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1. Einleitung  

Der Sehsinn ist beim Menschen der dominante der fünf Sinne. Ein Verlust dieses Sinnes 

bedeutet für die Betroffenen zumeist einen großen Verlust von Lebensqualität. Neben 

Verletzungen am Auge sind vor allem genetisch bedingte Erkrankungen wie degenerative 

Netzhauterkrankungen die Ursache für einen solchen Visusverlust. Die Forschung an der 

Heilung oder zumindest am Aufhalten solcher Degenerationen ist in den letzten Jahren 

immer weiter vorangeschritten und wurde vor allem durch die Entwicklung neuer 

Gentherapien vorangetrieben. Um solche neuartigen Therapien zu testen, werden in der 

Regel zunächst in vitro Modelle zurate gezogen, bevor in vivo Tierversuche und 

schließlich klinische Studien durchgeführt werden. In dieser Arbeit sollen porcine 

organotypische Langzeit-Retinakulturen als Intermediärmodell zwischen in vitro und in 

vivo Versuchen entwickelt werden, welche zum einen die Bedingungen im menschlichen 

Auge gut abbilden und zum anderen einfach, kostengünstig und ohne zu großen 

Zeitaufwand angewendet werden können. Das Schweineauge ist für Studien zum 

menschlichen Auge ein sehr gutes Modell, da es unter anderem ebenfalls eine 

zapfenreiche Region enthält, was bei anderen Spezies nicht der Fall ist. Aus diesem Grund 

können auch Therapieansätze gegen degenerative Netzhauterkrankungen besonders gut 

am Schwein erforscht werden. Ein positiver Nebeneffekt ist die Konformität der 

Retinakultur mit Russell und Burchs 3R-Prinzip von 1959, nach dem Tierversuche 

reduziert, verbessert oder komplett ersetzt werden sollen (Russell und Burch 1959).  

1.1 Allgemeiner Aufbau des Wirbeltierauges 

Das Auge ist bei allen Wirbeltieren ähnlich aufgebaut, sie alle besitzen Linsenaugen. 

Diese werden in den vorderen physikalisch-optischen Teil und den hinteren rezeptiven 

Teil analog zu ihrer Funktion aufgeteilt. Zudem unterscheidet man zwischen innerer, 

mittlerer und äußerer Augenhaut, deren Klassifizierung sich durch die 

Embryonalentwicklung ergibt. Strukturen der inneren Augenhaut entspringen dem 

Neuroektoderm, die der mittleren und äußeren Augenhaut dem Kopfmesenchym 

(Lüllmann-Rauch und Asan 2019). Das menschliche Auge besitzt mit der Fovea centralis 

eine Besonderheit, die so sonst nur noch bei anderen Primaten zu finden ist. Die Fovea 

centralis des menschlichen Auges enthält nur Zapfen-Photorezeptoren, die jeweils 1:1 

mit Ganglienzellen verschaltet sind und ist damit der Punkt des schärfsten Sehens 

(Lüllmann-Rauch und Asan 2019). 
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Abbildung 1: Schema eines Sagittalschnittes durch den humanen Bulbus.  

Erstellt mit biorender.com. 

 

1.2 Aufbau der Retina 

Unter Retina versteht sich in dieser Arbeit das Stratum nervosum der Netzhaut (Pars 

optica retinae), also der lichtempfindliche Teil ohne Pigmentepithel (Stratum 

pigmentosum).  

Die Retina ist der Teil des Auges, welcher einfallendes Licht in Nervenimpulse 

umwandelt und die ersten drei Neurone der Sehbahn enthält. Sie kann in sieben Schichten 

eingeteilt werden, wobei diese Schichtung dadurch zustande kommt, dass gleiche 

Bestandteile der Neuronen auf ähnlicher Höhe liegen und dadurch sichtbare Schichten 

ergeben (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Veleri et al. 2015). Die Schicht der 

Photorezeptoren wird gebildet aus den Innen- und Außensegmenten (inner segments, IS 

und outer segments, OS), während die Perikaryen der Zapfen und Stäbchen in der äußeren 

Körnerschicht (outer nuclear layer, ONL) lokalisiert sind. Die darauf folgende äußere 

plexiforme Schicht (outer plexiform layer, OPL) enthält die synaptischen Verschaltungen 

zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen sowie Horizontalzellen. In der inneren 

Körnerschicht (inner nuclear layer, INL) finden sich die Perikaryen von Bipolar-, 

Horizontal-, Amakrin- sowie Müllerzellen wieder. Wie auch in der OPL besteht die 

innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer, IPL) aus synaptischen Verschaltungen, 

in dem Fall zwischen Bipolar- und Ganglienzellen, sowie Amakrinzellen. In der 

Ganglienzellschicht (ganglion cell layer, GCL) befinden sich die Perikaryen der 
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Ganglienzellen und der verlagerten Amakrinzellen (Dyer und Cepko 2001; Lüllmann-

Rauch und Asan 2019).  

 

Abbildung 2: Aufbau der Retina. 

A: Schematische Darstellung der Hauptzelltypen der Wirbeltierretina. Erstellt mit biorender.com B: 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung eines Mausretina-Schnittes. RPE = Retinales Pigmentepithel, OS = 

Außensegmente der Photorezeptoren, IS = Innensegmente der Photorezeptoren, ONL = äußere 

Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere plexiforme 

Schicht, GCL = Ganglienzellschicht. (Veleri et al. 2015 © 2015. Published by The Company of Biologists 

Ltd) 

 

1.2.1 Photorezeptorzellen 

Die Photorezeptoren der Retina wandeln das einfallende Licht durch eine 

Konformationsänderung von 11-cis-Retinal in Rezeptorpotentiale um. Diese werden 

dann durch das retinale Netzwerk und schließlich über den Sehnerv zum Gehirn 

weitergeleitet. Es gibt zwei verschiedene Typen Photorezeptoren - Stäbchen und Zapfen. 

Stäbchen sind für das Hell-Dunkel-Sehen verantwortlich. Zapfen werden aufgrund der 

enthaltenen Opsin-Moleküle und deren Absorptionsmaxima in verschiedene Typen 

aufgeteilt und sind für das Tages- und Farbsehen verantwortlich. Der Mensch besitzt drei 
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unterschiedlich Zapfentypen, das Schwein zwei. Photorezeptoren bestehen aus Innen- 

und Außensegmenten, die über das Connecting Cilium miteinander verbunden sind. Das 

Außensegment enthält sogenannte Disks, die wiederum Rhodopsin enthalten. Bis zu zehn 

Prozent dieser werden pro Tag abgestoßen und phagozytiert, weshalb das gesamte 

Außensegment in etwa zehn bis 15 Tagen komplett erneuert wird (Veleri et al. 2015).  

1.2.2 Horizontalzellen 

Horizontalzellen sind in der OPL lokalisiert und sorgen als inhibitorische Interneurone 

für eine laterale Inhibition der Signale zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen 

(Demb und Singer 2015). Bei fast allen tagaktiven Spezies gibt es mindestens zwei 

verschiedene Subtypen von Horizontalzellen, ein Subtyp besitzt Axone und einer nicht 

(Boije et al. 2016). Horizontalzellen sind zudem eventuell einer der initialen Zelltypen, 

aus denen ein Retinoblastom entstehen kann, da sie trotz bereits abgeschlossener 

Differenzierung wieder in den Zellzyklus eintreten und unkontrolliert entarten können, 

während sie ihre differenzierte Form beibehalten (Ajioka et al. 2007; Boije et al. 2016). 

1.2.3 Bipolarzellen 

Retinale Bipolarzellen sind Interneurone und können in Stäbchen- und Zapfen-

Bipolarzellen unterteilt werden, wobei es nur einen Typ Stäbchen-Bipolarzellen und 

mehrere Typen Zapfen-Bipolarzellen gibt (Grünert und Martin 2020). Die Bipolarzellen 

sind die Interneurone zwischen Photorezeptoren und Ganglienzellen und werden lateral 

sowohl durch Horizontal- als auch durch Amakrinzellen verschaltet. Die hier wichtigen 

Stäbchen-Bipolarzellen sind ON-Bipolarzellen, depolarisieren also bei Lichteinfall und 

aktivieren die nachfolgenden Ganglienzellen (Grünert und Martin 2020). Stäbchen-

Bipolarzellen fassen die Signale von bis zu vierzig Stäbchen-Photorezeptoren zusammen 

und leiten diese weiter (Lüllmann-Rauch und Asan 2019). 

1.2.4 Gliazellen 

In der Säugetierretina gibt es drei verschiedene Typen Gliazellen. Den überwiegenden 

Anteil machen Müllerzellen aus, gefolgt von Astrozyten und Mikroglia (Vecino et al. 

2016).  

Müllerzellen gehören zu den Makroglia und ihr Zellkörper befinden sich in der INL. Ihre 

Fortsätze spannen radial fast über die gesamte Retina von der äußeren bis hin zur inneren 

limitierenden Membran (Lüllmann-Rauch und Asan 2019). Unter anderem sind sie an der 

Organisation der Blut-Retina-Schranke beteiligt (Reichenbach und Robinson 1995). 
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Astrozyten gehören auch zu den Makroglia und sind unter anderem für Vaskularisation 

und das Aufrechterhalten der Blut-Retina-Schranke verantwortlich. Ihre Fortsätze reichen 

sowohl zu den Axonen der Ganglienzellen als auch zu den retinalen Gefäßen (Vecino et 

al. 2016).  

Mikroglia sind sehr langlebig und helfen bei der generellen Aufrechterhaltung der Retina. 

Sie sind an Immunantworten beteiligt und spielen zum Beispiel eine Rolle bei der 

Phagozytose (Thanos et al. 1994; Vecino et al. 2016).  

1.2.5 Ganglienzellen 

Die retinalen Ganglienzellen sind schließlich für die Signalweiterleitung zum 

Zwischenhirn über den optischen Nerv zuständig. Ihre Perikaryen sind in der 

Ganglienzellschicht zu finden und es gibt ON- und OFF-Ganglienzellen sowie 

verschiedene Subtypen (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Corral-Domenge et al. 2022). 

Klinisch relevant sind retinale Ganglienzellen, weil ihr Degeneration eine Rolle bei der 

Entwicklung eines Glaukoms und der Leberschen hereditären optischen Neuropathie 

(LHON) spielt (Casson et al. 2012; Spiegel und Sadun 2022).  

1.3 Vergleich zwischen humanem und porcinem Auge 

Vergleicht man die für diese Arbeit relevanten Augen von Mensch und Schwein, fällt 

zunächst auf, dass beide mit einem anterioposterioren Durchmesser von etwa 24 mm die 

gleiche Größe besitzen (Sanchez et al. 2011). Auch die grobe Morphologie gleicht sich 

stark, weshalb Abbildung 1 lediglich das menschliche Auge zeigt. Der wohl größte 

Unterschied besteht darin, dass das porcine Auge anders als das humane keine Fovea 

centralis besitzt, sondern einen horizontalen Streifen in der Netzhaut (Area centralis), in 

dem das Zapfen-Stäbchen-Verhältnis bei etwa 1:3 bis 1:5 liegt (Mussolino et al. 2011; 

Slijkerman et al. 2015). Da das Schweineauge die Besonderheit der Fovea centralis 

dadurch gut abbilden kann, ist es ein besonders geeignetes Modell im Gegensatz zu 

anderen Spezies, wie zum Beispiel Mäusen, die zu den nachtaktiven Spezies gehören und 

daher eine anders aufgebaute Retina besitzen.  

Alles zusammen genommen ist das Schweineauge also ein sehr gutes Modell für die 

Forschung zu humanen Augenerkrankungen, da es neben der anatomischen Eignung auch 

vergleichsweise einfach erhältlich ist und die bürokratischen Hürden nicht so hoch sind, 

wie beispielsweise bei nicht humanen Primaten.  
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1.4 Retinale Degeneration und Therapieansätze 

1.4.1 Degenerative Vorgänge 

Die retinale Degeneration kann grundsätzlich in vier Phasen eingeteilt werden, in denen 

jeweils unterschiedliche Umbauvorgänge vonstattengehen. In der ersten Phase sieht die 

Retina strukturell noch intakt aus, die Photorezeptoren zeigen jedoch schon frühe 

Anzeichen von Stress (Cuenca et al. 2014; Jones et al. 2016). Die zweite Phase ist von 

Photorezeptor-Verlust geprägt und zudem zeigt sich hier ein Umbau von Gliazellen 

(Gliose) und der neuronalen Verschaltung. In den Zellkernen zeigt sich eine Verdichtung 

des Chromatins und sie verlieren ihre runde Form nach und nach und werden pyknotisch 

(Charteris et al. 2007). In der dritten Phase kommt es dann zum Zelltod weiterer Zelltypen 

wie der Zapfen, fortgeschrittener Gliose und der Migration von Zellen in andere 

Schichten. Die Dicke der Retina verringert sich deutlich. Charakteristisch für die vierte 

Phase ist der Verlust sämtlicher Photorezeptoren, was klinisch auch mit dem kompletten 

Verlust der Sehkraft einhergeht. Zudem verfällt die Blut-Retina-Schranke, da das RPE 

sowie choroidale Gefäße in die anderen Schichten der Retina migrieren (Marc und Jones 

2003; Jones und Marc 2005). 
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Abbildung 3: Die vier Phasen der neurodegenerativen Vorgänge in der Netzhaut. 

In Phase eins zeigen sich keine signifikanten Veränderungen in Morphologie und Funktion. Die zweite 

Phase beinhaltet den Verlust von Stäbchen sowie die Aktivierung von Gliazellen und den Verlust von Zell-

Zell-Interaktionen. Phase drei wird charakterisiert durch den Zelltod von Zapfen, fortgeschrittene Gliose 

und Abnahme der Retinadicke. In Phase vier kommt es zum Verlust aller Photorezeptoren, der 

Translokation von Amakrin- und Bipolarzellen und einer Remodellierung der retinalen Schichten. RPE = 

Retinales Pigmentepithel, OS = Außensegmente der Photorezeptoren, IS = Innensegmente der 

Photorezeptoren, ONL = äußere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere 

Körnerschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht (Cuenca et al. 2014 © 2014 

Elsevier Ltd. All rights reserved, Lizenznummer 5440111065638). 

 

1.4.2 Erkrankungen 

Erbliche Netzhautdystrophien sind einzeln betrachtet selten auftretende Erkrankungen, 

die in ihrer Gesamtheit aber etwa zwei Millionen Menschen betreffen. Die Schwierigkeit 

bei der Entwicklung einer Behandlung ist, dass die Gruppe der Netzhautdystrophien nicht 

nur in ihren Symptomen sondern auch mit fast 300 betroffenen Genen sehr heterogen ist. 

Zudem gibt es pro Gen noch mehrere krankheitsauslösende Mutationen, derzeit sind etwa 

10.000 davon bekannt (Pulman et al. 2022). Retinadystrophien sind dadurch klassifiziert, 

dass die graduelle Degeneration von Photorezeptoren bei Betroffenen zu einer 
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Verschlechterung der Sehkraft und schlussendlich zu Blindheit führt. Je nachdem, ob 

Zapfen oder Stäbchen zuerst degenerieren, spricht man von Zapfen-Stäbchen- oder 

Stäbchen-Zapfen-Dystrophien. Degenerieren nur die Zapfen-Photorezeptoren, liegt 

hingegen eine reine Zapfen-Dystrophie vor (Cheng und Punzo 2022).  

Als Beispiele für vererbbare retinale Erkrankungen sind unter anderem altersbedingte 

Makuladegeneration (AMD), Lebersche kongenitale Amaurose (LCA), Retinitis 

Pigmentosa (RP) oder Morbus Stargardt zu nennen. Die meisten erblichen 

Retinadystrophien manifestieren sich bereits im Jugendalter, manche, wie AMD, sind 

aber auch mit höherem Alter assoziiert.  

1.4.3 Therapiemöglichkeiten 

Betroffene von erblichen Retinadystrophien werden meist nur wegen ihrer Symptome 

behandelt, eine Heilungschance besteht zur Zeit noch nicht. Da das Auge aber einen 

hervorragenden Angriffspunkt für gentherapeutische Ansätze bietet, wurde und wird 

immer weiter in diese Richtung geforscht. Das Auge eignet sich deshalb so gut, weil es 

leicht zugänglich und durch die Blut-Retina-Schranke immunprivilegiert ist. Die meisten 

Eingriffe sind non- oder minimal-invasiv durchführbar und klinische Parameter können 

einfach gemessen werden (Veleri et al. 2015; Martinez-Fernandez de la Camara et al. 

2018). Während mehrere Gentherapien derzeit in klinischen Studien am Menschen 

getestet werden, gibt es bisher nur eine zugelassene Therapie (Pulman et al. 2022). Für 

LCA-Betroffene, deren Erkrankung auf einer Mutation im RPE65 Gen beruht, wurde 

2008 eine Gentherapie entwickelt (Bainbridge et al. 2008; Maguire et al. 2008; Stieger 

und Lorenz 2010). Diese ist unter dem Namen Luxturna (Voretigen-Neparvovec, 

Novartis) seit 2017 in den USA und seit 2018 in Europa zugelassen. 

1.4.3.1 Gentherapie 

Bei der Gentherapie unterscheidet man zwischen Gen-Addition (gene addition), Gen-

Stilllegung (gene silencing) und Genom-Editierung (genome editing). Alle diese haben 

dabei verschiedene Anwendungsgebiete, je nachdem auf welcher genetischen 

Veränderung eine Erkrankung beruht. 

