 
mit 1 M HCl auf pH 8,5 eingestellt 

 

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

Produkt Hersteller Bestellnummer 

Agarose VWR 443666A 

Aqua-Poly/Mount Polysciences Europe 18606-20 

Bovines Serumalbumin Carl Roth 8076.4 

tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck 1064461000 
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EMPROVE® 

DAPI Sigma-Aldrich D9564 

D(+)-Glucose - Monohydrat AppliChem AP-1431401211 

D(+)-Saccharose, ≥99,5 %, 

RNAse/DNAse-frei 

Carl Roth 9097.1 

Eselserum (normal donkey 

serum) 

Sigma-Aldrich S30-100ML 

Essigsäure Sigma-Aldrich A6283-1L 

Ethanol > 99,8% Carl Roth 0911.4 

Isopropanol Carl Roth 6752.5 

KCl AppliChem GmbH A2939 

KH2PO4 Roth 3904.2 

NaCl Roth 0601.1 

Na2 EDTA Sigma-Aldrich E1644-250G 

Na2HPO4 x 2 H2O Roth 4984.1 

NaH2PO4 x H2O Merck 1063460500 

Neg-50-

Gefrierschnittmedium 

Epredia™ 6502 

SYBRTM Safe DNA Gel Stain InvitrogenTM S33102 

Tris Roth 3170.1 

TritonTM X-100 Roth 3051.3 

Tween® 80 Sigma-Aldrich P4780-100ML 

Ziegenserum (normal goat 

serum) 

Sigma-Aldrich S26-100ML 

 

2.1.4 Gebrauchsfertige Kits 

Tabelle 3: Eingesetztes gebrauchsfertiges Kit 

Produkt Hersteller Bestelllnummer 

In Situ Cell Death Detection 

Kit, TMR red 

Roche Molecular Biochemi-

cals, Mannheim, Germany 

12156792910 
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2.1.5 Enzyme und Proteine 

Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Enzyme und Proteine 

Produkt Hersteller Bestelllnummer 

100 bp DNA-Leiter Invitrogen 15628050 

dNTP-Gemisch 10 mM Thermo Scientific R0192 

DreamTaq DNA Polymerase Thermo Scientific EP0702 

DreamTaq Green PCR Mas-

ter Mix 

Thermo Scientific K1081 

Gel Loading Dye, Purple 

(6X), no SDS 

New England Biolabs B7025SVIAL 

 

2.1.6 Antikörper 

Primäre Antikörper: 

Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten primären Antikörper 

Antikörper Wirt 

(englisch) 

Verdünnung Hersteller Katalognummer 

α-C3d goat 2 µg/ml R&D Systems (Min-

neapolis, MN, USA) 

AF2655 

α-Calretinin goat 1:500 Swant (Burgdorf, 

Switzerland) 

CG1 

α-CD68 rat 1:500 AbDSerotec MCA1957GA 

α-CFH mouse 1:1200 Santa Cruz Bio-

technology (Dallas, 

TX, USA) 

sc-166613 

 

α-GFAP mouse 1:500 Sigma Ald-

rich/Merck (Darm-

stadt, Germany) 

G3893 

α-GFP goat 1:200 Rockland Immuno-

chemicals (Limerick, 

PA, USA) 

600 101 215 

α-

Glutaminsynthetase 

mouse 1:500 Millipore MAB302 

α-IBA-1 rabbit 1:500 Wako Chemicals 

(Neuss, Germany) 

019-19741 
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Sekundäre Antikörper: 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten sekundären Antikörper 

Antikörper Wirt 

(englisch) 

Verdünnung Hersteller Katalognummer 

Alexa Fluor 

647 anti-

mouse 

donkey 1:500 Life Technologies/ Thermo 

Fisher Scientific (Wal-

tham, MA, USA) 

A31571 

Alexa Fluor 

647 anti-

mouse-IgG1 

goat 1:500 Invitrogen (Massachu-

setts, USA) 

A21240 

Alexa Fluor 

647 anti-goat 

donkey 1:500 Dianova (Hamburg, Ger-

many) 

705-605-003 

Alexa Fluor 

488 anti-rat 

donkey 1:500 Life Technologies/ Thermo 

Fisher Scientific (Wal-

tham, MA, USA) 

A21208 

Cy2 anti-goat donkey 1:500 Dianova (Hamburg, Ger-

many) 

705-225-147 

Cy3 anti-rabbit goat 1:500 Dianova (Hamburg, Ger-

many) 

111-165-144 

Cy3 anti-goat donkey 1:500 Dianova (Hamburg, Ger-

many) 

705-165-147 

Cy5 anti-rabbit donkey 1:500 Dianova (Hamburg, Ger-

many) 

711-175-152 

 

2.1.7 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Produkt Hersteller Artikelnummer 

Deckgläser Carl Roth 1871 

Hypotex Nitril Comfort pu-

derfrei Handschuhe 

PPS-Med 20361 

PARAFILM® M Merck P7793 

Pasteurpipetten aus Glas neoLab 4-4035 

Pasteurpipetten graduiert 3 

ml, Unsteril 

ROTH SELECTION 1CAY.1 

PCR 8er-Streifen 0,2 ml neoLab 7-5209 

Pipettenspitzen TipOne® starlab S1111-3210, S1111-0810, 
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S1111-6810, S1110-3710 

Research® plus Pipetten Eppendorf 3123000012, 3123000020, 

3123000098, 3123000047, 

3123000055, 3123000063 

Schraubröhre 15 ml Sarstedt 62.554.502 

Schraubröhre 50 ml Sarstedt 62.547.004 

Serologische Pipetten 10 ml, 

25 ml 

Sarstedt 86.1688.010, 86.1685.020 

Standard Reagiergefäß 0,5 

ml 

Sarstedt 72.704 

Standard Reagiergefäß 1,5 

ml 

Sarstedt 72.706.200 

Standard Reagiergefäß 2 ml Sarstedt 72.695.500 

Standard Reagiergefäß 5 ml Sarstedt 72.701.500 

SuperFrost PlusTM 

Adhäsionsobjektträger 

EprediaTM 10149870 

Tissue-Tek ® Cryomold®-

Einbettschälchen (15x15x5 

mm) 

Sakura Finetek 4566 

Zellkulturplatte, 24 Well Sarstedt 83.3922 

Zellkulturplatte, 48 Well Sarstedt 83.3923.300 

 

2.1.8 Geräte 

Tabelle 8: Übersicht über die verwendeten Geräte 

Produkt Hersteller Bestelllnummer 

Accu-jet® pro Pipettierhilfe Brand BR26320 

Agarose-

Gelelektrophoresekammer 

Biozym 615258 

ChemiDoc XRS+ System Bio-Rad 1708265 

CryoStarTM NX50 Kryostat EprediaTM  

Heiz- und Magnetrührer MR 

Hei-Standard 

Heidolph  

EV1450 Stromversorgungs-

gerät 

Consort  

PCR Thermocycler Master-

cycler® nexus X2 

Eppendorf 6337000019 
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WTW™ inoLab™ 7110 La-

bor-pH-Messgerät 

WTW™ 1AA110 11721435 

Präzisionswaage 440-21N Kern 440-21N 

Rollmixer Premiere  

Sigma 1-14K Tischzentrifu-

ge 

Sigma  

Stereomikroskop SZ51 Olympus  

ThermoMixer® C Eppendorf 5382000015 

Tischzentrifuge Centrifuge 

5810 R 

Eppendorf 5811000010 

Titramax 100 Schüttler Heidolph 544-11200-00 

VisiScope CSU-X1 Konfo-

kalmikroskop mit hochauflö-

sender sCMOS-Kamera 

Mikroskop: VisiScope; Ka-

mera: Visitron Systems 

 

Vortex-Genie® 2 Reagenz-

glasschüttler 

Scientific Industries P505.1 

 

2.1.9 Software 

Tabelle 9: Übersicht über die verwendete Software 

Name Hersteller 

CorelDRAW® Corel Corporation 

GelAnalyzer von Istvan Lazar 

GraphPad PRISM 8 GraphPad Sofware 

Fiji (Schindelin, et al., 2012) Open-Source-Software 

Image LabTM Bio-Rad Laboratories 

Microsoft Office Microsoft 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Induktion von Ischämie 

Für dieses Ischämie-/ Reperfusionsmodell fand die High intraocular pressure (HIOP) Metho-

de gemäß Pannicke et al (2014) Anwendung. Hierbei wurde eine 30-Gauge-Infusionsnadel 

in die vordere Augenkammer eines Auges von 3-8 Monate alten Mäusen der Linie C57BL/6 

eingeführt. Über eine an die Nadel angeschlossene Infusion mit isotonischer Salzlösung 

konnte der Augeninnendruck durch Anheben der Salzlösung auf eine Höhe von 2 Meter über 

das Tier für 60 Minuten auf etwa 160 mmHg gesteigert werden, sodass er den systolischen 

Blutdruck (maximal 130 mmHg) der okulären Gefäße überstieg und die Blutversorgung des 
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Auges vorübergehend sistierte. Das andere Auge jedes Tieres blieb unangetastet, um als 

interne Kontrolle zu fungieren. Der genaue Vorgang ist bei Biber et al. (2024) beschrieben, 

da die Durchführung dieser Methode nicht Teil der Dissertation war. Die Analyse der Tiere 

erfolgte 3 und 14 Tage nach der Läsion.  

2.2.2 Vireninjektion 

Der genaue Vorgang der Virusproduktion und -injektion ist bei Biber et al. (2024) nachzule-

sen, da diese Methoden nicht Teil der Dissertation waren. Zum Verständnis sei das Wichtigs-

te in Kürze zusammengefasst: Zunächst wurden HEK 293T-Zellen mit einem Replikations-

strukturen enthaltenden Helferplasmid, dem ShH10 RepCap-Plasmid und dem Transfer-

plasmid, das das Transgen, die gfABC1D-Version des GFAP-Promotors und den über eine 

IRES-Sequenz verbundenen GFP-Reporter enthielt, transfiziert. Aus dem Überstand wurden 

die AAVs gewonnen und über mehrere Schritte aufgereinigt und verdünnt. Die Injektionslö-

sung enthielt 1010- AAV-Genkopien pro µl und wurde in einer Menge von 1 µl in den Glaskör-

per beider Augen injiziert.  

2.2.3 DNA-Extraktion und Genotypisierung 

2.2.3.1 DNA-Extraktion 

Ohrstanzen der zu typisierenden Mäuse, bereitgestellt durch die Animal Facility, wurden in je 

500 µl eines Lysepuffers der Zusammensetzung gemäß der untenstehenden Tabelle bei 

55°C eine Stunde bei 700 Umdrehungen/min im Thermoschüttler lysiert. Nach 10-minütigem 

Zentrifugieren bei 15000 Umdrehungen/min wurde die DNA durch Zugabe von 500 µl Isop-

ropanol aus dem Überstand ausgefällt und durch erneutes 10-minütiges Zentrifugieren und 

anschließendes Trocknen bei Raumluft isoliert. Anschließend wurde die DNA in 30 µl 10 mM 

Tris-HCL (pH 8,5) 30 min lang bei 55°C im Thermoschüttler resuspendiert und bis zur Wei-

terverarbeitung bei 4°C gelagert. 

Zusammensetzung des Lysepuffers je Biopsie: 

Tabelle 10: Zusammenesetzung des Lysepuffers zur DNA-Extraktion 

1 M Tris HCL Puffer pH 8,5 50 µl 

0,5 M EDTA 5 µl 

10% SDS 10 µl 

1 M NaCl 100 µl 

H2O bidest. 330 µl 

10 mg/ml Proteinase K 5 µl 
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2.2.3.2 Genotypisierung der ABCA4-/- RDH8-/--Mäuse 

Zur Amplifikation der gesuchten Gene wurden die DNA-Extrakte nach Zugabe der untenste-

henden PCR-Mix-Komponenten einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit folgenden 

Schritten unterzogen:  

PCR-Mix-Komponenten: 

Tabelle 11: PCR-Mix-Komponenten 

H2O 16,7 µl 

Dreamtaq-Puffer 2,5 µl 

Primer 1 WT for 1,0 µl 

Primer 2 WT rev 1,0 µl 

Primer 3 mut. Rev 1,0 µl 

dNTPs 10 mM 0,5 µl 

Taq-Polymerase: Dre-

amtaq 

0,3 µl 

DNA-Extrakt 2,0 µl 

 

PCR-Schritte: 

Tabelle 12: PCR-Schritte zur Genotypisierung für das ABCA4-Gen 

 

 

Tabelle 13: PCR-Schritte zur Genotypisierung für das RDH8-Gen 
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Es wurden die untenstehenden Primer zur Amplifikation der Gene ABCA4 und RDH8 ver-

wendet: 

ABCA4 (The Jackson Laboratory, 2023b): 

Tabelle 14: Übersicht über die verwendeten Primer für die PCR zur ABCA4-Genotypisierung 

Primer-Sequenz Common 5´ AAG AGA AGC AAT CAA ATC AGG A  3´ 

Primer-Sequenz Wild type Re-

verse 

5´ GAA GAT GCT CTG GAT ATC TCT GC  3´ 

Primer-Sequenz Mutant Rever-

se 

5´ TGA GTA GGT GTC ATT CTA TTC TGG  3´ 

Zugangsnummer NM_007378.1 

 

RDH8 (The Jackson Laboratory, 2023a): 

Tabelle 15: Übersicht über die verwendeten Primer für die PCR zur RDH8-Genotypisierung 

Primer-Sequenz Wild type For-

ward 

5´ CAC AAC ATC CCA GCA CTC TG  3´ 

Primer-Sequenz Common 5´ ACT CCG CCT TGG AAA CCT G  3´ 

Primer-Sequenz Mutant For-

ward 

5´ AGA CTG CCT TGG GAA AAG CG  3´ 

Zugangsnummer NM_001030290.2 

 

Anschließend wurden die DNA-Fragmente durch Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Hierfür 

wurde ein zweiprozentiges (w/v) Agarosegel hergestellt, indem Agarose in 1x TAE Puffer 

aufgekocht wurde und das Gemisch daraufhin nach Zusatz von SYBRTM Safe DNA Gel-

Färbemittel bei Raumtemperatur zu einem Gel aushärtete. In dieses wurden durch Einsatz 

eines Kammes feine Taschen eingeprägt, in welche die PCR-Produkte eingefüllt werden 

konnten.    