Die Gen-Additionstherapie wird angewendet, wenn das Genprodukt entweder gar nicht 

vorkommt oder nicht schädlich für die Zelle ist. Hier wird ein komplettes Gen in die Zelle 

eingebracht, wodurch das fehlende Protein fehlerfrei produziert werden kann. Bei 

dominanten Erbgängen kommt die Gen-Stilllegung zur Anwendung, da hierbei die 
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Herstellung des fehlerhaften Proteins unterdrückt werden kann. Dadurch kann es auch 

möglich werden, dass das nicht betroffene rezessive Allel die Funktion übernimmt und 

das Protein wieder korrekt gebildet werden kann.  

Die Genom Editierung zielt hingegen darauf ab, dass das Genom der Zelle durch eine 

einmalige Therapie repariert werden kann. Bei monogenetischen Erkrankungen ist dies 

die mittlerweile am häufigsten verwendete Methode von Forschenden. Im Wesentlichen 

werden sich zelleigene DNA-Reparaturmechanismen zur Nutze gemacht, nachdem 

mittels programmierbarer Nukleasen ein DNA-Doppel- oder Einzelstrangbruch eingefügt 

wurde. Stellvertretend für verschiedene Nukleasen sei hier CRISPR/Cas zu nennen, 

welches derzeit die am meisten eingesetzte Methode ist (Anzalone et al. 2020). Die 

Endonukleasen sowie eventuell benötigte weitere Gensequenzen werden mithilfe von 

verschiedensten Vektoren in die Zelle eingebracht. Am geläufigsten ist die Verwendung 

von Adeno-assoziierten Viren (AAV), aber auch Nanopartikel, Liposomen oder 

Lentiviren finden Verwendung (Allocca et al. 2008). So kann eine Mutation im Genom 

von Betroffenen zielgenau anvisiert und repariert werden. Die unterschiedlichen 

Vektoren haben jeweils verschiedene Vor- und Nachteile.  

1.4.3.2 Applikationswege 

Für eine Gentherapie am Auge stellt sich zusätzlich noch die Frage, auf welchem Weg 

das Therapeutikum verabreicht werden soll. Hier kommen invasive Methoden wie 

subretinale oder intravitreale Injektionen (vgl. Abb. 4) wie auch non-invasive wie die 

Anwendung als Augentropfen in Frage. Diese Entscheidung muss schon bei der 

Entwicklung einer Therapie mit einbezogen werden, da sie Einfluss auf die 

Zusammensetzung nimmt. Auch die Frage, welche Zelltypen erreicht werden sollen, 

spielt eine Rolle bei der Auswahl (Ochakovski et al. 2017).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von subretinaler und intravitrealer Injektion.  

A: Bei der subretinalen Injektion wird das Therapeutikum zwischen ONL und RPE injiziert, wodurch die 

Retina sich an dieser Stelle ablöst und ein sogenannter bleb entsteht. B: Bei der intravitrealen Injektion 

wird das Therapeutikum in den vitrealen Raum injiziert. ILM = Innere limitierende Membran, NFL = 

Nervenfaserschicht, GCL = Ganglienzellschicht, IPL = Innere plexiforme Schicht, INL = Innere 

Körnerschicht, OPL =  Äußere plexiforme Schicht, ONL = Äußere Körnerschicht, RPE = Retinales 

Pigmentepithel, BM = Bruchs Membran, CC = Aderhaut (Ochakovski et al. 2017 © 2017 Ochakovski, 

Bartz-Schmidt and Fischer). 

 

1.4.3.3 Adeno-assoziierte Viren 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Herstellung von rekombinanten AAVs (rAAV).  

Gezeigt wird beispielhaft die Herstellung eines rekombinanten AAV-Vektors (rAAV2 oder pseudo-

typischer rAAV2/1) basierend auf einem wildtypischen AAV2. Die Kombination einer Expressionskassette 

zwischen des ITRs und plasmidischen Rep- und Cap-Sequenzen ergibt einen rAAV (Au et al. 2021 © 2022 

Au, Isalan and Mielcarek). 
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Adeno-assoziierte Viren (AAVs) sind Dependoparvoviren und enthalten in ihrem Genom 

einzelsträngige DNA mit drei Genen, zwei davon sind Rep für die Replikation und Cap 

für die Capsidinformationen. Flankiert sind diese von inverted terminal repeats (ITR). 

Durch den Austausch von Rep und Cap mit einer Expressionskassette können AAVs als 

rekombinante AAVs (rAAV) für die Gentherapie genutzt werden. Wird ein spezieller 

Promotor in der Expressionskassette verwendet, kann die Expression auf einen oder 

mehrere Zelltypen beschränkt werden (McClements und MacLaren 2013). Für die 

Herstellung von rAAVs werden Rep- und Cap-Sequenzen als Plasmide in trans 

dazugegeben. Hierbei kann dann zum Beispiel auch eine andere Cap-Sequenz als die des 

Ursprungsvektors hinzugegeben werden, um pseudo-typische rAAVs herzustellen (vgl. 

Abb. 5). Das Capsid eines AAVs ist für den Tropismus des Vektors verantwortlich (Au 

et al. 2021). Für die Transduktion der Retina werden für gewöhnlich rAAVs basierend 

auf AAV2 verwendet. Die pseudo-typischen AAVs rAAV2/1, rAAV2/4 und rAAV2/6 

(Yang et al. 2002; Weber et al. 2003) können RPE-Zellen in Mäusen transduzieren, 

während rAAV2/2, rAAV2/5, rAAV2/7, rAAV2/8 und rAAV2/9 RPE-Zellen und 

Photorezeptoren erreichen (Allocca et al. 2007; McClements und MacLaren 2013). 

Speziell für die Anwendung als intravitreale Injektion ist es wichtig, dass die AAVs trotz 

limitierender Strukturen wie der inneren limitierenden Membran die gewünschten Zellen 

wie Photorezeptoren erreichen können. Hierfür werden immer wieder neue Capside durch 

gerichtete Evolution hergestellt (Pavlou et al. 2021; Palfi et al. 2022; Pupo et al. 2022). 

Als Promotoren können beispielsweise der ubiquitäre CMV-Promotor verwendet werden, 

aber auch zellspezifische Promotoren können eingesetzt werden, um eine gerichtete 

Expression zu fördern (Allocca et al. 2007; McClements und MacLaren 2013). 

Als eine der größten Schwierigkeiten von AAVs wird deren Kapazitätsgrenze von etwa 

4,7 Kilobasen gesehen (Colella und Auricchio 2012). Da einige Gene, die bei retinalen 

Erkrankungen eine Rolle spielen, sehr groß sind und diese Kapazitätsgrenze alleine schon 

weit überschreiten würden, wird hier unter anderem über dual-AAV Systeme 

nachgedacht, bei denen sich die einzelnen Teile später in der Zielzelle wieder 

zusammensetzen können (Auricchio et al. 2015; McClements et al. 2020). Zudem dauert 

das Umschreiben der einzelsträngigen Virus-DNA in doppelsträngige DNA 

vergleichsweise lange, weshalb derzeit häufig self-complementary AAVs (scAAVs) 

verwendet werden, bei denen beide Einzelstränge bereits vorliegen und sich somit in der 
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Zielzelle nur noch aneinanderlagern müssen, um exprimiert werden zu können (McCarty 

2008; Colella und Auricchio 2012).  

1.5 Modellsysteme 

Um die beschriebenen Degenerationsvorgänge der Retina zu modellieren, 

nachzuvollziehen und gegebenenfalls neue Therapien entwickeln zu können, werden 

verschiedene Typen an Modellen verwendet, an denen jeweils unterschiedliche Aspekte 

besser erforscht werden können. Es ist sehr wichtig, ein Modell zu finden, welches genau 

auf die Fragestellung zugeschnitten ist, möglichst wenige Ressourcen verbraucht und 

zudem noch ethisch vertretbar ist. Im Folgenden werden verschiedene Modellsysteme 

erläutert, welche für die Forschung an erblichen Retinadystrophien geeignet sind. 

1.5.1 Zellkultur 

In der Zellkultur können sehr viele verschiedene Zelltypen einfach und relativ 

kostengünstig gehalten und parallel mit hohem Durchsatz erforscht werden. 

Zellkulturexperimente können mit den vielen existierenden Protokollen ohne große 

Vorlaufzeit begonnen werden und die Zellen können oft bis zu dreißig Passagen in Kultur 

gehalten werden. Neben Primärzellen finden auch stabile Zelllinien Verwendung, vor 

allem da diese länger in Kultur gehalten werden können. Als primäre retinale Zelltypen 

können zum Beispiel Mikroglia oder RPE-Zellen in Kultur genommen werden (Klettner 

et al. 2014), stabile Zelllinien existieren unter anderem für RPE-Zellen (ARPE-19), 

Photorezeptoren (WERI-RB1 und 661W) und Ganglienzellen (RGC-5) (Schnichels et al. 

2020). Seit einiger Zeit werden vermehrt verschiedene Typen von Stammzellen, darunter 

vor allem induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC), für die Forschung eingesetzt 

(Gonzalez-Cordero et al. 2018; Schnichels et al. 2020). Da vielen Zelltypen für die 

normale Funktion, die sie im Körper ausüben würden, angrenzende andere Zelltypen und 

deren ausgeschütteten Faktoren fehlen, sind Co-Kulturen verschiedener Zelltypen eine 

weitere Möglichkeit, um physiologische Verhältnisse zu modellieren (Singh et al. 2020; 

Touhami et al. 2022). Es ist leicht möglich, Zelllinien zu manipulieren und beispielsweise 

einzelne Gene oder Genabschnitte zu verändern oder auszuknocken. Neuronale 

Zellkulturen sind jedoch problematischer als andere, in der Hinsicht, dass adulte 

neuronale Zellen postmitotisch sind und sich nicht mehr teilen. Eine DNA-Reparatur ist 

daher nur noch eingeschränkt möglich.  
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1.5.2 Organoide 

Neben Zellkulturmodellen werden in den letzten Jahren auch zunehmend zwei- oder 

dreidimensionale Organoide in der in vitro Forschung verwendet. Auch für neuronale 

Modelle wie Gehirn oder Netzhaut existieren bereits etablierte Organoid-Systeme. Aus 

humanen embryonalen Stammzellen (hESC) konnten die ersten ganzen Augenbecher 

differenziert werden (Eiraku et al. 2011; Nakano et al. 2012). Mittlerweile können 

Organoide erstellt werden, die die retinale Architektur korrekt abbilden und alle Zelltypen 

enthalten und es werden hauptsächlich humane induzierte pluripotente Stammzellen 

(hiPSC) für die Generierung verwendet. Schwierigkeiten entstehen jedoch dadurch, dass 

die entstandenen Photorezeptoren nicht vollständig ausdifferenziert sind und deshalb 

nicht alle Funktionen ausüben können (Bellapianta et al. 2022). Auch die Blutzufuhr, wie 

sie physiologisch existiert, kann bisher noch nicht modelliert werden, wobei aktuelle 

Studien schon in naher Zukunft die Möglichkeiten für vaskularisierte neuronale 

Organoide sehen (Li et al. 2022).  

Degenerative Erkrankungen können abgebildet werden, indem zum Beispiel hiPSC von 

Betroffenen mit den entsprechenden Mutationen für die Differenzierung verwendet 

werden. Dennoch ist es zur Zeit noch nicht vollständig möglich, progressive 

Degenerationsvorgänge und ein repräsentatives Altern der Organoide zu modellieren, 

was vor allem für die Forschung an Erkrankungen, die erst später im Leben auftreten, 

wichtig wäre (Artero Castro et al. 2019). Ein weiterer Nachteil gegenüber anderer 

Modellsysteme ist es, dass alleine für die Generierung der Organoide je nach Protokoll 

dreißig bis zweihundert Tage veranschlagt werden muss (Bellapianta et al. 2022). Für 

kleinere Labore ist die Arbeit mit Organoiden also kaum möglich, denn um für 

zweihundert Tage das kleinste Risiko einer Kontamination der Kulturen vermeiden zu 

können, müssen diese konsequent von anderen Kulturen getrennt werden. Dazu braucht 

es im Grunde einen separaten Raum und strikte Maßnahmen zur 

Kontaminationsvermeidung, was neben dem finanziellen Aspekt eine weitere große 

Hürde darstellt. 

1.5.3 Tiermodelle 

Bei tierischen Modellorganismen lässt sich unterscheiden zwischen Tiermodellen, die 

natürlich und spontan die gleiche Erkrankung wie der Mensch entwickeln können und 

transgenen Tiermodellen, bei denen durch Knock-Ins oder Knock-Outs von bestimmten 

Genen solche Erkrankungen hervorgerufen werden. In die erste Kategorie fallen zum 
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Beispiel Hunde und Katzen, die ebenfalls retinale Degenerationserkrankungen 

entwickeln können (Stieger und Lorenz 2010). Als transgene Modelltiere werden häufig 

Mäuse eingesetzt, da diese klein und leicht zu halten sind und schnell viele Nachkommen 

produzieren können. Ideal sind Mausmodelle vor allem für die Forschung zu 

Makuladegenerationen jedoch nicht, da sie zu den nachtaktiven Tieren gehören und 

demnach nicht den gleichen Anteil Zapfen in der Retina besitzen wie tagaktive Spezies 

(Slijkerman et al. 2015). Einzelne Aspekte zum Beispiel von AMD können gut modelliert 

werden, die Gesamtheit einer solchen komplexen Erkrankung kann jedoch nicht in einem 

Mausmodell abgebildet werden (Schnichels et al. 2020). Betrachtet man rein den Nutzen, 

den ein Modellorganismus für die Forschung hätte, dann wären nicht-humane Primaten 

sicherlich die beste Wahl, um erbliche Retinaerkrankungen zu betrachten. Das 

Immunsystem dieser Tiere ist zudem dem des Menschen sehr ähnlich, was zum Beispiel 

für die Forschung an viralen Vektoren für die Gentherapie sinnvoll wäre, um 

Immunreaktionen untersuchen zu können (Slijkerman et al. 2015). Aus ethischer Sicht, 

ist eine Forschung an Primaten jedoch bedenklich. Zusätzlich erkranken Primaten wie 

beispielsweise Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) wohl nicht an altersbedingten 

retinalen Erkrankungen, obwohl sie in anderen Forschungsgebieten gute Modelle für 

altersbedingte Veränderungen sind (Haverkamp et al. 2022). Weitere geeignete 

Modellorganismen sind andere große Säugetiere wie Schwein, Schaf oder Rind 

(Bellapianta et al. 2022). Wie bereits in Abschnitt 1.3 beschrieben, eignet sich das 

Schwein in diesem Fall gut als Tiermodell, da sich die Anatomie des Auges mit dem 

menschlichen nahezu gleicht. Für verschiedene Studien zum Thema retinaler Forschung 

wurden porcine Modelle schon erfolgreich genutzt (Tornabene et al. 2022; Lytvynchuk 

et al. 2022). 

1.5.4 Organotypische Kultur 

Die organotypische Retinakultur gilt als Intermediärmodell zwischen Zellkultur in vitro 

und den Tiermodellen in vivo. Im Gegensatz zu in vivo Modellen sind in vitro 

organotypische Kulturen unabhängig von der Möglichkeit zur Nutzung einer 

Tierhaltungs-Einrichtung und den damit einhergehenden Kosten für die Versorgung der 

Tiere und einer speziellen Schulung des Personals.  

Physiologisch sind die Retina-Explantate nah an der Situation in vivo und dennoch ist der 

Arbeitsaufwand eher mit Zellkulturen zu vergleichen. Ein besonderer Vorteil der 

organotypischen Kultur sind die bis ins kleinste Detail kontrollierbaren Bedingungen, 
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unter denen die Retinae kultiviert werden. Retinakulturen sind mittlerweile ein relativ gut 

etabliertes System und können aus Augen mehrerer unterschiedlicher Spezies wie Maus, 

Rind oder Schwein hergestellt werden (Müller et al. 2017; Peynshaert et al. 2017; 

Schnichels et al. 2019). Auch aus gespendetem humanem Material können 

organotypische Kulturen hergestellt werden und für verschiedene Versuche verwendet 

werden, die ohne entsprechende klinische Studie an lebenden Menschen nicht 

durchgeführt werden könnten (Pavlou et al. 2021). Während organotypische 

Retinakulturen aus der Maus bisher häufig verwendet wurden, weil Mäuse bisher das 

Standard-Tiermodell darstellen und sehr viele etablierte Biomarker bekannt sind, sind 

porcine Retinakulturen immer mehr auf dem Vormarsch (Schnichels et al. 2019; 

Schnichels et al. 2020). Wie bereits beschrieben, sind Schweine ein besonders gutes 

Modellsystem für humane Retinadystrophien und auch hier wurden bereits viele 

Besonderheiten charakterisiert. Besonders hervorzuheben ist auch, dass für solche 

porcinen organotypischen Retinakulturen keine Tiere extra gehalten und getötet werden 

müssen, da Schweineaugen als Abfall aus der Lebensmittelproduktion sehr einfach 

erhältlich sind (Schnichels et al. 2020).  