Die PCR-Produkte waren zuvor mit einem interkalierenden Farbstoff versetzt worden und 

wurden unter einer Spannung von 130 V entsprechend ihrer Länge in der Agarosematrix 

aufgetrennt. Durch Zugabe einer 100 bp DNA-Leiter ist eine Abschätzung der Fragmentgrö-

ße möglich. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007378.1
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Die folgenden Genotypen waren möglich:  

ABCA4 (The Jackson Laboratory, 2023b):  

Wildtyp Tiere zeigten eine einzige Bande bei 123 bp, heterozygote Tiere zwei Banden bei 

123 bp und 160 bp und homozygote Tiere für den ABCA4-Knockout eine einzige Bande bei 

160 bp (Abbildung 7). 

RDH8 (The Jackson Laboratory, 2023a):  

Wildtyp Tiere zeigten eine einzige Bande bei 300 bp, heterozygote Tiere zwei Banden bei 

300 bp und 400 bp und homozygote Tiere für den RDH8-Knockout eine einzige Bande bei 

400 bp (Abbildung 7). 

 

Abbildung 7: Genotypisierung. Die obere Reihe zeigt die Genotypisierung für das ABCA4-Gen, die untere für das 
RDH8-Gen. ABCA4: Wildtyp eine Bande bei 123 bp, Mutant eine Bande bei 160 bp, heterozyot zwei Banden bei 
123 und 160 bp. RDH8: Mutant eine Bande bei 400 bp. bp: Basenpaare 

Die Genotypisierung zum RPE65-Polymorphismus Leu450Met erfolgte analog zur Methode 

bei Kim et al. (2004): Die gewonnene Maus-DNA wurde mit den Primern 5′-

ACCAGAAATTTGGAGGGAAAC-3′ (forward) und 5′-CCCTTCCATTCAGAGCTTCA-3′ (re-

verse) PCR-amplifiziert. Das entstehende 545 bp lange Produkt wurde anschließend einem 

vollständigen Verdau mit der Restriktionsendonuklease MwoI (New England Biolabs, 50-

facher Überschuss) unterzogen und daraufhin auf zweiprozentigem Agarosegel analysiert. 

MwoI erkennt 5′-GCNNNNNNNGC-3′-Sequenzen (N steht für ein beliebiges Nukleotid) und 

hydrolysiert die Phosphodiesterbindung innerhalb der DNA zwischen der siebten und achten 

Base (Skowronek et al., 2012). Da die Met-450-Variante eine MwoI-Schnittstelle aufweist, 

zeigt die entsprechende Sequenzvariante zwei Fragmente der Größe 180 und 365 bp. Das 

Leu-450-Codon eliminiert die MwoI-Schnittstelle, daher wurde unverdautes oder teilweise 



Sarah Glänzer 
Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin 

_______________________________________________________________________________________________________________________________________ 

S e i t e  |  4 4  

verdautes Material als homozygot respektive heterozygot für Leu-450 interpretiert (Kim et al., 

2004).  

 

Abbildung 8: Genotypisierung zum RP65-Polymorphismus Leu450Met. Homozygote Tiere für die Met-450-
Variante zeigen zwei Banden bei 365 und 180 bp, homozygote Tiere für die Leu-450-Variante zeigen eine Bande 
bei 545 bp. Heterozygote Tiere zeigen drei Banden bei 545, 365 und 180 bp. bp: Basenpaare 

2.2.4 Immunhistochemie 

Zur histologischen Evaluierung wurden immunhistochemische Färbungen von Retinaschnit-

ten und retinalen Wholemount-Präparaten nach dem Prinzip einer indirekten Methode einge-

setzt. Hierfür wird ein spezifischer Primärantikörper verwendet, der das Zielantigen bindet. In 

einem zweiten Schritt wird ein fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper zugegeben, dessen 

Signal nach Anregung mit einem Laser der entsprechenden Wellenlänge mit einem Konfo-

kalmikroskop detektiert werden kann.  

2.2.4.1 Gewinnung der Mausaugen 

Die Gewinnung und Fixierung der Mausaugen in PFA erfolgte wie bei Biber et al. (2024) be-

schrieben. 

Anschließend wurden die Augen in 30-prozentiger (w/v) Sucroselösung bei 4°C über Nacht 

inkubiert. Es folgten die Einbettung in Tissue Tek ® O.C.T. Compound Einbettmedium, das 

Schneiden des Gewebes in 20 µm dicke Schnitte mit einem Kryostaten und das Aufziehen 

auf Objektträger. Bis zum Färben der Schnitte wurden diese bei -20°C gelagert.  

2.2.4.2 Immunhistochemische Färbung von Retinaschnitten 

Nach dem Auftauen und Trocknen der Schnitte folgte ein Rehydrierungsschritt über 20 min 

mit 1x PBS. Zur Permeabilisierung des Gewebes wurde 0,2% Triton X in PBS für 10 min ap-

pliziert. Es folgten drei Waschschritte zu je 10 min mit PBS. Der primäre Antikörper wurde in 

einer Pufferlösung aus 1x PBS und 0,1% Tween sowie jeweils 3% Eselserum oder 5% Zie-

genserum, je nach eingesetztem sekundärem Antikörper, zur Blockierung gelöst und die 
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Abbildung 9: Beispielbild zur Illustration der morphometrischen Auswertung über eine Retinabreite von 100 µm. 
IPS: Innere plexiforme Schicht; IKS: Innere Körnerschicht; ÄPS: Äußere plexiforme Schicht. DAPI-Färbung. 

2.2.5.1 Messung der C3b/iC3b/C3d-Signalintensität 

Das C3b/iC3b/C3d-Signal wurde quantitativ ausgewertet, indem die mittlere Helligkeit der 

Pixel im Bereich der Ganglienzellschicht und der inneren plexiformen Schicht ermittelt wurde 

(siehe Abbildung 17 B, C). Um die schwache Färbung besser gegen den Hintergrund ab-

grenzen zu können, wurde für jedes Bild ein individueller Threshold appliziert, der Hinter-

gründe um die feinen C3-Spaltprodukt-positiven Zellfortsätze aussparte (siehe Abbildung 

10). Da die nichtischämischen Kontrollaugen untereinander vergleichbare Werte ergaben, 

wurde der Durchschnitt ihrer Werte berechnet und jeweils für den 3-Tages bzw. für den 14-

Tages-Zeitpunkt als Referenz zugrunde gelegt. Die Angabe der Werte für die Ischämie-/ Re-

perfusionsaugen erfolgte daher als Verhältnis zum jeweiligen Referenzwert (Abbildung 17 C). 

 

Abbildung 10: Beispielbild zur Illustration der Intensitätsmessung des C3b/iC3b/C3d-Immunfluoreszenzsignals 
nach Applikation eines Thresholds. Die umrandete Fläche entspricht der ausgemessenen Fläche über die Gang-
lienzellschicht und die innere plexiforme Schicht. 



Sarah Glänzer 
Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin 

_______________________________________________________________________________________________________________________________________ 

S e i t e  |  4 8  

2.2.5.2 Messung des GFAP-Signals 

Das Immunfluoreszenzsignal der GFAP-Färbung wurde ermittelt, indem nach Applikation 

eines gemeinsamen Thresholds, der sämtliche Hintergründe um Müllerzellen aussparte, die 

mittlere Helligkeit der Pixel im Bereich der inneren Körnerschicht im Sinne einer Immunfluo-

reszenz gemessen wurde, um nicht fälschlicherweise Astrozytensignale in den innersten 

Retinaschichten mitzuerfassen. Da die nichtischämischen Kontrollaugen bei dieser Auswer-

tung sehr unterschiedliche Werte zeigten, erfolgte die Angabe der Werte für ischämische 

Augen in Abbildung 15 B als Verhältnis zum Wert des jeweiligen Kontrollauges jedes Tieres. 

2.2.5.3 Messung der RPE-Autofluoreszenz 

Für RPE-Autofluoreszenzmessungen (siehe Abbildung 23 B und Abbildung 26 B) wurden 

RPE-Wholemounts bei RDH8-/--Single-Knockout- und ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-

Mäusen zum 4- und zum 9-Monats-Zeitpunkt analysiert, indem das RPE mithilfe eines Kon-

fokalmikroskops mit einem Laser der Wellenlänge 488 nm angeregt wurde. Anschließend 

wurde eine Z-Projection des entstandenen Stacks erstellt und an repräsentativen Stellen die 

durchschnittliche Helligkeit der Pixel mithilfe der Software ImageJ ermittelt. 

2.2.5.4 Mikrogliaanalysen 

Für die Auswertung der Mikrogliamorphologie wurden das Soma und die Endpunkte der 

Fortsätze in den Aufnahmen umkreist und die dadurch beschriebene Fläche in Fiji berechnet 

(Abbildung 11 A). Für die Analyse des Aktivierungszustandes der Mikroglia wurde die in der 

IBA-1-Färbung umschriebene Somafläche auf die Fotografie der zugehörigen CD68-Färbung 

übertragen und die Pixelhelligkeit in diesem Bereich gemessen (Abbildung 11 B).  

 

Abbildung 11: Beispielbilder zur Illustration der Analyse von Mikroglia. A: Ausmessung der Somafläche (innere 
Umrandung) und der Mikrogliagesamtfläche (äußere Umrandung) im retinalen Wholemount-Präparat. B: Mes-
sung der CD68-Immunfluoreszenz auf Mikrogliasomata in retinalen Gewebeschnitten. Somata von Mikroglia 
wurden in der IBA-1-Färbung identifiziert und auf die Fotografie der CD68-Färbung übertragen, anschließend 
wurde dort im umschriebenen Bereich die durchschnittliche Pixelhelligkeit ausgemessen.  
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gen Morphologie, mit der sie sich über die komplette Dicke der Retina erstrecken und in Kon-

takt mit jedem retinalen Zelltyp stehen, stellen Müllerzellen eine ideale Zellpopulation für 

exogene Proteinproduktion dar (Liang et al., 2001). Darüber hinaus bieten sie den Vorteil, 

dass der AAV über eine intravitreale Injektion ins Auge eingebracht werden kann, da Müller-

zellendfüße die innere Gliagrenzmembran in Richtung Glaskörper formen (Abbildung 1), 

über welche sie über diesen Applikationsweg gut erreicht werden können. Somit können risi-

koreichere subretinale Injektionen vermieden werden. Zudem exprimieren Müllerzellen zu-

sammen mit den RPE-Zellen den größten Anteil an den Komplementfaktoren C1s, C3 und B, 

welche alle wichtige Aktivatoren des Komplementsystems sind, während gleichzeitig ihre 

Expression von Komplementfaktor H postischämisch erniedrigt ist (Pauly et al., 2019). Um 

die erfolgreiche Transduktion im Tiermodell überprüfen zu können, wurde über eine IRES 

(internal ribosomal entry site)-Sequenz ein EGFP (enhanced green fluorescent protein)-

Reporter eingefügt (Abbildung 12C). Zum Nachweis der Expression des miniFH-Konstrukts 

fand ein myc-Tag Anwendung, welches an das Transgen an die Domäne 20 gekoppelt wurde 

(Abbildung 12 A). Zur Kontrolle des Therapieeffekts in ischämischen Augen erhielten die Tie-

re der Kontrollgruppe ebenfalls eine Injektion mit einem AAV (AAV_EGFP), dessen Plasmid 

allerdings nur eine Sequenz für den EGFP-Reporter und kein Transgen enthielt, im Folgen-

den wird diese Gruppe als EGFP bezeichnet (Abbildung 12 C).  
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Abbildung 12: Struktur und Funktionsweise von miniFH. A: Schematischer Aufbau der beiden miniFH-Konstrukte 
(unten) im Vergleich zu nativem FH (oben), das normalerweise aus 20 Domänen besteht. Übersicht über die 
wichtigsten Eigenschaften der verwendeten Domänen in den miniFH-Konstrukten. Adaptiert nach Biber et al. 
(2024). B: Illustration der Funktionsweise der beiden miniFH-Konstrukte (rechts) im Vergleich zu nativem FH 
(links) bezüglich Bindungsverhalten an körpereigene Zelloberflächen, C3b und C3d. Abbildung mit freundlicher 
Genehmigung von Biber et al. (2024). C: Schematischer Aufbau des Plasmids für AAV_FH1-4^19-20 (oben), 
AAV_FH1-7^19-20 (Mitte) und AAV_EGFP (unten). ITR: Inverted terminal repeat sequences. IRES: internal ribo-
somal entry site. EGFP: enhanced green fluorescent protein. Adaptiert nach Biber et al. (2024). 

Die Funktion von Komplementfaktor H (FH) ist im alternativen Aktivierungsweg des Komple-

mentsystems zu finden, wo er als effektiver Komplementinhibitor fungiert. Hier inhibiert FH 

über die Hemmung des Komplementfaktors B die Bildung der C3-Konvertase auf körperei-

genen Zellen und unterstützt den Komplementfaktor I – vermittelten Abbau von Komplement-

faktor C3b zu iC3b (Merle et al., 2015b), (Abbildung 13). Über diese Mechanismen wird die 

Aktivierung des alternativen Wegs des Komplementsystems und die daraus resultierende 

Selbstverstärkungsschleife des Komplementsystems unterbunden (Merle et al., 2015b). Die 

Funktion dieses Komplementmodulators besteht also darin, die Aktivierung und Verstärkung 

des Komplementsystems gegen körpereigene Oberflächen zu blockieren. Ziel dieses Thera-

pieansatzes besteht daher darin, überschießende Komplementaktivierung nur im Falle re-

tinaler Schädigung zu mildern, um sekundäre Degeneration zu verhindern.  
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Abbildung 13: Rolle von Komplementfaktor H (FH) in der Komplementkaskade. Auf körpereigenen Oberflächen 
hemmt Komplementfaktor H die Bildung der C3-Konvertase des alternativen Aktivierungsweges und unterstützt 
den Komplementfaktor I-vermittelten Abbau von C3b zu iC3b. 

3.1.2 Validierung der Transduktionseffizienz der AAV-Konstrukte in vivo 

Die Überprüfung, ob die retinalen Müllerzellen erfolgreich transduziert worden waren, erfolg-

te anhand immunhistochemischer Färbung mit einem Antikörper gegen EGFP, welches alle 

drei Konstrukte als Reporter exprimieren sollten. Über die einzigartige Morphologie der Mül-

lerzellen konnte die erfolgreiche Expression des Reporters sowohl 3 als auch 14 Tage nach 

Virusinjektion bestätigt werden und zeigte sich beschränkt auf diesen Zelltyp sowie auf is-

chämische Augen (Abbildung 14), auch wenn die Qualität der Aufnahmen durch Färbearte-

fakte etwas eingeschränkt ist. Tiere, die lediglich den AAV ohne miniFH erhalten hatten 

(EGFP-Gruppe), zeigten hierbei eine stärkere EGFP-Expression als die Tiere der beiden 

miniFH-Behandlungsgruppen. Dies war zu erwarten, da die Transkription der EGFP-

Sequenz in diesem Fall nicht der Kontrolle der IRES-Sequenz unterlag.  
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Abbildung 14: Immunhistochemische EGFP-Färbung auf retinalen Gewebeschnitten mit DAPI-Gegenfärbung. 
Pfeile markieren Müllerzellen. GZS: Ganglienzellschicht. IKS: Innere Körnerschicht. ÄKS: Äußere Körnerschicht. 