Derzeit werden porcine Retina-Explantate häufig für die Forschung zur grundlegenden 

molekularbiologischen Fragestellungen wie Apoptose-Studien oder das Screening von 

potentiellen neuroprotektiven Agenzien verwendet (Bell et al. 2016; Maliha et al. 2019; 

Schnichels et al. 2021). Auch adeno-assoziierte Viren (AAV), die als Shuttle für 

Gentherapien dienen sollen, werden in porcinen organotypischen Kulturen getestet 

(Wiley et al. 2018). Explantate können mit den existierenden Protokollen etwa sieben bis 

14 Tage in Kultur gehalten werden (Rettinger und Wang 2018). Auch hier sind Co-

Kulturen möglich, wobei die Retina-Explantate zum Beispiel mit RPE-Zellen oder 

humanen neuronalen Vorläuferzellen (hNPC) gemeinsam kultiviert werden (Di Lauro et 

al. 2016; Mollick et al. 2016). 
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1.6 Ziele der Arbeit 

In dieser Arbeit soll ein organotypisches Modell etabliert werden, welches der 

menschlichen Retina möglichst nahekommt und welches verwendet werden kann, um 

potentielle gentherapeutische Strategien vorab testen zu können. 

1.6.1 Etablierung der organotypischen Langzeit-Retinakultur 

Die porcine organotypische Retinakultur in dieser Arbeit soll stabil für längere Zeit 

(mindestens drei Wochen) in Kultur gehalten werden können, einfach durchführbar sein 

und dadurch ein passendes Modell für die Testung gentherapeutischer Ansätze bieten. 

Durch die längere Kulturdauer im Gegensatz zu den bisher üblichen Protokollen soll 

sichergestellt werden, dass zu exprimierende Konstrukte der Therapien vollständig 

transkribiert werden und Erfolge sichtbar gemacht werden können. Zudem soll ein 

Vergleich zwischen unterschiedlichen Experimenten durch ein neu etabliertes System zur 

Klassifizierung von retinaler Degeneration in Explantaten einfach und schnell 

durchzuführen sein.  

1.6.2 Behandlung mit AAVs 

Zusätzlich zur Etablierung des organotypischen Systems soll getestet werden, auf welche 

Weise und mit welchen AAV porcine Explantate transduziert werden können, um 

verschiedene Zelltypen in der Retina zu erreichen.   
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchslösungen 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Verbrauchslösungen in alphabetischer Reihenfolge unter 

Nennung des Herstellers. 

Chemikalie Hersteller 

4´,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 
Life Technologies, Carlsbad, California, 

USA 

Antibiotic-antimycotic (Anti-anti) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

B-27 mit Insulin 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

B-27 ohne Insulin 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Bovines Serum Albumin (BSA) Serva, Heidelberg 

Di-Natriumhydrogenphosphat 

Heptahydrat (Na2HPO4) 
Carl Roth, Karlsruhe 

DMEM Anprotec, Bruckberg 

Eosin G-Lösung 0,5 % wässrig Carl Roth, Karlsruhe 

Essigsäure (C₂H₄O₂) Merck, Darmstadt 

Ethanol absolut Carl Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma Aldrich, Steinheim 

Fluorescence Mounting Medium 
Agilent Dako, Santa Clara, California, 

USA 

Fötales Kälberserum (FKS) Anprotec, Bruckberg 

Hämatoxylin nach Gill II Carl Roth, Karlsruhe 

HEPES Carl Roth, Karlsruhe 

Immersionsöl IMMOIL-F30CC Olympus, Hamburg 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth, Karlsruhe 

L-Glutamin Anprotec, Bruckberg 

N-2  
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe 

Normal Donkey Serum (NDS) Sigma Aldrich, Steinheim 

Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt 

Roti Histokitt II Carl Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 Anprotec, Bruckberg 
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Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt 

Sucrose (C12H22O11) Serva, Heidelberg 

Tissue Tek Leica Biosystems, Nussloch 

Tri-Natriumcitrat Dihydrat (Na3C6H5O7) Merck, Darmstadt 

Tris Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe 

Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchmaterialien in alphabetischer Reihenfolge unter Nennung der Hersteller. 

Material Hersteller 

Alufolie VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 

Cryomold 
Sakura Finetik, Alphen aan den Rijn, 

Niederlande 

Deckgläser 24x50 mm Carl Roth, Karlsruhe 

Objektträger Langenbrinck, Emmendingen 

Objektträger SuperFrost Plus Langenbrinck, Emmendingen 

Parafilm M Bemis, Neenah, Wisconsin, USA 

Petrischalen Sarstedt, Nürnbrecht 

Pipettenspitzen in verschiedenen Größen 
Biozym, Hess. Oldendorf; Eppendorf, 

Hamburg; Brand, Wertheim 

Pipettenspitzen mit Filter in 

verschiedenen Größen 

Biozym, Hess. Oldendorf; nerbe plus, 

Winsen (Luhe) 

Präparierbesteck  
Bausch and Lomb, Laval, Kanada; Fine 

Science Tools, Heidelberg 

Reaktionsgefäße in verschiedenen 

Größen 

Eppendorf, Hamburg; Sarstedt, 

Nürnbrecht; Biozym, Hess. Oldendorf; 

Simport, Bernard-Pilon Beloeil, Kanada 

Skalpellgriffe Feather, Osaka, Japan 

Skalpellklingen Größen 11 & 21 Feather, Osaka, Japan 

Wattestäbchen dm Drogeriemarkt, Karlsruhe 

Zellkultureinsätze mit 

Polycarbonatmembran, Porengröße 0,4 

µm 

SPL Life Sciences, Pocheon-si, 

Gyeonggi-do, Südkorea 

Zellkulturschalen 6-Well Sarstedt, Nürnbrecht 
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2.1.3 Geräte 

Tabelle 3: Verwendete Geräte und deren Hersteller in alphabetischer Reihenfolge. 

Gerät Hersteller 

Analysewaage Sartorius, Göttingen 

Autoklav  
Systec, Wettenberg; Tuttnauer Europe, 

Breda, Niederlande 

CO2-Inkubator Binder, Tuttlingen 

Flockeneismaschine Wessamat, Kaiserslautern 

Fluoreszenzmikroskop Biozero Keyence, Neu-Isenburg 

Konfokales Laser Scanning Mikroskop 

Fluoview FV10i 
Olympus, Hamburg 

Kryostat MEV SLEE medical, Mainz 

Lichtmikroskop KERN Optics, Balingen 

Magnetrührer 
IKA, Staufen; NEUATION Technology, 

Gujarat, Indien 

Mikrowelle Siemens, München 

Orbitalschüttler 
Analytik Jena, Jena; Heidolph, 

Schwabach 

pH Messgerät Mettler Toledo, Gießen 

Sterilbank Laminar Flow Thermo Scientific, Schwerte 

Vortex Mischer VWR International, Darmstadt 

Waage Ohaus, Zürich, Schweiz 

Zentrifuge Mikro 200 R Hettich, Tuttlingen 

Zoom-Stereomikroskop binokular MoticEurope, Barcelona, Spanien 

 

2.1.4 Kulturmedien 

Für die Kultivierung der organotypischen Explantate wurden verschiedene Kulturmedien 

getestet, um eine optimale Gewebeerhaltung auch bei langer Kulturdauer zu erreichen. 

Alle verwendeten Medien basieren auf Neurobasal-A Medium (Thermo Fisher Scientific, 

Dreieich) und wurden mit verschiedenen Supplementen sowie Antibiotika und einem 

Antimykotikum versetzt. 

Die Nomenklatur der Kulturmedien wurde wie folgt durchgeführt: Der Name eines 

Mediums bestand aus zwei Zeichen sowie einer dreistelligen Zahl, wobei diese der 

Glucosekonzentration in mg/dl entsprach. Das erste Zeichen (- oder +) besagte, ob im 

Medium FKS enthalten war, das zweite, ob B-27 mit (+) oder ohne Insulin (-) verwendet 

wurde. Wurde N-2 zugesetzt, wurde dies dem Namen hinten angehängt.  
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Um ein Glucoselevel von 100 mg/dl im Kulturmedium einzustellen, wurden Neurobasal-

A Medium mit 450 mg/dl (Art. Nr.: 10888022) und Neurobasal-A Medium ohne Glucose 

(Art. Nr.: A2477501) im Verhältnis 1:3,5 miteinander gemischt. Die verschiedenen 

Supplemente wurden je nach Zusammensetzung in den in Tabelle 4 beschriebenen 

Mengen zugesetzt. Die getesteten Zusammensetzungen sind unter Abschnitt 3.3 

zusammengetragen. 

Tabelle 4: Anteile der Supplemente an Neurobasal-A Medium für die organotypische Retinakultur. 

Supplement Menge in Prozent 

Anti-anti 5 (in der ersten Woche der Kultur) 

1 (Rest der Kulturdauer) 

B-27 mit Insulin 2 

B-27 ohne Insulin 2 

FKS 10 

L-Glutamin 1 

N-2 1 

 

Als Beispiel ergibt sich daraus die folgende Zusammensetzung für 100 ml Neurobasal-A 

-+100 N-2 für die erste Woche der Kultur: 

Neurobasal-A 450 mg/dl Glucose 20,2 ml 

Neurobasal-A ohne Glucose  70,8 ml 

B-27 mit Insulin   2 ml 

L-Glutamin    1 ml 

Anti-anti    5 ml 

N-2     1 ml 

Das Kulturmedium wurde entsprechend der Datenblätter für maximal sieben Tage im 

Kühlschrank aufbewahrt und danach nicht mehr verwendet. 

2.1.5 Puffer 

Tabelle 5: Verwendete Puffer und deren Zusammensetzung. 

Puffer Zusammensetzung 

Antikörpermedium 

3 % Normal Donkey Serum 

1 % BSA 

0,5 % Triton X-100 

In 0,1 M PBS 

Natriumcitrat-Puffer pH 6,0 

1,47 g Tri-Natriumcitrat Dihydrat 

ad 500 ml ddH2O 

pH-Wert auf 6,0 einstellen 

250 µl Tween 20 hinzufügen 

Parafomaldehydlösung 4 % 
4 % Parafomaldehyd  

In 0,1 M PBS 
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Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) 

0,1 M, pH 7,4 

50 % PBS 0,2 M  

50 % ddH2O 

pH-Wert auf 7,4 einstellen 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) 

0,2 M 

8,28 g KH2PO4 

23,36 g NaCl 

91,14 g Na2HPO4 

ad 2 l ddH2O 

Präinkubationslösung 

10 % Normal Donkey Serum 

1 % BSA 

0,5 % Triton X-100 

In 0,1 M PBS 

Transportpuffer für Schweineaugen 

40 % DMEM 

40 % RPMI 1640 

10 % HEPES (250 mM) 

10 % Anti-anti 

Tris-EDTA-Puffer pH 9,0 

0,605 g Tris 

0,185 g EDTA 

Ad 500 ml ddH2O 

pH-Wert auf 9,0 einstellen 

250 µl Tween 20 hinzufügen 

 

2.1.6 Adeno-assoziierte Viren 

Die verwendeten AAVs basieren alle auf einem AAV Serotyp 2 und unterscheiden sich 

in ihren Capsiden, sowie den verwendeten Promotoren. Alle verwendeten AAVs codieren 

für das grün fluoreszierende Protein eGFP.  

Tabelle 6: Verwendete AAVs in alphabetischer Reihenfolge unter Nennung des Titers und der 

Herkunft. 

AAV Titer (vg/ml) Herkunft 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP 7m8 1,12 x 1014 
Bereitgestellt von Prof. 

Stylianos Michalakis, AG 

Gentherapie von 

Augenerkrankungen, LMU 

München 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL 1,21 x 1014 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN 3,59 x 1013 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP wt 9,89 x 1012 
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2.1.7 Primärantikörper 

Tabelle 7: Verwendete Primärantikörper in alphabetischer Reihenfolge unter Nennung von 

Wirtsspezies, Verdünnungsstufe und Hersteller. 

Antikörper Wirt Verdünnung Hersteller 

Calbindin Kaninchen 1:1000 Swant, Burgdorf, Schweiz 

GFAP Kaninchen 1:1000 Merck, Darmstadt 

GFP Kaninchen 1:500 
Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, USA 

Glutamin Synthetase Maus 1:2500 
BD Transduction, Franklin 

Lakes, New Jersey, USA 

Lectin PNA Conjugate 

Alexa Fluor 488 
- 1:300 

Molecular Probes, Eugene, 

Oregon, USA 

PKCα Maus 1:300 
Sigma Aldrich, Saint Louis, 

Missouri, USA 

Rhodopsin Maus 1:500 
Millipore, Temecula, 

California, USA 

S-Opsin Ziege 1:600 
Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, Texas, USA 

 

2.1.8 Sekundärantikörper 

Tabelle 8: Verwendete Sekundärantikörper in alphabetischer Reihenfolge unter Nennung von 

Wirtsspezies, Reaktivität, Verdünnungsstufe und Hersteller. 

Antikörper Wirt Reaktivität Verdünnung Hersteller 

Alexa Fluor 488 Esel Kaninchen 1:500 
Thermo Fisher 

GmbH, Dreieich 

Alexa Fluor 594 Esel Maus 1:500 
Thermo Fisher 

GmbH, Dreieich 

Alexa Fluor 594 Esel Kaninchen 1:500 
Thermo Fisher 

GmbH, Dreieich 

Alexa Fluor 647 Esel Maus 1:500 
Thermo Fisher 

GmbH, Dreieich 

Cy3 Esel Ziege 1:500 
Thermo Fisher 

GmbH, Dreieich 

 

2.1.9 Software 

Tabelle 9: Verwendete Software in alphabetischer Reihenfolge unter Nennung des Herstellers. 

Software Hersteller 

Adobe Photoshop CS 3 Extended Adobe Inc., San José, California, USA 

Affinity Designer Version 1.10.5.1342 Serif, Nottingham, UK 

Affinity Photo Version 1.10.5.1342 Serif, Nottingham, UK 
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Affinity Publisher Version 1.10.5.1342 Serif, Nottingham, UK 

Citavi Version 6.14 
Swiss Academic Software, Wädenswil, 

Schweiz 

Fluoview FV10-ASW Version 4.1 Olympus, Hamburg 

ImageJ Fiji Version 2.9.0 
Open Source unter GNU General Public 

Licence (Schindelin et al. 2012) 

Microsoft Excel 
Microsoft Corporation, Redmond, 

Washington, USA 

Microsoft PowerPoint 
Microsoft Corporation, Redmond, 

Washington, USA 

Microsoft Word 
Microsoft Corporation, Redmond, 

Washington, USA 

SigmaPlot Version 12 Systat, Erkrath 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Organotypische Retinakultur 

Die Herstellung von murinen organotypischen Retinakulturen stellt eine etablierte 

Methode im Labor für Experimentelle Ophthalmologie in Gießen dar (Müller et al. 2017; 

Müller 2019). In Anlehnung an dieses Protokoll wurde die porcine Retinakultur etabliert.  

Für die porcine organotypische Retinakultur wurden Augen von adulten Schweinen von 

einem lokalen Metzger direkt nach der Schlachtung bezogen. Die noch warmen, also ganz 

frisch entnommenen, Augen wurden umgehend in eine Flasche mit Transportpuffer auf 

Eis gegeben und so zum Labor transportiert. Die Flasche mit den gerade nicht 

verwendeten Augen wurde auch während der gesamten Präparationszeit auf Eis belassen, 

um sicherzustellen, dass sich der Glaskörper gut von der Retina löst. Nach der 

Schlachtung der Tiere sollte die Präparation der Augen möglichst schnell abgeschlossen 

werden, um einen guten Gewebeerhalt gewährleisten zu können. 

Die Präparation der organotypischen Kulturen wurde an der Sterilbank in Petrischalen 

durchgeführt. Zunächst wurde das Auge so gut wie möglich von umliegendem Gewebe 

befreit und wenige Sekunden in ein Becherglas mit siebzigprozentigem Ethanol getaucht. 

Danach folgte ein Abspülen mit ddH2O. Das Auge wurde hinter der Ora serrata mit 

einem spitzen Skalpell (Nr. 11) eröffnet und entlang dieser gedachten Linie rundherum 

mit einer Schere aufgeschnitten, so dass der komplette vordere Augenteil inklusive 

Glaskörper entfernt werden konnte. Sollte sich der Glaskörper nicht ohne weiteres von 

der Retina gelöst haben, dann wurde mit rollenden Bewegungen mit einem Wattestäbchen 

nachgeholfen. Der Augenbecher wurde anschließend in steriles 0,1 M PBS getaucht. Um 

eine vergleichbare Qualität der Kulturen sicherzustellen, wurden pro Auge drei bis vier 

Stücke der Retina entnommen, die der zentralen Region, also des Visual Streaks, 

entsprangen. Dazu wurde zuerst die Peripherie dorsal und ventral des Visual Streaks mit 

einem großen Skalpell (Nr. 21) entfernt, bevor die nasale und laterale Peripherie ebenfalls 

abgetrennt wurden. Aus diesem etwa fünf Millimeter hohen Streifen wurden schließlich 

drei bis vier Stücke ausgeschnitten, die in etwa eine Kantenlänge von drei bis vier 

Millimetern hatten.  

Um die Retina auf die Membran des Zellkultureinsatzes zu positionieren, wurde ein 

Tropfen supplementiertes Neurobasal-A Medium (Raumtemperatur) in die Petrischale 

gegeben, das Gewebestück dort platziert und die Retina mithilfe eines Raspatoriums 
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vorsichtig von den darunterliegenden Schichten abgehoben. So konnte die Retina mit der 

Photorezeptor-Schicht auf einen Tropfen Kulturmedium überführt werden, der zuvor auf 

der Membran des Zellkulturinserts platziert wurde. Überschüssiges Medium wurde dann, 

ohne das Gewebe zu berühren, vorsichtig wieder abgesaugt, damit die Retina flach auf 

der Membran auflag. Der Zwischenraum unter dem Membraneinsatz wurde zuletzt mit 

Kulturmedium befüllt (1200 µl), so dass der Flüssigkeitsspiegel die Unterseite der 

Membran berührte, und die Kultivierung erfolgte für unterschiedlich lange Zeit bei 37 °C 

und 5 % CO2 im Inkubator. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage durch frisches 

ersetzt, welches zuvor auf Raumtemperatur gebracht wurde. 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der organotypischen Retinakultur. 

 

 

Abbildung 7: Zeitlicher Ablauf der Retinakultur. 

Um die optimalen Kulturbedingungen herauszufinden, wurden verschiedene 

Kulturmedien (siehe Abschnitt 2.1.4) auf ihren Einfluss auf die Gewebeerhaltung 

getestet. Die Gewebeerhaltung wurde zunächst für alle Medien nach zwölf Tagen 

Kulturdauer beurteilt, die besten Bedingungen wurden später auch bei längerer 

Kulturdauer untersucht. Des Weiteren wurde getestet, ob es einen Einfluss hat, wenn die 

Retina mit der Ganglienzell-Schicht nach unten auf der Membran kultiviert wird. Dafür 

wurde die Tweezers-Methode verwendet, die von Schnichels et al. beschrieben wurde 

(Schnichels et al. 2019). 
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2.2.2 Behandlung mit AAVs 

Um einen Ausblick darauf zu erhalten, ob zukünftig ein Test von möglichen 

gentherapeutischen Ansätzen in organotypischen Retinakulturen durchgeführt werden 

kann, wurden in dieser Arbeit verschiedene adeno-assoziierte Viren (AAV) hinsichtlich 

ihrer Transduktionsfähigkeit getestet. Die verwendeten AAV codieren alle für das grün 

fluoreszierende Protein eGFP und daher konnte bei erfolgreicher Transduktion ein grünes 

Fluoreszenzsignal detektiert werden (Pavlou et al. 2021).  

Für die Vergleichbarkeit der Ansätze wurden jeweils 5x1010 vg pro Explantat appliziert. 

Da die verwendeten AAVs für intravitreale Injektion vorgesehen sind, wurden sie mit 

Hilfe einer Mikropipette auf die Ganglienzellseite der Explantate gegeben (supraretinal). 

Durch die Oberflächenspannung verblieb der Tropfen auf der Oberfläche der Retina. 

2.2.3 Aufarbeitung von Gewebe 

Nach Ende der gewünschten Kulturdauer erfolgte eine Fixierung des Gewebes und die 

Vorbereitungen für das Anfertigen von Gefrierschnitten. Um die Fixierung mit 

Paraformaldehydlösung (vier Prozent in 0,1 M PBS) vornehmen zu können, wurden die 

Zellkultureinsätze mit den Retinapräparaten unter der Sterilbank aus der Kulturplatte 

gehoben und in eine Petrischale überführt. Hier wurde die Membran des 

Zellkultureinsatzes um die Retina herum mittels eines Skalpells ausgeschnitten und 

Membran und Retina gemeinsam mit einer Pinzette in eine 6-Well-Platte überführt, in die 

zuvor pro Vertiefung jeweils zwei Milliliter Paraformaldehydlösung pipettiert wurde. 

Dabei war besonders darauf zu achten, dass die Retina selber nicht mit der Pinzette 

berührt wurde. Um eine ausreichende Fixierung zu erhalten, wurden die Präparate auch 

von oben mit Paraformaldehydlösung beträufelt und anschließend 45 Minuten bei 

Raumtemperatur auf dem Orbitalschüttler inkubiert. 

Zum Auswaschen des Fixativs wurde ebendieses aus der Kulturplatte entfernt und durch 

0,1 M PBS ersetzt und für zwanzig Minuten auf dem Orbitalschüttler inkubiert. Dieser 

Waschschritt wurde insgesamt drei Mal durchgeführt. Anschließend erfolgte das 

Durchlaufen der aufsteigenden Sucrose-Reihe, um die Präparate vor Gefrierbrand zu 

schützen. Dazu wurden diese zuerst jeweils zwei Stunden in zehn- und 

zwanzigprozentiger Sucroselösung inkubiert und dann über Nacht bei vier Grad im 

Kühlschrank in dreißigprozentiger Sucroselösung belassen. Am nächsten Tag wurde die 

Hälfte der Sucroselösung durch Einfriermedium ersetzt und die Präparate wiederum für 
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zwei Stunden auf dem Orbitalschüttler inkubiert. Um die Retinapräparate abschließend 

für Gefrierschnitte vorzubereiten, wurden diese in mit Einfriermedium gefüllte 

Cryomolds überführt, mittig in diesen ausgerichtet und schließlich auf einem 

Metallblöckchen umgeben von flüssigem Stickstoff eingefroren. Eingepackt in Parafilm 

und anschließend Alufolie konnten die Blöckchen so bei -20 °C aufbewahrt werden. 

Im Falle, dass sich die Retina während eines Schrittes von der Membran gelöst hat, wurde 

diese ab diesem Zeitpunkt nicht mehr weiter mit der Pinzette sondern vorsichtig mit 

einem Raspatorium bewegt. 

2.2.4 Anfertigung von Gefrierschnitten 

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurde das jeweilige Blöckchen auf einen 

Objektteller aufgeblockt. Die Schnittdicke wurde auf 14 µm eingestellt und die 

Kammertemperatur des Gefriermikrotoms betrug zwischen -16 und -18 °C. Bei 

schwierigen Präparaten wurde zusätzlich die Objektkühlung verwendet. Die Schnitte 

wurden zuerst auf einfache Glas-Objektträger aufgezogen bis durch Sichtkontrollen unter 

dem Mikroskop sichergestellt werden konnte, dass die Retina ausreichend angeschnitten 

wurde. Anschließend wurden SuperFrost Plus Objektträger verwendet und jeweils fünf 

Schnitte aufgezogen. Zur Aufbewahrung wurden die Objektträger bei -20 °C in 

Objektträgerkästen gelagert. 

2.2.5 Einbetten des gesamten Präparats als Wholemount 

Um die Explantate zu analysieren, die mit AAVs behandelt wurden, wurden diese nicht 

für Gefrierschnitte aufgearbeitet, sondern als Ganzes auf einem Objektträger platziert und 

eingedeckt. Falls die Behandlung erfolgreich war, kann auch so eine Fluoreszenz 

beobachtet werden und die Präparate bei Bedarf anschließend trotzdem noch am 

Kryostaten geschnitten werden.  

Hierfür wurde das entsprechende Explantat wie gewohnt möglichst auf der Membran 

belassen und in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Anschließend wurde das Präparat inklusive 

Membran auf einen SuperFrost Plus Objektträger überführt, auf dem sich ein Tropfen 

Fluorescence Mounting Medium befand. Das Präparat wurde nochmal mit 

Eindeckmedium bedeckt und mit einem Deckglas eingedeckt. Nach einer Trocknungszeit 

von mindestens 18 Stunden konnte das Präparat mikroskopiert werden. 

Um das Eindeckmedium wieder zu lösen, wenn im Anschluss Gefrierschnitte angefertigt 

wurden, wurde der gesamte Objektträger mit Deckglas in eine mit 1x PBS gefüllte 
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Petrischale gelegt und so lange auf dem Orbitalschüttler inkubiert, bis sich das Deckglas 

wieder löste. Im Anschluss wurde das Präparat wie gewohnt für Gefrierschnitte 

aufbereitet. 

2.2.6 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Als Übersichtfärbung für die Beurteilung der Gewebeerhaltung wurde eine Hämatoxylin-

Eosin-Färbung an Gefrierschnitten durchgeführt. Eine Färbung durch Hämatoxylin zeigt 

sich dunkelblau-lila und lagert sich an negativ geladene Nukleinsäuren (DNA) an und ist 

deshalb eine spezifische Kernfärbung. Eosin in leicht saurer Lösung eignet sich für die 

Cytoplasmafärbung und färbt positiv geladene Proteine sowie Kollagen (Mulisch und 

Welsch 2015).  

Ausgesuchte Objektträger mit Gefrierschnitten guter Qualität wurden zuerst etwa eine 

Stunde bei Raumtemperatur zum Antrocknen liegen gelassen. Danach wurden sie in eine 

entsprechende Glasküvette überführt und zwei Mal für fünf Minuten in 0,1 M PBS 

gewaschen. Anschließend folgten zwei ebenfalls fünfminütige Waschschritte mit ddH2O. 

Die Färbung mit Hämatoxylinlösung nach Gill II erfolgte in einer Färbeküvette für 25-30 

Sekunden. Zum Bläuen wurden die Schnitte unter fließendem, handwarmen 

Leitungswasser für zehn Minuten gespült. Nach einem kurzen Spülen mit ddH2O folgte 

die Färbung in leicht saurer, wässriger Eosin-G Lösung (0,5 %) in einer Färbeküvette für 

10-15 Sekunden. Einem erneuten Spülen in ddH2O folgte eine aufsteigende Alkoholreihe, 

um die Schnitte zu entwässern. Für jeweils zwei bis drei Minuten wurden die Objektträger 

zweimal in siebzigprozentigem, einmal in achtzigprozentigem, einmal in 

neunzigprozentigem, einmal in sechsundneunzigprozentigem und zweimal in absolutem 

Ethanol gespült. Zum Klären wurden die Schnitte dann zweimal fünf Minuten mit Xylol 

gespült. Abschließend erfolgte das Eindecken mit Roti-Histokitt II. Nach dem Aushärten 

für wenige Tage konnten die Schnitte schließlich unter einem Mikroskop beurteilt 

werden. 

2.2.7 Immunfluoreszenzfärbungen 

Für die Markierung unterschiedlicher Proteine, die ausschlaggebend für den 

Gewebeerhalt der Retina sind, wurde hauptsächlich die Methode der indirekten 

Immunfluoreszenz angewendet. Zusätzlich wurde immer eine Kernfärbung mit DAPI 

durchgeführt, um die Zellkerne zu markieren. 
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Bei der indirekten Immunfluoreszenzfärbung werden zunächst Primärantikörper 

verwendet, die spezifisch an das Zielantigen binden. Diese Primärantikörper werden dann 

wiederum mikroskopisch sichtbar gemacht, indem ein mit einem Fluorochrom 

gekoppelter Sekundärantikörper eingesetzt wird, der an den Primärantikörper bindet. 

Durch die indirekte Immunfluoreszenz kommt es außerdem zu einer Signalverstärkung 

gegenüber der direkten Methode, bei der direkt ein markierter Primärantikörper zum 

Einsatz kommt. 

Zur Vorbereitung auf die Immunfluoreszenzfärbung wurden die entsprechenden 

Objektträger mit Schnitten mindestens dreißig Minuten liegend bei Raumtemperatur 

angetrocknet, um einen besseren Halt sicherzustellen. Anschließend wurden die 

Objektträger in eine Glasküvette überführt und dreimal 15 Minuten in 0,1 M PBS auf 

dem Orbitalschüttler gewaschen. Anschließend wurden die Objektträger in eine feuchte 

Kammer gelegt und mit je 150 µl Präinkubationslösung beträufelt, um unspezifische 

Bindungen zu minimieren. Die Präinkubationslösung wurde für 45-60 Minuten auf den 

Schnitten belassen. Danach wurde die Präinkubationslösung durch Schräghalten ablaufen 

lassen und die Objektträger nochmals kurz in PBS gewaschen, anschließend durch ein 

Abtupfen mit Papiertüchern um die Schnitte herum leicht getrocknet und wieder in die 

feuchte Kammer gelegt. Die zu verwendenden Primärantikörper wurden entsprechend 

Tabelle 7 in Antikörpermedium verdünnt und 110 µl dieser Lösung wird auf die 

Objektträger gegeben. Um ein Verdunsten der Antikörperlösung zu vermeiden, wurden 

Parafilmstreifen auf die Schnitte mit der Lösung gegeben. Die 

Primärantikörperinkubation erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. Am folgenden Tag 

wurden die Parafilmstreifen mit etwas PBS freigeschwemmt und mithilfe einer Pinzette 

nach oben abgehoben. Es folgte erneut ein dreimaliges Waschen in PBs auf dem 

Schüttler. Währenddessen wurden die Sekundärantikörper und DAPI in 

Antikörpermedium verdünnt und für fünf Minuten bei 13.000 x g abzentrifugiert. Bei der 

Herstellung der Sekundärantikörperlösung sowie allen folgenden Schritten wurde darauf 

geachtet, möglichst unter Ausschluss von Licht zu arbeiten, um ein Verbleichen der 

Fluorochrome zu vermeiden. Die Objektträger wurden wieder wir zuvor beschrieben 

trockengetupft und in die feuchte Kammer gelegt, wo sie mit 110 µl 

Sekundärantikörperlösung beträufelt wurden. Hierbei war darauf zu achten, nur den 

Überstand der zuvor zentrifugierten Lösung zu verwenden, um fluoreszierende 

Präzipitate auf den Objektträgern zu vermeiden. Mit Parafilm abgedeckt wurden die 
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Schnitte etwa zwei Stunden mit der Sekundärantikörperlösung inkubiert. Nach weiteren 

drei Waschschritten in PBS konnten die Objektträger mit Deckgläsern und Fluorescence 

Mounting Medium eingedeckt werden. Ausgehärtet und gelagert wurden die Objektträger 

in Mappen im Kühlschrank. 

Als Negativkontrollen wurde jeweils ein Objektträger des selben Präparats nur mit dem 

jeweiligen Sekundärantikörper und DAPI gefärbt. Als Referenz wurde frische 

Schweineretina gefärbt, die direkt nach der Präparation der Augen fixiert und eingefroren 

wurde. 

2.2.8 Antigendemaskierung 

Eine Antigendemaskierung wurde durchgeführt, wenn eine bisher nicht an 

Schweineretina etablierte Immunfluoreszenzfärbung nicht die erwarteten Ergebnisse 

zeigte. Durch Einbettung und Fixierung können manche Antigene so in ihrer 

Konformation verändert worden sein, dass sie nicht mehr von den entsprechenden 

Antikörpern erkannt werden können. Durch hitzeinduzierte Antigendemaskierung kann 

die Affinität der Antikörper zu diesen Antigenen wieder hergestellt werden. Für jedes 

Antigen ist ein unterschiedlicher pH-Wert des eingesetzten Puffers besser oder schlechter 

geeignet, daher sollten immer mehrere Puffer getestet werden. 

Um eine Antigendemaskierung durchzuführen, wurden die Schnitte wie gewohnt dreißig 

Minuten antrocknen gelassen und dann einmal für zehn Minuten in 0,1 M PBS in einer 

Hellendahl Küvette gewaschen. Anschließend folgten zwei Waschschritte im jeweiligen 

Antigendemaskierungspuffer (Natriumcitrat-Puffer mit pH 6 oder Tris-EDTA-Puffer mit 

pH 9) für fünf Minuten. Die Waschschritte erfolgten wie üblich auf dem Orbitalschüttler. 

Für die Hitzebehandlung wurden die mit Puffer gefüllten Küvetten inklusive der 

Objektträger so lange in der Mikrowelle erhitzt, bis der Puffer eine Temperatur von  

80 °C aufwies. Dabei wurde immer ein Hitzepuls von 15 Sekunden verwendet, auf den 

eine Pause von 45 Sekunden folgte. Nach dem Abkühlen auf etwa 40 °C wurden die 

Schnitte nochmals zehn Minuten in 0,1 M PBS gewaschen, bevor mit dem 

Immunfluoreszenz-Protokoll fortgefahren wurde. 

2.2.9 Mikroskopie 

2.2.9.1 Mikroskopie von Hämatoxylin-Eosin-Färbungen 

Die mit Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnitte wurden am Mikroskop Biozero des 

Herstellers Keyence durch Hellfeldmikroskopie betrachtet. Es wurden das 4x sowie das 
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20x Objektiv verwendet und Stapelaufnahmen bestehend aus jeweils acht bis zwölf 

Bildern angefertigt. 

2.2.9.2 Mikroskopie von Immunfluoreszenzfärbungen 

Die mit Immunfluoreszenz gefärbten Schnitte wurden am Konfokalen Laser Scanning 

Mikroskop Olympus Fluoview FV10i betrachtet. Hier wurden das 10x für 

Übersichtsaufnahmen sowie das 60x Objektiv für Detailaufnahmen verwendet. Für die 

Detailaufnahmen wurde der Abstand zwischen den einzelnen Z-Ebenen auf 0,7 µm 

eingestellt und jeweils Stapelaufnahmen mit 15-25 Ebenen aufgenommen. Die Laser 

wurden jeweils so eingestellt, dass eine Überbelichtung vermieden wurde. Für die 

korrespondierenden Negativkontrollen wurden die Lasereinstellungen entsprechend 

übernommen. 