3.1.3 Einfluss der miniFH-Überexpression auf die Müllerzellgliose 

GFAP (saures Gliafaserprotein, glial fibrillary acidic protein) ist ein Intermediärfilament, des-

sen vermehrte Expression in der Retina als Marker für Müllerzellgliose verwendet werden 

kann. Die Gliose von Müllerzellen ist eine unspezifische frühe und sensible Reaktion, die 

infolge verschiedenster retinaler Schädigungen auftritt (Bringmann & Reichenbach, 2001). 

Eine immunhistochemische Färbung auf retinalen Gewebeschnitten mit einem Antikörper 

gegen GFAP (Abbildung 15 A) sollte daher Effekte der miniFH-Behandlung auf das Ausmaß 

von retinaler Müllerzellgliose in Abhängigkeit vom Vorliegen der ischämischen Schädigung, 

aber auch nach intravitrealer Injektion der verschiedenen Vektoren im Kontrollauge untersu-

chen (siehe auch 2.2.5.2 Messung des GFAP-Signals). Ich konnte zeigen, dass es durch die 

Ischämie und Reperfusion zu einem starken Anstieg der GFAP-Immunfluoreszenz auf etwa 
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das Zehn- bis Zwanzigfache kam (Abbildung 15 B), allerdings war zu beiden Analysezeit-

punkten keine Reduktion unter Behandlung mit miniFH im Vergleich zur EGFP-Gruppe zu 

beobachten. Stattdessen waren sogar tendenziell höhere Intensitäten zu verzeichnen, wobei 

die Aussagekraft bei starker Streuung eingeschränkt ist. Bemerkenswert ist, dass die Intensi-

täten im Verlauf von 2 Wochen nicht wieder abnahmen, sondern weiter anstiegen.  

 

Abbildung 15: Müllerzellgliose nach Ischämie. A: Immunhistochemische GFAP-Färbung auf retinalen Gewebe-
schnitten mit Kern(-DAPI)-Gegenfärbung. B: Quantitative Analyse des GFAP-Immunfluoreszenzsignals in der IKS 
3 und 14 Tage nach Ischämie/ Virusinjektion. Im Balkendiagramm ist der Mittelwert ± SEM dargestellt. Pro Injekti-
onsgruppe und Zeitpunkt wurden jeweils n = 3-4 Tiere (schwarze Punkte) analysiert. Analyse statistisch signifi-
kanter Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. GZS: Ganglienzellschicht. IKS: Innere Körnerschicht. ÄKS: 
Äußere Körnerschicht. 3d: 3 Tage nach Ischämie/ Virusinjektion. 14d: 14 Tage nach Ischämie/ Virusinjektion. 
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Abbildung 16: Mikroglia-Aktivierung basierend auf Immunfluoreszenz-Signalintensität des Aktivierungsmarkers 
CD68. A: IBA-1/CD68-Kofärbung auf retinalen Gewebeschnitten. Eine vergrößerte Darstellung dieser Abbildung 
ist im Anhang A zu finden. B: Quantitative Auswertung der CD68-Immunfluoreszenz pro Mikroglia-Soma. Im Bal-
kendiagramm ist der Mittelwert ± SEM dargestellt. Es wurden jeweils n=8-24 Mikroglia von je 4-5 Tieren pro Injek-
tionsgruppe und Zeitpunkt analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. *: p < 
0,05. **: p < 0,01. ***: p < 0,001. ****: p < 0,0001. GZS: Ganglienzellschicht. IKS: Innere Körnerschicht. ÄKS: 
Äußere Körnerschicht.  
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Abbildung 17: Akkumulation von C3-Spaltprodukten in der Retina. A: Schematische Übersicht über die Spaltung 
von C3. Adaptiert nach Łukawska et al. (2018) und Biber et al. (2024). B: Immunhistochemische C3d/-
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Abbildung 18: Zelltodanalyse via TUNEL-Assay. A: TUNEL-Färbung auf retinalen Gewebeschnitten mit DAPI-
Gegenfärbung. B: Quantitative Auswertung TUNEL-positiver Zellkerne im Verhältnis zu DAPI-positiven Kernen 
pro 100 µm Retinabreite 3 und 14 Tage nach Ischämie/ Virusinjektion. Im Balkendiagramm ist der Mittelwert ± 
SEM dargestellt. Pro Injektionsgruppe und Zeitpunkt wurden jeweils n = 4-5 Tiere analysiert. Analyse statistisch 
signifikanter Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. GZS: Ganglienzellschicht. IPS: Innere plexiforme 
Schicht. IKS: Innere Körnerschicht. ÄPS: Äußere plexiforme Schicht. ÄKS: Äußere Körnerschicht. 
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färben sich mit diesem Antikörper Ganglienzellen und deplatzierte Amakrinzellen an (Lee et 

al., 2011), (Abbildung 21 A). 

3 Tage nach der Läsion/ Injektion hatten die Retinae der mit AAV_FH1-4^19-20- und 

AAV_EGFP-injizierten Tiere einen Verlust von etwa 50-60% der Calretinin-positiven Zellen zu 

verzeichnen (Abbildung 21B). In der Ganglienzellschicht stieg die Zellzahl unter AAV_1-

4^19-20 nach 14 Tagen wieder um durchschnittlich 25% an, während sie sich unter 

AAV_EGFP kaum veränderte. Die Mäuse, die AAV_1-7^19-20 erhalten hatten, zeigten hin-

gegen initial lediglich einen Verlust von 30%, die Zellzahl fiel im zeitlichen Verlauf dann wei-

ter leicht ab.  

Hinsichtlich der Amakrinzellen in der inneren Körnerschicht förderte diesmal die Variante 

AAV_FH1-4^19-20 ein besseres Zellüberleben 3 Tage nach Ischämie (Abbildung 21 B). Hier 

war ein etwa 10% geringerer Zellverlust im Vergleich zu den anderen beiden Behandlungs-

gruppen auffällig. Nach 14 Tagen kam es auch hier unter beiden miniFH-Varianten zu einem 

stärkeren Anstieg des Fluoreszenzsignals auf durchschnittlich 70-80% der Ausgangswerte, 

wobei auch die Tiere der EGFP-Gruppe einen leichten Wiederanstieg der Werte zu verzeich-

nen hatten. 
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3.2. Die ABCA4-/- RDH8-/--Maus – Charakterisierung eines langsamen, geneti-

schen Modells für Retinadegeneration 

3.2.1 Verstärkte, altersabhängige RPE-Autofluoreszenz bei ABCA4-/- RDH8-/--Mäusen 

Vor dem Hintergrund, dass eine messbar erhöhte Autofluoreszenz aufgrund von Akkumulati-

on von Bisretinoiden im retinalen Pigmentepithel (RPE) ein Charakteristikum in Stargardt-

Patienten ist und bereits in früheren Arbeiten auch im Mausmodell demonstriert werden 

konnte (siehe auch 1.4.2 Die ABCA4-/- RDH8-/- -Knockoutmaus als Modell einer langsamen 

Retinadegeneration), führte ich Autofluoreszenzmessungen auf Wholemount-Präparaten des 

retinalen Pigmentepithels durch. 