2.2.10 Beurteilung der Gewebeerhaltung 

Um die Gewebeerhaltung nach den unterschiedlichen Kulturzeiträumen beurteilen und 

vergleichen zu können, wurde eine Gewebequalitätspunktzahl eingesetzt, die sich aus der 

Analyse verschiedener Zelltypen sowie der Zellkerne zusammensetzt, für die es robuste 

Ergebnisse bei immunhistochemischen Färbungen gab. Diese Gewebequalitätspunktzahl 

wurde eigens für diese Arbeit entwickelt und an die Beurteilung von porcinen Retina-

Explantaten angepasst. Die Kriterien zur Einordnung sind im Ergebnisteil in Tabelle 9 

dargestellt, wobei die höchste Punktzahl zwei beträgt und an frischer Retina festgemacht 

wurde. Die Betrachtung und Analyse erfolgte an Einzelbildern der jeweiligen 

Immunfluoreszenzfärbungen. Pro Zeitpunkt bzw. Mediumzusammensetzung wurden für 

die Vergleiche jeweils mindestens drei Explantate anfertigt. Von jedem dieser Explantate 

wurden zwei Aufnahmen unterschiedlicher Schnitte angefertigt, die nach den Färbungen 

dann angeschaut und kategorisiert wurden.  

Die Messung von Gesamt- und ONL-Dicke wurde an den selben Aufnahmen 

durchgeführt, wie die oben genannten Analyse. Hierfür wurden die Aufnahmen 

gedanklich gedrittelt und in diesen Abschnitten jeweils eine Messung der gesamten 

Retina sowie der ONL mit Fiji vorgenommen. Falls die gesamte Retina nicht auf ein Bild 

gepasst hat, wurde zuvor ein Zusammenschluss von zwei separat aufgenommenen, 

überlappend liegenden Abschnitten hergestellt. Für ein solches photomerge wurde das 

Plugin „Stitching“ in Fiji verwendet (Preibisch et al. 2009). 
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2.2.11 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung wurde mit SigmaPlot durchgeführt. Die 

Gewebequalitätspunktzahlen der jeweiligen Kategorien wurden mithilfe eines One Way 

ANOVA (Student-Newman-Keuls oder Holm-Sidak Methode) auf ihre Signifikanz 

getestet. Die dazugehörigen Diagramme wurden ebenfalls mit SigmaPlot erstellt. 

2.2.12 Bildbearbeitung 

Nach der Analyse an unbearbeiteten Aufnahmen, erfolgte eine Bildbearbeitung einzelner 

Bilder, um die Ergebnisse besser veranschaulichen zu können. Hierfür wurde zunächst 

im Mikroskop eigenen Programm FV10-ASW 4.2 Viewer die Anzahl der Z-Ebenen auf 

so wenige wie nötig verringert und Projektionen hergestellt. Anschließend wurden 

sowohl Adobe Photoshop als auch Affinity Photo verwendet, die über in etwa den 

gleichen Funktionsumfang verfügen. Alle Aufnahmen wurden nach dem gleichen 

Schema bearbeitet. Es wurde eine Tonwertkorrektur durchgeführt. Zur besseren 

Sichtbarkeit wurde meistens nur eine Immunfluoreszenzfärbung zusammen mit DAPI 

dargestellt und der andere Kanal bei Doppelfärbungen ausgeblendet. 
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3. Ergebnisse 

Zu Beginn der Arbeit wurden Erfahrungen und Literaturbeispiele zusammengetragen und 

die Versuche zur Retinakultur danach ausgerichtet. Die Kulturbedingungen wurden 

danach immer wieder optimiert. Für die Charakterisierung der verschiedene Zelltypen 

ergab sich die Notwendigkeit einer Quantifizierungsmöglichkeit, welche mit der 

Gewebequalitätspunktzahl geschaffen wurde. Nachdem die idealen Bedingungen 

festgelegt werden konnten, wurden Versuche zur Langzeitkultur und möglicher AAV-

Transduktion der Explantate gemacht.  

 

Abbildung 8: Übersicht über den Arbeitsablauf.  

GQP = Gewebequalitätspunktzahl. 

 

3.1 Gewebequalitätspunktzahl 

Bei der Betrachtung der Immunfluoreszenzfärbungen stellte sich die Frage nach einer 

sinnvollen Quantifizierung der Ergebnisse, um eine bessere Vergleichbarkeit zu schaffen. 

Hierfür wurde die Gewebequalitätspunktzahl entwickelt, mit der die erstellten 

Aufnahmen der Immunfluoreszenzfärbungen an porcinen Retina-Explantaten 

hinsichtlich ihrer Gewebeerhaltung charakterisiert werden können.  

Als besonders robuste Marker für die porcine Netzhautkultur wurden PKCα für die 

Stäbchenbipolarzellen, DAPI für die Zellkerne und deren normale Verteilung in der 

Retina, sowie PNA und S-Opsin für die Zapfen-Photorezeptoren identifiziert. Anhand der 

sich während der Degeneration verändernden Merkmale wurde schließlich die 

untenstehende Tabelle ausgearbeitet, mithilfe welcher allen Explantaten eine 

Gewebequalitätspunktzahl zugeordnet werden kann.  
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Tabelle 10: Kriterien zur Ermittlung der Gewebequalitätspunktzahl.  

Skala von 0 (am schlechtesten) bis 2 (am besten). 

 

 0 1 2 

Stäbchen-

bipolarzellen 

Keine oder kaum 

vorhanden 

Axon liegt nur in 

Fragmenten vor 

Axon ist lang und 

durchgehend 

Zellkerne 
Keine oder stark 

pyknotisch 

Nicht vollständig 

rund, > 20 % sind 

pyknotisch 

Keine Pyknose, 

runde Form 

Photorezeptor-

Innensegmente 
Keine 

In > 50 % des 

Bildes zu sehen 
Dicht gepackt 

Photorezeptor-

Außensegmente 
Keine 

An > 50 % des 

Innensegmente 

An (fast) jedem 

Innensegment 

 

3.2 Unterschiede bei Vorbereitungen und Präparation 

Die Augen von adulten Schweinen wurden direkt nach der Schlachtung vom lokalen 

Metzger bezogen. Im Normalfall werden die Schweine dort vor der Verarbeitung durch 

unterschiedliche Methoden dekontaminiert. Dabei kommt das Abflämmen der gesamten 

Oberfläche oder eine Dampfkammer zum Einsatz. In beiden Fällen waren negative 

Auswirkungen auf die Augen unmittelbar bei der Präparation sichtbar. Es fiel auf, dass 

die allgemeine Erhaltung der Augen nicht ausreichend für eine weitere Verarbeitung für 

Retinakulturen war. Die Augen waren zum Teil nicht mehr prall und fest, die Cornea trüb 

und der Glaskörper ließ sich nur sehr schwer von der Retina lösen, ohne diese zu 

beschädigen. Als Lösung wurden die Schweine ab der Feststellung dieses Problems zuerst 

dekapitiert, bevor der Rest des Körpers dekontaminiert und weiter verarbeitet wird. Die 

Enukleation der Augen erfolgte möglichst schnell nach Tötung durch den Metzger selber 

und anschließend wurden die Augen von umliegendem Gewebe befreit und in eiskalten 

Transportpuffer gelegt. Dass die Augen umgehend und dauerhaft eisgekühlt aufbewahrt 

wurden, war ebenfalls ausschlaggebend dafür, den Glaskörper problemlos von der Retina 

lösen zu können. Zudem war es wichtig für die Gewebeerhaltung, alle Schritte bis zur 

fertigen Retinakultur so schnell wie möglich durchzuführen. Für diese Arbeit lagen 

Schlachtung und fertige Kultur zumeist weniger als drei Stunden auseinander. 

3.3 Verschiedene Mediumzusammensetzungen 

Für die Kultivierung der Retina Explantate wurde zu Beginn ein Medium verwendet, das 

zuvor in der AG für Experimentelle Ophthalmologie gute Ergebnisse gezeigt hat (Christin 

Loyal, unveröffentlichte Daten). Nach einigen Vorversuchen zeigte sich, dass mit diesem 
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Medium jedoch keine ausreichende Gewebeerhaltung sichergestellt werden konnte. Für 

die Suche nach einer geeigneten Zusammensetzung wurden verschiedene Supplemente 

zu Neurobasal-A Medium hinzugegeben und deren Einfluss analysiert. Zudem wurden 

zwei Glucose-Konzentrationen getestet. Die Zusammensetzung der verschiedenen 

Kulturmedien wird in Tabelle 9 gezeigt. Als Vergleichszeitpunkt wurden zwölf Tage 

betrachtet. 

Tabelle 9: Übersicht über die sich unterscheidenden Bestandteile der verschiedenen Medien für die 

organotypische Retinakultur. Jedes Medium enthielt zusätzlich L-Glutamin sowie Anti-anti. 

Name des 

Mediums 

Glucose 

(mg/dl) 

FKS B-27 mit 

Insulin 

B-27 ohne 

Insulin 

N-2 

+- 100 100 x  x  

++ 100 100 x x   

+- 450 450 x  x  

++ 450 450 x x   

-- 100 100   x  

-+ 100 100  x   

-- 450 450   x  

-+ 450 450  x   

-+ 100 N-2 100  x  x 

 

Für die Beurteilung der Gewebeerhaltung wurden Immunfluoreszenzfärbungen mit 

Antikörpern gegen Proteinkinase C alpha (PKCα), saures Gliafaserprotein (GFAP), 

Rhodopsin, short-wave sensitive Opsin (S-Opsin) sowie dem Marker Erdnuss Agglutinin 

(PNA) verwendet. Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt.  
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3.3.1 Beurteilung der Gewebeerhaltung 

 

Abbildung 9: Expression des Stäbchen-Bipolarzellen-Markers Proteinkinase C alpha (PKCα) und 

des Gliafaser-Markers saures Gliafaserprotein (GFAP) in frisch fixierter porciner Retina. 

Die PKCα-Färbung wird in Rot dargestellt, die GFAP-Färbung in Grün und die DAPI-Kernfärbung in Blau 

(anteilig gezeigt). Der Maßstab entspricht 50 µm. ONL = äußere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme 

Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht. 

 

In Abbildung 9 wird ein Gefrierschnitt der frisch entnommenen Schweineretina gezeigt, 

an dem eine immunhistochemische Färbung mit den etablierten Markern PKCα und 

GFAP sowie ein DAPI-Kernfärbung durchgeführt wurde. Die physiologische 

Morphologie der Stäbchen-Bipolarzellen zeigt lange, durchgehende Axone, die von der 

INL bis Richtung GCL ziehen und dort endständige Verzweigungen aufweisen. Die 

Perikaryen der Stäbchen-Bipolarzellen sind im äußeren Teil der INL zu finden. GFAP 

wird hauptsächlich in Astrozyten exprimiert, deren Zellkörper in der Ganglienzellschicht 

liegen. Auch eine Expression in Müllerzellen ist zu sehen. Die Zellkerne liegen dicht 

gepackt in ONL und INL vor und zeigen keine Anzeichen von Pyknose. 
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Abbildung 10: Expression des Stäbchen-Bipolarzellen-Markers Proteinkinase C alpha (PKCα) in 

Retina Explantaten nach zwölf Tagen Kultur mit unterschiedlichen Medien.  

Die PKCα-Färbung wird in Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Türkis (anteilig gezeigt). Der 

Maßstab in A entspricht 50 µm und gilt für A-I. A: Medium +-100, B: Medium ++450, C: Medium +-450, 

D: Medium ++100, E: Medium --450, F: Medium -+450, G: Medium --100, H: Medium -+100, I: Medium 

-+100 N-2. ONL = äußere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, 

IPL = innere plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht, NFL = Nervenfaserschicht. 

 

PKCα als immunhistochemischer Marker zeigt die Stäbchen-Bipolarzellen der 

Wirbeltierretina. In Abbildung 10 wird die Immunfärbung mit PKCα mit der DAPI-

Kernfärbung kombiniert und zum Vergleich der verschiedenen Kulturmedien Retina 

Explantate nach zwölf Tagen Kulturdauer gezeigt. In D sowie F-I sind klar 

auszumachende PKCα-markierte Stäbchen-Bipolarzellen zu sehen. Durchgehende 

Axone sieht man hierbei jedoch nur in D, F und I. Die Perikaryen der Zellen können nur 

in I nach Kultur mit dem Medium -+100 N-2 deutlich ausgemacht werden. A-C sowie E 
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zeigen keine klar auszumachenden Stäbchen-Bipolarzellen, sondern lediglich Fragmente 

solcher. In A und B ist zudem keine Schichtung der Retina mehr sichtbar.  

 

Abbildung 11: Vergleich der verschiedenen Kulturmedien in Bezug auf die Erhaltung der 

Stäbchenbipolarzellen nach zwölf Tagen Kultur.  

Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen. *** P < 0,001 bzw. * P < 0,05.  

 

Vergleicht man die unterschiedlichen Kulturmedien dahingehend, welchen Einfluss sie 

auf die Erhaltung der Stäbchen-Bipolarzellen nach zwölf Tagen in Kultur haben, kann 

man erschließen, dass das Medium -+100 N-2 die Erhaltung der physiologischen 

Strukturen hier am besten unterstützt (vgl. Abb. 11). Während die 

Gewebequalitätspunktzahl bei frischer Retina mit einem Wert von 2 festgesetzt wird, ist 

bei Kultur mit dem Medium -+100 N-2 nach zwölf Tagen ein Wert von 1,08 ermittelt 

worden. Die Werte bei Kultur mit anderen Medien liegen zwischen 0,08 (+-100 sowie 

++450) und 0,83 (-+450). Eine erste Tendenz lässt erkennen, dass Medien, die kein 

fötales Kälberserum enthalten im Schnitt eine höhere Gewebequalitätspunktzahl bei 

Betrachtung der Stäbchen-Bipolarzellen erreichen. Ebenso führt ein Glucosegehalt von 

100 mg/dl zu einer besseren Erhaltung der Zellen. Der Zusatz von N-2 Supplement hebt 
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den Wert letztlich über 1. Das Medium -+100 N-2 zeigt bezogen auf die 

Stäbchenbipolarzellen eine (sehr) signifikant (P < 0,001 bzw. P < 0,05) bessere 

Gewebeerhaltung als alle anderen Medien außer -+450.  

 

Abbildung 12: Expression des Zapfen-Photorezeptor-Markers Erdnuss Agglutinin (PNA), von S-

Opsin für Zapfen-Photorezeptoren, die Reize im kurzwelligen Sehbereich verarbeiten und dem 

Stäbchen-Photorezeptor-Marker Rhodopsin in frisch fixierter porciner Retina. 

Die S-Opsin-Färbung wird in Rot dargestellt, die PNA-Färbung in Grün, die Rhodopsin-Färbung in 

Dunkelblau und die DAPI-Kernfärbung in Türkis (anteilig gezeigt). Der Maßstab entspricht 50 µm. OS = 

Außensegmente der Photorezeptoren, IS = Innensegmente der Photorezeptoren, ONL = äußere 

Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere plexiforme 

Schicht. 

 

Um die Photorezeptoren der Retina, die für die meisten Augenerkrankungen relevant 

sind, zu markieren, wurde hier eine Immunfärbung mit Antikörpern gegen S-Opsin und 

Rhodopsin verwendet, sowie der Marker PNA und DAPI eingesetzt. Eine Expression von 

PNA ist in allen Zapfen-Photorezeptoren sowohl in Innen- und Außensegmenten, als auch 

in den synaptischen Endfüßchen zu sehen. Die Außensegmente sitzen dabei zipfelfömig 

oben an den Innensegmenten in der Photorezeptorschicht und die synaptischen 

Endfüßchen in der OPL. Mit S-Opsin werden die ‚blauen‘ Zapfen markiert, also jene, die 

Reize im kurzwelligen Lichtbereich verarbeiten. Hierbei sieht man eine Expression in 
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Innen- und Außensegmenten dieser. Rhodopsin wird in den Stäbchen-Photorezeptoren 

exprimiert und wird hier in dunkelblau gezeigt. Die DAPI-Kernfärbung dient dazu, die 

Schichten der Retina klar definieren zu können.  

 

Abbildung 13: Expression des Zapfen-Photorezeptor-Markers Erdnuss Agglutinin (PNA) in Retina 

Explantaten nach zwölf Tagen Kultur mit unterschiedlichen Medien.  

Die PNA-Färbung wird in Grün dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Lila (anteilig gezeigt). Der Maßstab 

in A entspricht 50 µm und gilt für A-I. A: Medium +-100, B: Medium ++450, C: Medium +-450, D: 

Medium ++100, E: Medium --450, F: Medium -+450, G: Medium --100, H: Medium -+100, I: Medium -

+100 N-2. OS = Außensegmente der Photorezeptoren, IS = Innensegmente der Photorezeptoren, ONL = 

äußere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere 

plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht, NFL = Nervenfaserschicht. 

 

Für die Beurteilung der Erhaltung von Zapfen-Photorezeptoren wird in Abbildung 13 die 

Immunfärbung mit PNA nach jeweils zwölf Tagen Kultur mit den verschiedenen Medien 

gezeigt. In A und B mit den Medien -+100 bzw. ++450 sind keine Zapfen-
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Photorezeptoren zu sehen und die Schichtung der Retina ist ebenfalls nicht erkennbar. In 

den restlichen Bildern sind mindestens die synaptischen Endfüßchen der Zapfen in der 

ONL auszumachen. Auch die Außensegmente der Zapfen sind in C-I jeweils zu finden, 

wobei sie in D, E, H und I gut erhalten sind und an (fast) jedem Innensegment vorhanden 

sind. Die Innensegmente der Zapfen sind lediglich in D und I ganz klar umrissen, während 

sie mit den anderen Medien in C-I ebenfalls spezifisch angefärbt werden konnten. Die 

allgemeine Morphologie der Retina Explantate ist in D-I jeweils mindestens als gut zu 

beurteilen.  