Hier konnte ich zeigen, dass in 4 Monate alten Mäusen kaum ein Unterschied zwischen  

RDH8-/--Single-Knockout- und ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Tieren zu verzeichnen war 

(Abbildung 23 A, siehe auch 2.2.5.3 Messung der RPE-Autofluoreszenz). Allerdings konnte 

bei beiden Genotypen ein signifikanter Anstieg der Autofluoreszenz im Alter von 9 Monaten 

im Vergleich zu 4 Monaten auf etwa das Doppelte beobachtet werden (Abbildung 23 B). Re-

tinae der ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Mäuse zeigten zum 9-Monats-Zeitpunkt signifi-

kant höhere Werte als die gleichaltrigen RDH8-/--Tiere; die Autofluoreszenzwerte waren hier 

durchschnittlich um 45% höher. Auch der prozentuale Anstieg über die Zeit war mit 160% bei 

den ABCA4-/- RDH8-/--Mäusen stärker ausgeprägt als bei den RDH8-/--Mäusen, welche eine 

Zunahme der Autofluoreszenzwerte um 100% zeigten. 

 

Abbildung 23: Messung der Autofluoreszenz im Wholemount-Präparat des retinalen Pigmentepithels von 4 und 9 
Monate alten ABCA4

-/-
 RDH8

-/-
-Doppel-Knockout-Mäusen im Vergleich zum RDH8

-/-
-Single-Knockout, der als 

Kontrolle diente. A: Repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahme von autofluoreszenten RPE- Wholemount-
Präparaten. B: Quantitative Analyse der RPE-Autofluoreszenz. Im Balkendiagramm ist der Mittelwert ± SEM dar-
gestellt. Pro Genotyp und Alter wurden n=6-9 Tiere analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede gemäß Mann-
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nicht nachweislich. Hinsichtlich der Mikroglia-Zellzahl war in beiden Retinaabschnitten kein 

signifikanter Unterschied zwischen RDH8-/--Single-Knockout-Mäusen und ABCA4-/- RDH8-/--

Doppel-Knockout-Mäusen nachzuweisen.  

Generell ist anzumerken, dass Mikroglia in den äußeren Schichten der Netzhaut in geringe-

rer Zahl und in einer stärker ramifizierten, d.h. möglicherweise weniger aktivierten Form vor-

kommen.  
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Abbildung 25: Morphometrische Analyse der Retinae von ABCA4
-/-

 RDH8
-/-

-Doppel-Knockout-Mäusen im Ver-
gleich zu RDH8

-/-
-Single-Knockout-Mäusen im Alter von 4 und 9 Monaten. A: Repräsentative konfokal-

mikroskopische Aufnahmen der DAPI-Färbung in retinalen Sagittalschnitten. B: Auszählung DAPI-positiver Zell-
kerne pro 50 µm Retinabreite. C: Ausmessung der Schichtdicke der inneren Körnerschicht. D: Quantitative Analy-
se der Schichtdicken der plexiformen Schichten als Ausdruck synaptischer Integrität. B-D: Im Balkendiagramm ist 
der Mittelwert ± SEM dargestellt. Pro Genotyp und Alter wurden n=6-10 Tiere analysiert. Statistisch signifikante 
Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. *: p < 0,05. **: p < 0,01. ***: p < 0,001. 4 Mo: 4 Monate alt. 9 Mo: 9 
Monate alt. GZS: Ganglienzellschicht; IPS: innere plexiforme Schicht; IKS: innere Körnerschicht; ÄPS: äußere 
plexiforme Schicht; ÄKS: äußere Körnerschicht. 

3.2.4 Retinale Veränderungen nach Exposition gegenüber verschiedenen Lichtbedingungen 

bei 9 Monate alten Tieren 

Bei 9 Monate alten Mäusen erfolgte zusätzlich eine Differenzierung zwischen Tieren, deren 

Käfige sich während der Haltung an lichtexponierten Orten (oberste Reihe im Regal) befan-

den, und solchen, in deren Käfigen lagerungsbedingt der Lichteinfall geringer war (unterste 

Reihe im Regal). Tiere mit höherer Lichtexposition zeigten im Mittel höhere RPE-
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Autofluoreszenz-Werte als Tiere mit niedriger Lichtexposition (Abbildung 26 A, B), wobei 

ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Mäuse konsistent höhere Werte aufwiesen. Der Unter-

schied zwischen den Genotypen war jedoch nicht signifikant.  

 

Abbildung 26: Messung der Autofluoreszenz in Wholemount-Präparaten des retinalen Pigmentepithels von  
ABCA4

-/-
 RDH8

-/-
-Doppel-Knockout-Tieren im Vergleich zum RDH8

-/-
-Single-Knockout nach Haltung bei hoher 

und niedriger Lichtexposition. A: Repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahmen von autofluoreszenten RPE-
Wholemount-Präparaten. B: Quantitative Analyse der RPE-Autofluoreszenz. Im Balkendiagramm ist der Mittel-
wert ± SEM dargestellt. Pro Genotyp und Lichtbedingung wurden n=2-7 Tiere analysiert. Statistisch signifikante 
Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. *: p < 0,05. ADE: arbiträre digitale Einheit. 

Eine höhere Lichtexposition führte in der inneren und der äußeren Retina insbesondere bei 

den RDH8-/--Single-Knockout-Mäusen zu einem durchschnittlich 1,5-fachen Anstieg der 

Mikroglia-Zellzahl (Abbildung 27 A, B). Ein ähnlicher Einfluss der Lichtexposition zeigte sich 

in den Messungen der Somagröße und der Gesamtfläche, die Mikroglia im Gewebe einnah-

men, nur bei den RDH8-/--Single-Knockout-Mäusen und speziell in der inneren Retina. Hier 

konnte durchschnittlich eine Zunahme der Somagröße um 43% (Abbildung 27 C) und eine 

Abnahme der Gesamtfläche um 52% (Abbildung 27 D) im Vergleich zu den entsprechenden 

Tieren unter geringerer Belichtung registriert werden. Die Veränderungen dieser drei Para-

meter lassen auf einen verstärkten Aktivierungszustand der Mikroglia unter höherer Lichtex-
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position schließen. Bei den ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Tieren konnte eine solche 

Korrelation nur in der äußeren Retina beobachtet werden, jedoch waren die Unterschiede 

nicht signifikant (Abbildung 27).  

Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen unter vergleichbaren Lichtbedingun-

gen waren hauptsächlich in der inneren Retina unter niedrigerer Lichtexposition zu beobach-

ten. Bei niedrigerer Lichtexposition kamen Mikroglia in den ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-

Knockout-Retinae mit etwa doppelt so großem Soma und halb so großer Gesamtfläche wie 

bei RDH8-/--Mäusen vor (Abbildung 27 C). Diese Unterschiede weisen darauf hin, dass die 

Mikroglia bei ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Mäusen einen stärkeren Aktivierungszu-

stand als jene bei RDH8-/--Single-Knockout-Mäusen aufweisen, allerdings war es noch zu 

keinem Anstieg der Zellzahl gekommen (Abbildung 27 B). Diese war unter höherer Lichtex-

position in der inneren Retina mit 30% Unterschied sogar signifikant niedriger als bei RDH8-/-

-Single-Knockout-Mäusen (Abbildung 27 B). 