 

Abbildung 14: Vergleich der verschiedenen Kulturmedien in Bezug auf die Erhaltung der 

Photorezeptor-Innensegmente nach zwölf Tagen Kultur.  
Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen. *** P < 0,001. 

 

Die Gewebequalitätspunktzahl der Photorezeptor-Innensegmente nach zwölf Tagen 

Kultur mit unterschiedlichen Medien wird in Abbildung 14 dargestellt. Die Werte 

differieren sehr stark zwischen 0 (+-100) und 1,16 (-+100). Auch hier ist klar erkennbar, 

dass die Medien ohne fötales Kälberserum mit 100 mg/dl Glucose für den besten Erhalt 

der Innensegmente sorgen. Der beste Wert wird mit dem Medium -+100 erreicht (1,16), 
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die Standardabweichung ist hier jedoch mit 0,37 relativ hoch. Betrachtet man die 

Explantate, die mit -+100 N-2 kultiviert wurden, liegt der Wert bei 1,08 und hat eine 

Standardabweichung von nur 0,19. Das Medium -+100 N-2 zeigt eine sehr signifikant (P 

< 0,001) bessere Erhaltung von Photorezeptor-Innensegmenten als die Medien +-100, 

++450, +-450, ++100 und --450.  

 

Abbildung 15: Vergleich der verschiedenen Kulturmedien in Bezug auf die Erhaltung der 

Photorezeptor-Außensegmente nach zwölf Tagen Kultur.  
Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen. *** P < 0,001. 

 

Die Auswertung der Gewebequalitätspunktzahl bei Photorezeptor-Außensegmenten in 

Abbildung 15 zeigt genau wie bei den Innensegmenten, dass Medien mit 100 mg/dl 

Glucose sowie ohne fötales Kälberserum für den besten Erhalt der Strukturen sorgen. Die 

Medien -+100 und -+100 N-2 zeigen die klar besten Werte mit 1,42 bzw. 1,58. Mit dem 

Medium +-100 sind hier wie auch bei den Innensegmenten zuvor keine Strukturen mehr 

auszumachen, was zu einer Gewebequalitätspunktzahl von 0 führte. Generell sind die 

Standardabweichungen aller Werte hier aber als eher hoch anzusehen. Das Medium -+100 

N-2 zeigt eine sehr signifikant (P < 0,001) bessere Erhaltung der Photorezeptor-
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Außensegmente als die Medien +-100, ++450, +-450, ++100,  

--450 und -+450. 

 

Abbildung 16: Kernfärbung mit DAPI in Retina Explantaten nach zwölf Tagen Kultur mit 

unterschiedlichen Medien.  

Die DAPI-Kernfärbung wird in Türkis gezeigt. Der Maßstab in A entspricht 50 µm und gilt für A-I. A: 

Medium +-100, B: Medium ++450, C: Medium +-450, D: Medium ++100, E: Medium --450, F: Medium 

-+450, G: Medium --100, H: Medium -+100, I: Medium -+100 N-2. ONL = äußere Körnerschicht, INL = 

innere Körnerschicht. 

 

Die DAPI-Kernfärbung der Explantate, die mit unterschiedlichen Medien kultiviert 

wurden, ist in Abbildung 16 jeweils nochmal einzeln dargestellt, um die Erhaltung der 

Kerne sowie die Schichtdicken besser beurteilen zu können. Bei den Medien +-100 (A) 

und ++450 (B) liegen die Zellkerne nicht erkennbar in Schichten vor und die meisten 

besitzen eher längliche oder ausgebeulte Formen. Das Chromatin liegt merklich ungleich 
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verteilt vor. Mit dem Medium +-450 in C sind nach zwölf Tagen Kultur ansatzweise ONL 

und INL zu erkennen, die Zellkerne sind jedoch ebenfalls pyknotisch. Die anderen 

Medien in D-I zeigen eine gute bis sehr gute Erhaltung der Schichten mit dicht gepackten 

Zellkernen. Vereinzelt liegen pyknotische Kerne vor, die gesunden Kerne sind jedoch 

klar in der Überzahl. Die Schichtdicken sind ebenfalls relativ konstant, wobei das 

Explantat aus F mit dem Medium -+450 etwas herausfällt, da die ONL dort im Vergleich 

zur INL dünner erscheint. 

 

Abbildung 17: Vergleich der verschiedenen Kulturmedien in Bezug auf die Erhaltung der Zellkerne 

nach zwölf Tagen Kultur.  
Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen. *** P < 0,001 bzw. * P < 0,05.  

 

Die Auswertung der Zellkerne mithilfe der Gewebequalitätspunktzahl ist in Abbildung 

17 zu sehen. Die Werte liegen zwischen 0,08 (+-100) und 1,33 (-+100 sowie -+100 N-2). 

Auch hier ist zu sehen, dass die Medien ohne fötales Kälberserum und mit einem 

Glucosegehalt von 100 mg/dl am besten zur Erhaltung der Zellkerne beitragen. Bei Kultur 

mit einem der drei Medien, auf die das zutrifft, sinkt die Gewebequalitätspunktzahl nicht 
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unter einen Wert von 1,08. Die Erhaltung der Zellkerne ist nach Kultur mit dem Medium 

-+100 N-2 (sehr) signifikant (P < 0,001 bzw. P < 0,05) besser als mit den Medien +-100, 

++450, +-450, ++100 und --450. 

3.3.2 Messungen von Gesamt- und ONL-Dicke 

 

Abbildung 18: Messungen der Gesamt- und ONL-Dicke bei Retina-Explantaten nach zwölf Tagen 

Kultur. Vergleich zwischen verschiedenen Kulturmedien.  

Darstellung der Mittelwerte der gemessenen Werte in µm (n=18 bzw. n=21 für frische Retina) und 

dazugehöriger Standardabweichungen. Schwarze Balken = Gesamtdicke, graue Balken = ONL-Dicke. 

 

Bei der Messung der Gesamt- und ONL-Dicke nach Kultur mit unterschiedlichen Medien 

ist kein ganz so klares Bild zu sehen. Die Werte für die Gesamtdicke der Explantate liegen 

zwischen 144 µm (+-100) und 234 µm (+-450). Die ONL ist zwischen 26 µm (++100) 

und 47 µm (-+100) dick. Nach Kultur mit dem Medium +-100 ist in keinem der 

betrachteten Schnitte eine klare Schichtung zu erkennen und somit konnte auch keine 

ONL-Dicke gemessen werden. Im Gegensatz zu frischer Retina ist die Gesamtdicke bei 

allen Medien außer +-450 und -+100 N-2 (sehr) signifikant (P < 0,001 bzw. P < 0,05)  
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geringer. Nach der Kultur mit dem Medium -+100 N-2 ist die Gesamtdicke der Retina 

signifikant (P < 0,001 bzw. P < 0,05) größer als mit den Medien +-100 und --450. Zu den 

anderen Medien sind keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Bei der ONL-Dicke 

sind signifikante (P < 0,001 bzw. P < 0,05) Unterschiede zwischen -+100 N-2 und den 

Medien +-100, ++100, ++450, +-450 und -+450 zu sehen.  

3.3.3 Rangfolge der Kulturmedien 

Die oben gezeigten Ergebnisse wurden je Kategorie in eine Rangfolge gebracht (siehe 

Tabellen 11 und 12) und anschließend wurden diese Ränge dann wiederum 

zusammengezählt, um herauszufinden, welches Medium insgesamt am besten 

abgeschnitten hat. Alle Ergebnisse zusammengenommen, sorgt das Medium -+100 N-2 

für die beste Gewebeerhaltung bei der porcinen organotypischen Retinakultur (Tabelle 

13). 

Tabelle 11: Gewebequalitätspunktzahl (GQP) der Retinakulturen mit verschiedenen Medien nach 

zwölf Tagen. Gezeigt werden die Mittelwerte der GQP pro Kategorie und der Rang, der sich 

daraus ergibt. 

 Stäbchen-

Bipolarzellen 

Zellkerne Innen-

segmente 

Außen-

segmente 

Medium GQP Rang GQP Rang GQP Rang GQP Rang 

-+100 N-2 1,08 1 1,33 1 1,08 2 1,58 1 

-+100 0,5 4 1,33 1 1,17 1 1,42 2 

--100 0,58 3 1,08 3 1 3 0,92 3 

-+450 0,83 2 1 4 0,92 4 0,67 4 

--450 0,17 7 0,75 5 0,5 5 0,67 4 

++100 0,5 4 0,42 6 0,42 6 0,67 4 

+-450 0,17 7 0,33 8 0,33 7 0,33 7 

++450 0,08 9 0,42 6 0,25 8 0,17 8 

+-100 0,08 9 0,08 9 0 9 0 9 
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Tabelle 12: Gesamtdicke und ONL-Dicke der Retinakulturen mit verschiedenen Medien nach zwölf 

Tagen. Gezeigt werden die Mittelwerte der Messungen pro Kategorie und der Rang, der sich 

daraus ergibt. 

 Gesamtdicke ONL-Dicke 

Medium Dicke (µm) Rang Dicke (µm) Rang 

-+100 N-2 219,73 2 46,54 3 

-+100 206,82 4 47,21 1 

--100 167,27 7 46,78 2 

-+450 207,54 3 39,27 5 

--450 162,09 8 43,51 4 

++100 173,74 6 25,89 8 

+-450 234,63 1 36,23 6 

++450 175,03 5 33,07 7 

+-100 144,51 9 Nicht messbar 9 

 

Tabelle 13: Rangfolge der Kulturmedien basierend auf der Gewebequalitätspunktzahl sowie 

Schichtdickenmessungen. 

Rang Medium 

1 -+100 N-2 

2 -+100 

3 --100 

4 -+450 

5 --450 

6 ++100 

7 +-450 

8 ++450 

9 +-100 

 

3.4 Kulturdauer 

Nach der Festlegung auf ein Kulturmedium wurde getestet, wie lange die Explantate in 

Kultur gehalten werden können, ohne dass die Gewebeerhaltung zu stark beeinträchtigt 

wird. Dafür wurden alle vier Tage Präparate aus der Kultur genommen und analysiert, 

wobei die längste Kulturdauer 28 Tage betrug. Hier wurde ebenfalls die 

Gewebequalitätspunkzahl ermittelt und Schichtdicken gemessen. 

3.4.1 Beurteilung der Gewebeerhaltung 

Zunächst wurde die Gewebeerhaltung zu den verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe der 

Immunfärbung mit dem Primärantikörper gegen PKCα analysiert. 



 3. Ergebnisse 

48 

 

 

Abbildung 19: Expression des Stäbchen-Bipolarzellen-Markers Proteinkinase C alpha (PKCα) in 

Retina Explantaten im Zeitverlauf von null bis 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2.  

Die PKCα-Färbung wird in Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Türkis (anteilig gezeigt). Der 

Maßstab in A entspricht 50 µm und gilt für A-H. A: 0 Tage (frische Retina), B: 4 Tage Kultur, C: 8 Tage 

Kultur, D: 12 Tage Kultur, E: 16 Tage Kultur, F: 20 Tage Kultur, G: 24 Tage Kultur, H: 28 Tage Kultur. 

ONL = äußere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere 

plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht, NFL = Nervenfaserschicht. 
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In Abbildung 19 wird die Immunfärbung mit PKCα im Zeitverlauf der Kultur bis 28 Tage 

Dauer mit dem Medium -+100 N-2 dargestellt. An allen Zeitpunkten ist eine spezifische 

Färbung auszumachen und Stäbchen-Bipolarzellen zu sehen. Die Axone der Stäbchen-

Bipolarzellen sind in den meisten Fällen lang und durchgängig von der INL bis zur GCL 

auszumachen. Lediglich in C nach acht Tagen Kultur sind nur noch stark durchbrochene 

Axone zu finden. Die Perikaryen der Zellen sind bis zwölf Tage Kulturdauer in der 

äußeren INL klar sichtbar, an späteren Zeitpunkten ist die Expression von PKCα nur noch 

undeutlich. Die Dichte der Stäbchen-Bipolarzellen bleibt im Verlauf der Zeit weitgehend 

gleich.  

 

Abbildung 20: Auswertung der Erhaltung von Stäbchenbipolarzellen in Retina Explantaten im 

Zeitverlauf von vier bis 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium  

-+100 N-2 mithilfe der Gewebequalitätspunktzahl.  

Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen.  

 

Aus den Auswertungen aller Schnitte für die Beurteilung der Stäbchen-Bipolarzellen 

durch Ermittlung der Gewebequalitätspunktzahl, ergab sich das Diagramm in Abbildung 

20. Wird das Gesamtbild betrachtet, fällt auf, dass die Gewebequalitätspunktzahl bis 

einschließlich zwanzig Tage Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2 ziemlich stabil bei 
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Werten zwischen 1,08 und 1,17 liegt, wobei die Standardabweichung nach 16 Tagen 

höher ist, als an den anderen Zeitpunkten. Nach 24 bzw. 28 Tagen in Kultur nimmt die 

Qualität der Stäbchen-Bipolarzellen etwas ab und die Gewebequalitätspunktzahl sinkt bis 

auf 0,75 nach 28 Tagen Kulturdauer, was jedoch immer noch für ein Vorhandensein 

zumindest partiell intakter Strukturen spricht. Die Standardabweichung steigt jedoch, je 

länger die Explantate in Kultur sind auf 0,67 nach 24 Tagen bzw. 0,56 nach 28 Tagen in 

Kultur. Im Vergleich mit frischer Retina ist die Gewebeerhaltung der Retina nach Kultur 

mit dem Medium -+100 N-2 nach allen Tagen signifikant verringert (P < 0,001 bzw. P < 

0,05). Unter den verschiedenen Zeitpunkten gibt es keine signifikanten Unterschiede.  
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Abbildung 21: DAPI-Kernfärbung in Retina Explantaten im Zeitverlauf von null bis 28 Tagen 

Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2.  

Die DAPI-Kernfärbung wird in Türkis gezeigt. Der Maßstab in A entspricht 50 µm und gilt für A-H. A: 0 

Tage (frische Retina), B: 4 Tage Kultur, C: 8 Tage Kultur, D: 12 Tage Kultur, E: 16 Tage Kultur, F: 20 

Tage Kultur, G: 24 Tage Kultur, H: 28 Tage Kultur. ONL = äußere Körnerschicht, INL = innere 

Körnerschicht. 
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In Abbildung 21 ist die DAPI-Kernfärbung der Explantate nach unterschiedlich langer 

Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2 gezeigt. Die einzelnen Kerne sind an allen 

Zeitpunkten fast ausschließlich prall und nicht pyknotisch. Sowohl in der ONL als auch 

in der INL liegen die Kerne dicht gepackt vor und die Schichten sind klar voneinander 

abgrenzbar. Nach zwölf (D), 16 (E) und 28 Tagen (H) Kulturdauer sind die Kerne in der 

INL etwas aufgelockert.  

 

Abbildung 22: Auswertung der Erhaltung der Zellkerne in Retina Explantaten im Zeitverlauf von 

vier bis 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2 mithilfe der Gewebequalitätspunktzahl.  
Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen.  

 

Die Beurteilung der Zellkerne mithilfe der Gewebequalitätspunktzahl ist in Abbildung 22 

aufgetragen. Im Allgemeinen kann gesagt werden, dass die Qualität der Zellkerne auch 

nach längerer Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2 noch gewährleistet werden kann, 

an keinem der Zeitpunkte sinkt der Wert unter 1, alle liegen zwischen 1,17 und 1,67. 

Dennoch ist im Zeitverlauf eine leichte Tendenz zur Abnahme der Zellkernqualität zu 

sehen. Die niedrigste Gewebequalitätspunktzahl ist auch hier nach 28 Tagen Kulturdauer 

erreicht und beträgt 1,17 mit einer Standardabweichung von 0,37. Insgesamt sind die 

Standardabweichungen hier nicht so hoch, wie es bei der Beurteilung der Stäbchen-
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Bipolarzellen zu sehen war. Die Erhaltung der Zellkerne ist nach vier bzw. 16 Tagen 

Kultur nicht signifikant schlechter als bei Zellkernen in frischer Retina, an den anderen 

Zeitpunkten ist eine signifikante (P < 0,001 bzw. P < 0,05) Abnahme der Qualität zu 

beobachten. Untereinander gibt es bei den verschiedenen Zeitpunkten keine signifikanten 

Unterschiede bei Betrachtung der Zellkerne. 
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Abbildung 23: Expression des Zapfen-Photorezeptor-Markers Erdnuss Agglutinin (PNA) in Retina 

Explantaten im Zeitverlauf von null bis 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2.  