Bemerkenswert ist, dass bei Tieren mit ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout unter niedriger 

Lichtexposition keine Mikroglia in den äußeren Abschnitten der Retina zu verzeichnen waren, 

weshalb in diesen äußeren Abschnitten der Retina auch kein Vergleich zwischen den Geno-

typen bei niedriger Lichtexposition möglich war (Abbildung 27 B). Hier betrug die Somafläche 

bei höherer Lichtexposition 120% mehr bei ABCA4-/- RDH8-/--Doppel-Knockout-Tieren als bei 

Tieren mit RDH8-/--Single-Knockout-Hintergrund (Abbildung 27 C). Hinsichtlich der weiteren 

untersuchten Parameter stellten sich bei großen Varianzen keine weiteren signifikanten Un-

terschiede zwischen den beiden Genotypen dar. 
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Abbildung 27: Mikroglia-Aktivierung unter verschiedenen Lichtbedingungen im 9 Monate alten ABCA4
-/-

 RDH8
-/-

-
Doppel-Knockout- im Vergleich zum RDH8

-/-
-Single-Knockout-Mausmodell. A: Immunhistochemische IBA-1-

Färbung auf retinalen Wholemount-Präparaten. Eine vergrößerte Darstellung von Abbildung 27 A ist im Anhang E 
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zu finden. B: Auszählung der Mikroglia pro Scan-Feld (etwa 0,2 mm
2
). C: Quantitative Analyse der Somafläche 

pro Mikrogliazelle. D: Quantitative Auswertung der Gesamtfläche, die pro Mikrogliazelle eingenommen wird. B-D: 
Im Balkendiagramm ist der Mittelwert ± SEM dargestellt. Es wurden jeweils n=1-10 Mikroglia bei 2-8 Tieren pro 
Genotyp und Lichtbedingung analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. *: p < 
0,05. **: p < 0,01. ***: p < 0,001. ****: p < 0,0001. 

Eine erhöhte Lichtexposition war bei beiden Genotypen nicht mit einem Verlust an Zellkernen 

oder der retinalen Schichtdicke assoziiert (Abbildung 28). Auch nach Differenzierung bezüg-

lich der Lichtbedingungen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden 

Genotypen festgestellt werden. 

 

 

Abbildung 28: Morphometrische Analyse von 9 Monate alten ABCA4
-/-

 RDH8
-/-

-Doppel-Knockout-Mäusen im Ver-
gleich zu RDH8

-/-
-Single-Knockout-Mäusen unter verschiedenen Lichtbedingungen. A: Repräsentative konfokal- 
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mikroskopische Aufnahmen der DAPI-Färbung in sagittalen Schnitten der zentralen Retina. B: Auszählung DAPI-
positiver Zellkerne pro 50 µm Retinabreite. C: Ausmessung der Schichtdicke der inneren Körnerschicht. D: Quan-
titative Analyse der Schichtdicken der plexiformen Schichten als Ausdruck synaptischer Integrität. B-D: Im Bal-
kendiagramm ist der Mittelwert ± SEM dargestellt. Pro Genotyp und Lichtbedingung wurden n=2-8 Tiere analy-
siert. Analyse statistisch signifikanter Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. 

3.2.5 Morphometrische Auswertung der 9 Monate alten Tiere differenziert nach Netzhautare-

alen: Nachweis lokaler Unterschiede der Netzhautdegeneration 

Es konnten keine Unterschiede in der Ausprägung der Degeneration zwischen superioren 

und inferioren Netzhautarealen festgestellt werden (Abbildung 29). Beim Vergleich der inferi-

oren Retinaabschnitte wiesen ABCA4-/- RDH8-/--Mäuse jedoch eine um 20% geringere Zahl 

DAPI-positiver Zellkerne in der äußeren Körnerschicht sowie eine um 16% geringere 

Schichtdicke der inneren plexiformen Schicht als RDH8-/--Tiere auf (Abbildung 29 A). Die 

bereits beschriebenen Tendenzen zu reduzierter Zellkernzahl und Schichtdicke bei ABCA4-/- 

RDH8-/--Doppel-Knockout-Mäusen (Abbildung 25) werden hier bestätigt, die Unterschiede 

waren abgesehen von den beschriebenen Fällen jedoch auch nach lokaler Differenzierung 

der Retinaabschnitte nicht signifikant. 

 

Abbildung 29: Vergleich von superior und inferior des Nervus opticus gelegenen Retinaabschnitten im Abstand 
von etwa 200 µm zum Sehnerv in 9 Monate alten ABCA4

-/-
 RDH8

-/-
-Doppel-Knockout- und RDH8

-/-
-Single-

Knockout-Mäusen. A: Vergleich der Anzahl DAPI-positiver Zellkerne pro 50 µm Retinadicke. B: Ausmessung der 
Schichtdicke der inneren Körnerschicht. C: Quantitative Analyse der Schichtdicken der plexiformen Schichten. A-
D: Im Balkendiagramm ist der Mittelwert ± SEM dargestellt. Pro Genotyp wurden n=7-10 Tiere analysiert. Statis-
tisch signifikante Unterschiede gemäß Mann-Whitney U-Test. *: p < 0,05. 
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ben war (Abcouwer et al., 2021). Von 3 auf 14 Tage kam es zu einem Rückgang der CD68-

Intensität. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit dem Befund unserer Arbeit über die 

postischämische Zunahme der Anzahl IBA-1-positiver Mikroglia, welche nach 14 Tagen be-

reits wieder abebbte (Biber et al., 2024). Aus Experimenten an Gehirnen von Ratten ist be-

kannt, dass die IBA-1/AIF-1-Expression 3,5 Stunden nach Wiedereröffnung der okkludierten 

Arteria cerebri media ansteigt und ihren Höhepunkt nach sieben Tagen erreicht (Ito et al., 

2001). Zu diesem Zeitpunkt finden sich auch die meisten IBA-1-positiven Mikrogliazellen (Ito 

et al., 2001). Nach 14 Tagen kommt es zur Abnahme der Werte (Ito et al., 2001). Ich konnte 

zeigen, dass die Tiere der beiden miniFH-Behandlungsgruppen bereits 3 Tage nach Läsion 

signifikant niedrigere CD68-Immunfluoreszenz-Intensitäten aufwiesen als die Mäuse der Be-

handlungsgruppe EGFP. Nach 14 Tagen kam es in der Gruppe FH1-4^19-20 zu einem 

Rückgang des Aktivierungsparameters bis fast auf das Niveau nichtischämischer Kontrollau-

gen und damit auf signifikant niedrigere Werte als in den anderen beiden Behandlungsgrup-

pen. Mikroglia exprimieren insbesondere den Komplementrezeptor 3 CR3 (CD11b/CD18), 

über welchen iC3b und C3dg detektiert und Phagozytose und Mikroglia-Aktivierung reguliert 

werden (Kim et al., 2021). Infolge von Läsionen verschiedener Art wird die Expression von 

CR3 hochreguliert (Streit et al., 1999). Die deutlichen Ergebnisse in Hinblick auf Mikroglia-

Aktivierung sind in diesem Sinne nicht überraschend, sondern legen nahe, dass Mikroglia 

schneller und empfindlicher auf Veränderungen in der Komplementhomöostase reagieren 

könnten als Müllerzellen.  

Des Weiteren weisen die Daten meiner Kollegen darauf hin, dass die AIF-1-mRNA-

Expression gemäß qPRC-Analyse bei Tieren, die mit FH1-4^19-20 behandelt worden waren, 

14 Tage nach Läsion signifikant niedriger war als bei den Vergleichstieren, denen der Kon-

trollvektor injiziert worden war (Biber et al., 2024). AIF-1 (allograft inflammatory factor-1) ist 

auch bekannt als IBA-1 (Deininger et al., 2002).  