Die PNA-Färbung wird in Grün dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Lila (anteilig gezeigt). Der Maßstab 

in A entspricht 50 µm und gilt für A-H. A: 0 Tage (frische Retina), B: 4 Tage Kultur, C: 8 Tage Kultur, D: 

12 Tage Kultur, E: 16 Tage Kultur, F: 20 Tage Kultur, G: 24 Tage Kultur, H: 28 Tage Kultur. ONL = 

äußere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere 

plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht, NFL = Nervenfaserschicht. 
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Bis zu einer Kulturdauer von 16 Tagen mit dem Medium -+100 N-2 sind die Zapfen-

Photorezeptoren durchweg sehr gut erhalten (Abb. 23 A-E). In F-H sind die Zapfen-

Photorezeptoren nicht mehr ganz so ordentlich nebeneinander aufgereiht wie zu früheren 

Zeitpunkten während der Kultur, aber dennoch deutlich als solche zu erkennen. Sowohl 

Innen- als auch Außensegmente sind klar auszumachen. Die synaptischen Endfüßchen 

sind an allen Zeitpunkten gut zu erkennen. 

 

Abbildung 24: Auswertung der Erhaltung von Photorezeptor-Innensegmenten in Retina 

Explantaten im Zeitverlauf von vier bis 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium  

-+100 N-2 mithilfe der Gewebequalitätspunktzahl.  
Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen.  

 

Die Beurteilung der Photorezeptor-Innensegmente wird in Abbildung 24 dargestellt. Hier 

ist nicht zu beobachten, dass die Gewebequalitätspunktzahl mit längerer Zeit in Kultur 

abnimmt, vielmehr sind interindividuelle Unterschiede zu erkennen. Die erreichten 

Punktzahlen liegen zwischen 0,5 (Tag 24) und 1,42 (Tag 8 und 16). An über der Hälfte 

der Zeitpunkte liegt die Gewebequalitätspunktzahl bei 1 oder niedriger. Die 

Photorezeptor-Innensegmente sind an allen Zeitpunkten nach Kultur signifikant (P < 

0,001 bzw. P < 0,05) schlechter erhalten als in frischer Retina. Untereinander weicht die 
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Gewebequalitätspunktzahl zwischen einigen Zeitpunkten signifikant voneinander ab, 

jedoch ist keine Tendenz korrelierend zur steigenden Dauer zu erkennen. 

 

Abbildung 25: Auswertung der Erhaltung von Photorezeptor-Außensegmenten in Retina 

Explantaten im Zeitverlauf von vier bis 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium  

-+100 N-2 mithilfe der Gewebequalitätspunktzahl.  
Darstellung der Mittelwerte der ermittelten Gewebequalitätspunktzahlen (n=6) und dazugehöriger 

Standardabweichungen.  

 

Bei den Photorezeptor-Außensegmenten in Abbildung 25 hingegen ist wieder eine leichte 

Tendenz zur Abnahme der Gewebequalitätspunktzahl mit längerer Kulturdauer zu 

beobachten, lediglich die Explantate, die nach vier Tagen Kultur mit dem Medium-+100 

N-2 geerntet wurden, fallen mit einer Punktzahl von 1,08 etwas heraus. Nach einer 

Kulturdauer von acht bis zwanzig Tagen liegt die Gewebequalitätspunktzahl bei 1,25 bis 

1,58. Danach sinkt sie auf 0,5 (Tag 24) bzw. 0,75 (Tag 28). Insgesamt betrachtet liegen 

die Standardabweichungen hier mit Werten zwischen 0,34 bis 0,55 relativ hoch. 

Gegenüber der frischen Retina sind die Photorezeptor-Außensegmente der Explantate 

nach vier, zwanzig, 24 und 28 Tagen Kultur signifikant (P < 0,001 bzw. P < 0,05) 

schlechter erhalten. Hier lässt sich erkennen, dass die Außensegmente nach einer 

Kulturdauer länger als zwanzig Tage nicht mehr gut erhalten sind.  
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3.4.2 Messungen von Gesamt- und ONL-Dicke 

 

Abbildung 26: Messungen der Gesamt- und ONL-Dicke von Retina-Explantaten im Zeitverlauf 

zwischen null und 28 Tagen Kulturdauer mit dem Medium -+100 N-2. 

Darstellung der Mittelwerte der gemessenen Werte in µm (n=18 bzw. n=21 für frische Retina) und 

dazugehöriger Standardabweichungen. Schwarze Balken = Gesamtdicke, graue Balken = ONL-Dicke. 

 

Die Ergebnisse der Messungen der Retina-Gesamtdicke sowie der ONL-Dicke sind in 

Abbildung 26 aufgetragen. Die Gesamtdicke der frischen Retina, die als Referenz gilt, 

beträgt im Schnitt 285 µm, während die ONL hier eine Dicke von 41 µm vorweist. Durch 

die Kultur der Explantate nimmt die Gesamtdicke der Retina im Allgemeinen ab, wobei 

keine klare Abnahme im Verlauf der Zeit ausgemacht werden kann. Die Dicke der 

kultivierten Retinae legt im Schnitt zwischen 163 und 250 µm, nach der längsten 

Kulturdauer mit 28 Tagen, sind die Explantate im Schnitt noch 215 µm dick. Betrachtet 

man die ONL-Dicke, fällt auf, dass diese in den kultivierten Retinae auch größer ausfallen 

kann, als es in frischer Retina im Schnitt der Fall ist. Bei den kultivierten Explantaten 

liegt die ONL-Dicke zwischen 33 und 47 µm. Die Standardabweichungen aller 

Messungen und vor allem der Gesamtdicke-Messungen ist als relativ hoch anzusehen. An 
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allen Tagen ab Tag 8 ist die Gesamtdicke der Explantate signifikant (P < 0,001 bzw. P < 

0,05) geringer als die von frischer Retina. Die ONL-Dicke hingegen ist an keinem der 

Zeitpunkte signifikant abweichend von der ONL-Dicke in frischer Retina.  

3.5 Behandlung mit AAVs 

Die mit AAVs behandelten Explantate wurden zunächst als Wholemount eingedeckt und 

analysiert, um feststellen zu können, ob eine Transduktion überhaupt erfolgreich war, 

bevor weitergehende Analysen durchgeführt wurden. Verwendete AAVs codieren für 

eGFP, um mittels Fluoreszenzmikroskopie sehen zu können, ob sie ihr designiertes Ziel 

in der Retina erreicht haben und das Protein korrekt exprimiert wurde.  

 

Abbildung 27: Wholemount eines mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN transduzierten porcinen Retina 

Explantats nach sieben Tagen Kultur.  

A: Mit AAV behandeltes Retina Explantat im Ganzen, die grüne Fluoreszenz zeigt transduzierte 

Strukturen. Der Maßstab entspricht 1000 µm. B: 10-fache Vergrößerung des weißen Quadrats aus A. Die 

grüne Fluoreszenz zeigt sich in einem Randstreifen des Explantats. Der Maßstab entspricht 250 µm. C: 60-

fache Vergrößerung des Quadrats aus B. Die grüne Fluoreszenz zeigt klar definiert transduzierte Strukturen 

am Rand des Explantats. Der Maßstab entspricht 50 µm. 

 



 3. Ergebnisse 

59 

 

 

Abbildung 28: Wholemount eines mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN transduzierten porcinen Retina 

Explantats nach sieben Tagen Kultur.  

A: Mit AAV behandeltes Retina Explantat im Ganzen, die grüne Fluoreszenz zeigt transduzierte 

Strukturen. Der Maßstab entspricht 1000 µm. B: 10-fache Vergrößerung des weißen Quadrats aus A. Die 

grüne Fluoreszenz zeigt sich in einem Randstreifen des Explantats sowie etwas weiter Richtung Mitte. Der 

Maßstab entspricht 250 µm. C: 60-fache Vergrößerung des Quadrats aus B. Die grüne Fluoreszenz zeigt 

klar definiert transduzierte Ganglienzellen. Der Maßstab entspricht 50 µm. 

 

Nach sieben Tagen Kultur konnten im Wholemount der mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP 

NN transduzierten Retinakulturen transduzierte Strukturen ausgemacht werden. Diese 

befinden sich hauptsächlich am Rand des Explantats. Ohne Vergrößerung wird außerdem 

sichtbar, dass die Retina eine gewisse Eigenfluoreszenz zeigt, was auch für die Kapillaren 

gilt. Vergrößert man entsprechend grün fluoreszierende Stellen heraus, kann gesagt 

werden, dass diese Fluoreszenz spezifisch ist und sich klar vom Hintergrund mit der 

Eigenfluoreszenz abhebt. Während die meisten fluoreszierenden Strukturen im 

Wholemount nicht klar einem Zelltypen zugeordnet werden können, kann man in 

Abbildung 28 eindeutig Ganglienzellen identifizieren, da diese aufgrund ihrer Größe und 

Form einzigartig sind. Um zu klären, um welchen Zelltypen es sich bei den anderen 

transduzierten Strukturen handelt, wurden die Explantate wieder ausgedeckt und für 
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Gefrierschnitte aufbereitet, damit Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt werden 

konnten. 

 

Abbildung 29: Expression von S-Opsin (A) und Calbindin (B) in mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL 

transduzierten Retina-Explantaten nach sieben Tagen Kultur.  

A: Die S-Opsin-Färbung markiert Zapfen, die Lichtreize im kurzwelligen Bereich verarbeiten und wird in 

Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Blau. Transduzierte Strukturen fluoreszieren in Grün. Eine 

Kolokalisation von roter und grüner Fluoreszenz wird durch die weißen Pfeile markiert. B: Die Calbindin-

Färbung markiert Horizontalzellen und wird in Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Blau (anteilig 

gezeigt). Transduzierte Strukturen fluoreszieren in Grün. Eine Kolokalisation von roter und grüner 

Fluoreszenz wird durch die weißen Pfeile markiert. PR = Photorezeptorschicht, ONL = äußere 

Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere plexiforme 

Schicht. Der Maßstab entspricht 50 µm. 

 

Bei den mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL transduzierten Explantaten ist nach sieben 

Tagen Kultur und späterer Immunfluoreszenzfärbung gegen S-Opsin an einigen Stellen 

eine Kolokalisation mit der Expression des eGFP zu sehen. Daher kann davon 

ausgegangen werden, dass zumindest einige Zapfen-Photorezeptoren transduziert werden 

konnten. Auch nach der Immunfluoreszenzfärbung gegen Calbindin, welches die 

Horizontalzellen in der Retina markiert, ist eine Kolokalisation mit dem exprimierten 

eGFP zu erkennen, auch dieser Zelltyp konnte also erreicht werden. Wie auch schon im 

Wholemount zu erkennen war, liegen die transduzierten Zellen eher am Rand des 

Explantates. 
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Abbildung 30: Expression von S-Opsin (A) und Calbindin (B) in mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN 

transduzierten Retina-Explantaten nach 14 Tagen Kultur.  

A: Die S-Opsin-Färbung markiert Zapfen, die Lichtreize im kurzwelligen Bereich verarbeiten und wird in 

Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Blau. Transduzierte Strukturen fluoreszieren in Grün. B: Die 

Calbindin-Färbung markiert Horizontalzellen und wird in Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in Blau 

(anteilig gezeigt). Transduzierte Strukturen fluoreszieren in Grün. Eine Kolokalisation von roter und grüner 

Fluoreszenz wird durch die weißen Pfeile markiert. PR = Photorezeptorschicht, ONL = äußere 

Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere plexiforme 

Schicht. Der Maßstab entspricht 50 µm. 

 

Bei den mit AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN transduzierten Explantaten sind nach 14 Tagen 

Kultur einige grün fluoreszierende Strukturen zu sehen. Nach einer 

Immunfluoreszenzfärbung gegen S-Opsin konnte keine Kolokalisation ausgemacht 

werden und die Erhaltung der Zapfen-Photorezeptoren war generell eher schlecht. Wie 

auch zuvor bei AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL konnte hier dennoch eine Kolokalisation 

mit der Färbung gegen Calbindin festgestellt werden. Die transduzierten Horizontalzellen 

sind in Abbildung 30 mit weißen Pfeilen markiert. 

Generell kann gesagt werden, dass die Erhaltung der transduzierten Präparate nicht so gut 

ist, wie sie zuvor mit dem Medium -+100 N-2 nach bis zu 28 Tagen Kulturdauer erreicht 

werden konnte. Die Kernschichten sowie die Gesamtdicke der Retina sind im Vergleich 

eher dünn. Um die Gewebeerhaltung genauer beurteilen zu können, wurde noch eine 
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Immunfluoreszenzfärbung gegen PKCα durchgeführt, wie sie zuvor für die Beurteilung 

der Integrität verwendet wurde.  

 

Abbildung 31: Expression des Stäbchenbipolarzellen-Markers Proteinkinase C alpha (PKCα) in mit 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL (A) oder AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN (B) transduzierten Retina-

Explantaten nach sieben bzw. 14 Tagen Kultur.  

Die PKCα-Färbung zeigt Stäbchenbipolarzellen und wird in Rot dargestellt, die DAPI-Kernfärbung in 

Blau. Transduzierte Strukturen fluoreszieren in Grün. PR = Photorezeptorschicht, ONL = äußere 

Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = innere plexiforme 

Schicht. Der Maßstab entspricht 50 µm. 

Nach der Transduktion der Retinakulturen mit den Vektoren AAV 2.1_sc-CMV_eGFP 

GL und AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN und anschließender Kultur für sieben bzw. 14 Tage 

sind die Stäbchenbipolarzellen nicht gut erhalten. Weder Perikaryen noch Axone können 

mehr richtig ausgemacht werden und auch die Kernschichten, die durch die DAPI-

Färbung sichtbar gemacht werden, sind sehr dünn.  

Zusätzlich zu den vorher genannten AAVs wurden die Retinakulturen noch mit AAV 

2.1_sc-CMV_eGFP 7m8 und AAV 2.1_sc-CMV_eGFP wt behandelt. Retina Explantate 

nach der Transduktion mit diesen Vektoren zeigten kaum bis keine Fluoreszenz und 

wurden daher hier nicht dargestellt. 

  



 4. Diskussion 

63 

 

4. Diskussion  

4.1 Die porcine organotypische Retinakultur 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Retina-Explantate mindestens drei Wochen in Kultur 

halten zu können, ohne dass eine signifikante Degeneration im Zeitverlauf stattfinden 

konnte. Für die Etablierung der porcinen organotypischen Retinakultur wurden mehrere 

publizierte Protokolle getestet. Dabei sind einige Punkte aufgefallen, die für die Zwecke 

dieser Arbeit verändert oder ganz neu erdacht werden mussten.  

4.1.1 Präparation 

Noch vor der Präparation der Schweineaugen müssen diese bei einem lokalen Metzger 

oder Schlachter bestellt und abgeholt werden. Hier ist es besonders wichtig, dass die 

Bedingungen zur Dekontamination der Tiere und somit auch der Augen besprochen 

werden. Oft werden die ganzen Tieren nach der Tötung und vor dem Zerlegen  komplett 

abgeflammt oder in einer Dampfdruckkammer dekontaminiert. Beide Methoden sind für 

Augen, die für Forschungszwecke genutzt werden sollen, dringend zu vermeiden. Durch 

die einwirkende Hitze degeneriert die Retina im Anschluss deutlich schneller und auch 

der Glaskörper lässt sich nur schwer vollständig von der Retina lösen, ohne diese zu 

beschädigen. Demnach ist es besonders wichtig, dass die Augen bei der 

Dekontaminationsprozedur des Metzgers ausgespart werden, oder die Enukleation sogar 

davor stattfindet, soweit das möglich ist. Ein weiterer wichtiger Faktor ist der Transport 

der Augen zum Labor. Es ist notwendig, dass die Augen so schnell wie möglich in 

eiskalten Transportpuffer gegeben werden und so auch zum Labor gebracht werden. Auch 

hier spielt die Zeit eine besondere Rolle. Svare et al. fanden heraus, dass Retinae, die 

neunzig Minuten nach Enukleation in Kultur genommen wurde, deutlich besser erhalten 

bleiben, als Retinae, die erst nach 240 Minuten in Kultur genommen wurden (Svare et al. 

2021). Ähnliche Erfahrungen wurden auch bei dieser Arbeit gemacht und es wird 

versucht, den kompletten Versuch in unter zwei Stunden nach Enukleation abzuschließen. 

Dadurch ist es im Schnitt möglich, zwölf bis maximal 18 Explantate pro Versuch in 

Kultur zu nehmen. Außerdem ist es hilfreich, die Konzentration der Antibiotika und 

Antimykotika im Transportpuffer mit zehn Prozent vergleichsweise hoch zu halten, damit 

Mikroorganismen gar nicht erst die Chance haben sich auszubreiten. Zusätzlich ist auch 

ein Eintauchen in siebzigprozentigen Ethanol vor dem Eröffnen des Auges angebracht 

und wird auch von anderen Forschungsgruppen so gehandhabt (Kuehn et al. 2016; 

Wagner et al. 2020). 
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4.1.2 Kulturmedium 

Um eine möglichst gute Gewebeerhaltung zu ermöglichen, ist es außerdem von großer 

Bedeutung ein Kulturmedium zu finden, welches Inhaltsstoffe enthält, die die Erhaltung 

unterstützen. Die meisten veröffentlichten Protokolle empfehlen, Neurobasal-A Medium 

zu verwenden und dieses mit veränderlichen Anteilen von fötalem Kälberserum (FKS), 

L-Glutamin, verschiedenen Antibiotika und/oder Antimykotika und B-27 zu 

supplementieren; manche verwenden auch DMEM als Grundbestandteil und setzen N-2 

zu (Bell et al. 2016; Wiley et al. 2018; Wagner et al. 2020). Für diese Arbeit wurden 

verschiedene Zusammensetzungen getestet, da mit den Standard-Medien keine guten 

Ergebnisse erzielt werden konnten.  