Mithilfe einer immunhistochemischen GFAP-/C3d-Kofärbung konnte ich Ablagerungen von 

C3-Spaltprodukten in Müllerzellendfüßen zeigen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Er-

kenntnissen bei Schäfer at al. (2017), die im Mausmodell mit akutem und anhaltendem 

Lichtschaden ebenfalls eine Kolokalisierung der C3d- und GFAP-Signale feststellten. Meine 

quantitative Analyse des Signals dokumentiert eine postischämische Zunahme von C3-

Spaltprodukten, welche nach 14 Tagen wieder zurückging. Zudem fand ich Hinweise auf ge-

ringere C3-Ablagerungen in den Gruppen FH1-4^19-20 und FH1-7^19-20 im Vergleich zur 

Gruppe EGFP nach 14 Tagen. Die Unterschiede waren auch zum 14-Tages-Zeitpunkt nach-

weisbar, aber nicht signifikant. Für die Gruppe FH1-4^19-20 zeigte sich eine signifikante Re-

duktion der C3-Ablagerung sogar bereits nach 3 Tagen. Hier schien überdies die initiale post-

ischämische Komplement-„Flut“ deutlich abgemildert worden zu sein, da die Werte ver-

gleichbar mit jenen der nicht-ischämischen Kontrollaugen waren. Dies unterstützt unsere 
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4.3 Andere Retinadegenerationsmodelle mit Angriffspunkt Komplementsystem 

Verschiedene therapeutische Ansätze für AMD greifen in das Komplementsystem ein. Hier 

sei beispielsweise auf die Arbeit von Cashman et al. verwiesen, in der gezeigt werden konn-

te, dass sich die AAV-vermittelte Expression von Komplementfaktor H in einem Mausmodell 

für retinale Degeneration im Rahmen einer C3-Überexpression protektiv auf Photorezeptoren 

und RPE auswirkte (Cashman et al., 2015). Weitere Arbeiten berichteten von reduziertem 

Ganglienzellsterben und verminderter Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC) im 

Diabetesmodell der Maus nach okulärer Applikation des Komplementinhibitors CD59 (Adhi et 

al., 2013). Die Arbeitsgruppe Rohrer stellte dar, dass die intraperitoneale Injektion eines Fu-

sionsproteins aus FH und einem Komplementrezeptor in einem Zigarettenrauch-Mausmodell 

die Ausdünnung der Retina verminderte und vor typischen morphologischen Veränderungen 

des RPEs und der Bruchmembran schütze (Woodell et al., 2016). In einer weiteren Arbeit 

demonstrierte sie ähnliche Effekte für die Kombination von FH mit einem Autoantikörper, der 

Neoepitope nach retinaler Schädigung detektiert (Annamalai, 2021). Gemeinsam ist diesen 

Ansätzen der Versuch, Komplementinhibition auf Situationen und Lokalisationen überschie-

ßender Komplementaktivierung zu begrenzen, um die normale Komplementhomöostase 

nicht zu beeinträchtigen. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Ansatz setzt dazu einen 

GFAP-Promotor ein, sodass die Expression des Komplementinhibitors auf den Zustand der 

Müllerzellgliose im Falle retinaler Stresssitutationen limitiert ist. Die funktionellen Domänen 

des Faktors H wurden so ausgesucht, dass die Fähigkeit zur Erkennung körpereigener 

Strukturen in miniFH erhalten bleibt, um die Opsonierung und Elimination von Pathogenen 

nicht zu beeinträchtigen und somit physiologische Funktionen des Komplementsystems 

möglichst unberührt zu lassen.  

Dass die Expression von humanem Komplementfaktor H Wirkung in der Mausretina zeigt, 

bestätigt die Arbeit von Ding et al. (2015). Hier konnte gezeigt werden, dass transgene FH-/--

Knockoutmäuse, die humanes FH exprimierten, dosisabhängig geringere Aktivierung des 

alternativen Aktivierungsweges des Komplementsystems sowie besser erhaltene Photore-

zeptorschichten bei verbesserter visueller Funktion im Vergleich zu FH-/--Knockoutmäusen 

ohne humanes FH präsentierten (Ding et al., 2015). 

Angriffspunkte der experimentellen Pharmakotherapie bei AMD in Bezug auf das Komple-

mentsystem sind vielseitig. Inhibitoren gegen die Komplementfaktoren D (Lampalizumab) 

und I (GT005) sowie einige C5-Inhibitoren (Eculizumab und LFG316) verfehlten in Phase II- 

und Phase III-Studien ihre klinischen Endpunkte in Bezug auf AMD und geographische Atro-

phie (ClinicalTrials.gov-IDs: NCT02247479, NCT02247531, NCT04437368, NCT00935883, 

NCT01624636), (Deutsches Ärzteblatt, 2017), (Novartis, 2023), (Yehoshua et al., 2014), 

(Novartis, 2016). Präklinische Studien untersuchen zudem Therapiemöglichkeiten mit Anti-



https://clinicaltrials.gov/show/NCT03525613
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03525600
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al., 2015), wodurch diese Stellen am ehesten zur Beurteilung der AMD-Entwicklung heran-

gezogen werden könnten.  

 

Abbildung 30: Vergleich der Photorezeptordichte in der menschlichen (links) und Mausretina (rechts). Adaptiert 
nach Grunert & Martin (2020). Mausretinae (rechts) besitzen keine Makula und zeigen daher eine andere Vertei-
lung zwischen Stäbchen und Zapfen. Während die humane Retina durch eine erhebliche Diskrepanz in den Dich-
ten der beiden Photorezeptorarten zwischen zentralen und peripheren Anteilen gekennzeichnet ist, ändern sich 
die Dichten von Zapfen und Stäbchen von zentral nach peripher kaum. Allerdings sind die Stäbchen hier insbe-
sondere in den peripheren Anteilen der Retina deutlich dichter verteilt. 

Beide Spezies zeigen eine Ausdünnung der Bruchmembran nach zentral (Volland et al., 

2015), die hier auch poröser ist (Chong et al., 2005), was essenziell zu ihrer Funktion im 

Austausch verschiedenster Moleküle zwischen RPE und Choroid beiträgt, diese Region aber 

auch anfälliger für die Entwicklung einer AMD, beispielsweise über die Entstehung von Neo-

vaskularisationen macht (Volland et al., 2015). Allerdings ist der Gradient zwischen zentralen 

und peripheren Abschnitten bei Menschen deutlich größer als bei Mäusen (Volland et al., 

2015).  

Durch die erhöhte Photorezeptordichte bei Mäusen ergibt sich hingegen ein erhöhter Um-

fang zu phagozytierender Außensegmente für das RPE, wodurch sie eine größere Dispositi-

on für Ineffektivitäten in diesem Prozess aufweisen, was beim Menschen zu Akkumulation 

von Stoffwechselprodukten und damit zur Entstehung von Makuladegeneration beitragen 

kann (Volland et al., 2015).  

(ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; 

ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov; ClinicalTrials.gov) 
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Anhang  

Anhang A: Vergrößerte Darstellung von Abbildung 16 A  
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Anhang B: Vergrößerte Darstellung von Abbildung 17 B 
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Anhang C: Vergrößerte Darstellung von Abbildung 22 
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Anhang D: Vergrößerte Darstellung von Abbildung 24 A 
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Anhang E: Vergrößerte Darstellung von Abbildung 27 A 
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