Neurobasal-A Medium ist ein spezielles Zellkulturmedium für neuronale Systeme und 

soll laut Hersteller für optimale Bedingungen mit B-27 supplementiert werden. B-27 ist 

ein chemisch definiertes Supplement und enthält Vitamine, Proteine, Enzyme und 

Fettsäuren, deren Anteile spezielle auf Neuronen ausgelegt sind. L-Glutamin als 

essentielle Aminosäure ist hauptsächlich wichtig als Stickstoffquelle. Antibiotika bzw. 

Antimykotika werden zugesetzt, um Kontaminationen der Kulturen zu vermeiden, was 

im Hinblick darauf, dass die Schweineaugen bei Schlachtung nicht dekontaminiert 

werden können, einen besonderen Stellenwert einnimmt. Für postmitotische Neuronen 

wird zusätzlich empfohlen, dem Medium N-2 zuzusetzen. Die organotypischen 

Retinakulturen in dieser Arbeit zeigten die beste Gewebeerhaltung mit Neurobasal-A 

Medium, B-27, L-Glutamin, N-2 und anti-anti, welches eine kommerziell erhältliche 

Mischung aus den Antibiotika Penicillin und Streptomycin sowie dem Antimykotikum 

Amphotericin B ist. Die Glucosekonzentration wurde mit 100 mg/dl als optimal 

befunden, was dem physiologischen Level entspricht. Eine zu hohe Glucosekonzentration 

wirkt neurotoxisch und ist daher auch für organotypische Kulturen zu vermeiden 

(Tomlinson und Gardiner 2008; Bahniwal et al. 2017). Um diese Konzentration zu 

erhalten, werden hier die beiden kommerziell erhältlichen Neurobasal-A Medien 

gemischt (vgl. Abschnitt 2.1.4). 

Fötales Kälberserum wird schon lange fast standardmäßig als Zusatz in Zellkulturmedien 

verwendet, da es verschiedene Stoffe wie Wachstumsfaktoren, Proteine, Vitamine, 

Spurenelemente und Hormone enthält, die essentiell für Wachstum und Erhalt von Zellen 

und Gewebe sind. Trotz aller Vorteile von FKS und möglicher Vorurteile gegenüber einer 

Neuetablierung von Protokollen mit Ersatzstoffen, sollte dennoch wenn möglich auf 
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Serum verzichtet werden. Die Kontroverse gegenüber FKS beruht vor allem auf der 

Tatsache, dass die batch-to-batch Variabilität der Zusammensetzung mitunter relativ groß 

ausfallen kann und man immer noch nicht genau weiß, welche Bestandteile enthalten sind 

(van der Valk et al. 2010). Dazu kommt, dass die Gewinnung von FKS aus Kälberföten 

mit einem Leiden dieser einhergeht und daher ohnehin zu vermeiden ist (van der Valk et 

al. 2004). Im Sinne der good cell culture practice (GCCP) sollte wenn möglich auf 

chemisch definierte Medien oder andere serumfreie Systeme zurückgegriffen werden 

(Hartung et al. 2002). Dass für die organotypische Retinakultur in dieser Arbeit generell 

auf FKS verzichtet wird, weil die Gewebeerhaltung unter Verwendung von Serum 

schlechter ist, ist also auch im Sinne des 3R-Prinzips und der GCCP sehr sinnvoll.  

Betrachtet man die Ergebnisse unter Abschnitt 3.3, dann wird deutlich, dass das Medium 

-+100 N-2 die besten Bedingungen für die Kultur bietet. Die Erhaltung von 

physiologischer Zellkernmorphologie, Stäbchen-Bipolarzellen, sowie Photorezeptor-

Innen- und Außensegmenten ist hier gemessen an der Gewebequalitätspunktzahl am 

ehesten gegeben. Warum die Retina-Explantate ohne FKS am besten erhalten bleiben, 

lässt sich nicht abschließend klären, da zu viele Bestandteile des Serums unbekannt 

bleiben. Möglicherweise kommt es zu einer Unverträglichkeit der Bestandteile aufgrund 

speziesspezifischer Unterschiede zwischen Schwein und Rind. Dass Medien mit Insulin 

eine gute Gewebeerhaltung begünstigen, mag daran liegen, dass fehlendes Insulin unter 

anderem eine Rolle bei der Degeneration von retinalen Ganglienzellen spielt (Al Hussein 

Al Awamlh et al. 2021). In einer kürzlich veröffentlichten Publikation konnte zudem 

gezeigt werden, dass neurotrophische Faktoren aus iPSCs wie Insulin-like growth factor 

1 (IGF-1) die Gewebeerhaltung von porcinen Retinakulturen verbessern (Rettinger et al. 

2021). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Insulin selber eine anti-apoptotische 

Wirkung in murinen Retina-Explantaten besitzt (Duenker et al. 2005). Die Verwendung 

von L-Glutamin, B-27 und N-2 deckt sich mit bisherigen Veröffentlichungen.  

Falls zukünftig eine weitere Optimierung des Mediums notwendig sein sollte, könnte eine 

Zugabe von humanem Plättchenlysat eine vielversprechende Möglichkeit darstellen, um 

Wachstumsfaktoren, Hormone und ähnliches zuzuführen. Humanes Plättchenlysat wird 

aus menschlichem Blut gewonnen und kann entweder selbst extrahiert oder käuflich 

erworben werden. In vielen Studien wird es in Kombination mit Heparin als Alternative 

zu FKS verwendet (Carducci et al. 2016; Mohamed et al. 2020). 
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Auch eine Co-Kultur mit anderen Zelltypen wie beispielsweise retinalen 

Pigmentepithelzellen kann zu einer Verbesserung der Gewebeerhaltung führen. Di Lauro 

et al. beschreiben, dass eine solche Co-Kultur zu einer vergleichsweise besseren 

Erhaltung von Photorezeptoren, weniger Gliose und einer größeren Gesamtdicke führen 

kann (Di Lauro et al. 2016). Ähnliche Ergebnisse werden auch bei einer Co-Kultur mit 

humanen neuronalen Vorläuferzellen (hNPC) erreicht (Mollick et al. 2016). Die 

Ergebnisse dieser beiden Studien wurden jedoch bereits nach drei bzw. neun Tagen 

Kultur zusammengetragen und können daher nicht ohne weiteres auf längerfristige 

Versuche übertragen werden, wie sie in dieser Arbeit gemacht wurden. 

4.1.3 Kulturdauer 

Schaut man auf verschiedene Publikationen zum Thema retinale Kulturen, ist eine 

Kulturdauer von etwa sieben bis zehn Tage die Regel (Taylor et al. 2014; Schnichels et 

al. 2019; Wagner et al. 2020). Um potentielle Therapien testen zu können und auch um 

altersbedingte neurodegenerative Vorgänge besser modellieren zu können, war es ein Ziel 

dieser Arbeit, die Retina-Explantate mindestens drei Wochen in Kultur halten zu können.  

Betrachtet man die Ergebnisse in Abschnitt 3.4, dann wird sichtbar, dass dieses Ziel 

erreicht werden konnte. Die Retinakulturen konnten bis zu einer Dauer von 28 Tagen so 

in Kultur gehalten werden, dass keine zu große Degeneration stattgefunden hat. Dennoch 

ist eine kürzere Dauer als besser anzusehen und zukünftige Experimente sollten nur so 

lange wie unbedingt nötig dauern, um die besten Ergebnisse zu erhalten. Alleine das 

Umschreiben des einzelsträngigen AAV-Genoms in doppelsträngige DNA dauert für 

gewöhnlich sehr lange, was zu einer starken Expression erst nach etwa 14-28 Tagen führt, 

was von Serotyp zu Serotyp unterschiedlich ist (McCarty 2008). Vor allem bei neueren 

rekombinanten AAVs ist die maximale Expression schon früher erreicht. Durch die 

Verwendung von self-complementary AAVs (scAAVs) kann zudem die lange Zeit, die 

zum Umschreiben in doppelsträngige DNA benötigt wird, umgangen werden, aber 

dennoch dauert das Erreichen einer stabilen Expression auch hier seine Zeit und erreicht 

ihren Höhepunkt meist nach etwa zwei Wochen (McCarty 2008; Colella und Auricchio 

2012). Bedenkt man außerdem, dass zukünftige Therapien auch mehrfach administriert 

werden könnten, ist eine längere Kulturdauer auch hier ein großer Fortschritt, um dies zu 

modellieren. Eine solche wiederholte Dosierung steigert für gewöhnlich die Effektivität 

zum Beispiel bei Verwendung von Nanopartikeln (Da Sun et al. 2022; Xi et al. 2022). 
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Bei wiederholter Dosierung stellt sich aber wiederum die Frage nach der Toxizität oder 

möglicher Überdosierung. 

Ob eine noch längere Kulturdauer möglich wäre, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht 

getestet. Hier stellt sich jedoch auch die Frage, ob dies sinnvoll wäre oder für noch länger 

andauernde Studien eher andere Modelle wie Organoide zurate gezogen werden sollten.  

4.1.4 Einführung der Gewebequalitätspunktzahl 

Die Einführung der Gewebequalitätspunktzahl bietet eine einfache Möglichkeit, die 

Gewebeerhaltung vieler Präparate zu klassifizieren und zu vergleichen. Angelehnt an den 

tissue damage score von Svare et al. wurde ein Schema gesucht, welches einfach und 

schnell angewendet werden kann und eine Vergleichbarkeit bei der Bewertung schafft 

(Svare et al. 2021). Für die Anwendung in dieser Arbeit wurde die 

Gewebequalitätspunktzahl so entwickelt, dass die Ergebnisse der hier standardmäßigen 

Immunfluoreszenzfärbungen für Photorezeptoren und Stäbchen-Bipolarzellen 

berücksichtigt werden können. Eine zusätzliche Messung der Gesamt- und ONL-Dicke 

sollte Aufschluss darüber geben, wie integer das Retina-Explantat noch ist.  

Eine Erweiterung der Gewebequalitätspunktzahl auf weitere Zelltypen könnte für 

zukünftige Experimente eine gute Möglichkeit sein, noch präzisere Aussagen über die 

Gewebeerhaltung treffen zu können. Trotz allem bleibt eine solche Beurteilung immer 

subjektiv. Neben der rein histologischen Analyse wären also zusätzlich auch 

transkriptom-basierte Methoden nützlich, um eine objektive Quantifizierung 

verschiedener Faktoren erreichen zu können (Xi et al. 2022). Auch 

Genexpressionsstudien, wie sie im Labor für experimentelle Ophthalmologie bereits 

zuvor für murine Retinakulturen durchgeführt wurden, könnten weiter Aufschluss geben, 

wie die Gewebeerhaltung sich im Laufe der Zeit verhält (Wagner 2019).  

4.2 Transduktion der Retina Explantate 

Die Transduktion der porcinen Retina-Explantate mit wildtypischen sowie capsid-

modifizierten AAVs verlief erfolgreich. In Abschnitt 3.5 sind beispielhaft Bilder gezeigt, 

auf denen die transduzierten Strukturen der Retina durch grüne Fluoreszenz sichtbar 

wurden. Die grüne Fluoreszenz war hauptsächlich am Rand der Retina-Explantate zu 

sehen, was darauf hindeutet, dass die AAVs an den verletzten Stellen des Explantats 

zuerst angreifen. Ein solches Phänomen ist auch in anderen Publikationen zu finden und 

kann besonders gut an Wholemounts beobachtet werden (Xi et al. 2022). Zusätzlich 
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konnte jedoch beobachtet werden, dass die mit AAV behandelten Retinae nicht so gut 

erhalten bleiben, wie die Kontroll-Explantate, die nicht oder nur mit PBS behandelt 

wurden. Möglicherweise waren die AAVs zu hoch dosiert und wirkten daher leicht 

toxisch auf die Retina. Dass die Integrität der transduzierten Explantate nicht so gut 

erscheint, kann aber auch daran liegen, dass nur die Randstücke betrachtet wurde, da dort 

grundsätzlich grüne Fluoreszenz zu sehen war. Da die Explantate jedoch am Rand zuerst 

dünner werden, könnte dies das Ergebnis leicht verfälscht haben. Bei Betrachtung der 

anderen, nicht mit AAV behandelten, Präparate wurde der Randbereich außer Acht 

gelassen und zuerst ein substantielles Stück der Retina zugeschnitten, bevor die Schnitte 

aufgezogen wurden, weshalb die Vergleichbarkeit eventuell nicht ausreichend sein 

könnte. 

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Arbeit mit Publikationen, für die andere Spezies 

verwendet wurden, dann kann man zum Beispiel feststellen, dass die auch hier 

verwendeten AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL und NN in der Maus, im Affen und im Hund 

in vivo sowie in der humanen Retinakultur sehr gut Photorezeptoren transduzieren 

konnten (Pavlou et al. 2021). AAV9-basierte Vektoren wie AAV-PHP.eB haben in der 

Maus viele Zelltypen transduzieren können, darunter Photorezeptoren, Ganglienzellen 

und Horizontalzellen und können subretinal, intravitreal, retroorbital sowie intravenös 

verabreicht werden (Simpson et al. 2019; Palfi et al. 2022). In Tabelle 14 werden 

verschiedene AAVs in Hinblick auf ihre Transduktionseffizienz bei unterschiedlichen 

Spezies verglichen.  
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Tabelle 14: Beispiele für AAVs, die in anderen Veröffentlichungen verschiedene retinale Zelltypen 

in unterschiedlichen Spezies transduzieren konnten. 

AAV Zelltyp Applikation Spezies Referenz 

AAV 2.1_sc-

CMV_eGFP 

7m8 

Ganglienzellen, 

Müllerzellen, 

Amakrinzellen, 

Bipolarzellen, 

Photorezeptoren, 

RPE-Zellen 

intravitreal Maus in vivo, 

Affe in vivo 

 

(Dalkara et 

al. 2013) 

AAV 2.1_sc-

CMV_eGFP 

GL 

Photorezeptoren intravitreal Maus in vivo, 

Hund in vivo, 

Affe in vivo, 

Mensch in vitro 

(Retinakultur) 

(Pavlou et al. 

2021) 

AAV 2.1_sc-

CMV_eGFP 

NN 

Photorezeptoren intravitreal Maus in vivo, 

Hund in vivo,  

Affe in vivo, 

Mensch in vitro 

(Retinakultur) 

(Pavlou et al. 

2021) 

AAV 2.1_sc-

CMV_eGFP 

wt 

Photorezeptoren 

(wenige) 

intravitreal Maus in vivo, 

Hund in vivo 

(Pavlou et al. 

2021) 

AAV-PHP.eB-

CMV-EGFP 

Horizontalzellen, 

Ganglienzellen, 

Amakrinzellen 

intravenös 

 

Maus in vivo (Palfi et al. 

2022) 

Horizontalzellen, 

Ganglienzellen, 

Amakrinzellen 

intravitreal 

Photorezeptoren, 

RPE-Zellen 

subretinal 

AAV-PHP.eB 

CAG-

tdTomato 

Horizontalzellen, 

Ganglienzellen, 

Bipolarzellen 

 

retroorbital 

 

Maus in vivo (Simpson et 

al. 2019) 

Ganglienzellen intravitreal 

Photorezeptoren subretinal 

 

Tabelle 15: In dieser Arbeit supraretinal verwendete AAVs und Zelltypen, die in porcinen Retina 

Explantaten transduziert werden konnten. 

AAV Zelltyp 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP GL Zapfen-Photorezeptoren, Horizontalzellen 

AAV 2.1_sc-CMV_eGFP NN Horizontalzellen, Ganglienzellen 
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Betrachtet man die AAVs, die sowohl für diese Arbeit als auch für andere Publikationen 

verwendet wurden, dann fällt auf, dass in dieser Arbeit zuerst einmal weniger 

Photorezeptoren erreicht werden konnten. Zusätzlich zu der Transduktion von Zapfen-

Photorezeptoren konnten hier jedoch auch Horizontal- und Ganglienzellen erreicht 

werden. Die Unterschiede könnten durch die Testung in unterschiedlichen Spezies erklärt 

werden. Eine Untersuchung weiterer AAVs wie beispielsweise des in Tabelle 14 

aufgeführten AAV-PHP.eB und deren Verwendung in Retinakulturen könnte in Zukunft 

sinnvoll sein, um eventuell einen größeren Anteil an Photorezeptoren transduzieren zu 

können. Für zukünftige Therapien scheint es jedenfalls enorm wichtig, dass der 

verwendete Vektor genau auf die gewünschte Spezies angepasst wird, da die Ergebnisse 

aus vorangegangenen Studien eventuell nur bedingt übertragen werden können. 

Da gerade Gentherapien, die auf CRISPR/Cas beruhen, die Kapazität von einem AAV 

oft überschreiten, werden verschiedene Alternativen gesucht. Sowohl dual-AAV als auch 

lentivirale Strategien sind als virusbasierte Systeme zu nennen und bieten größere 

Kapazitäten (Trapani 2018; McClements et al. 2020; Cheng und Punzo 2022). Nicht-

virale Strategien wie Nanopartikel und lipid-basierte Systeme rücken jedoch immer mehr 

in den Fokus der Forschung, da sie kaum Kapazitätsbeschränkungen haben und auch 

weniger Entzündungsreaktion im Organismus hervorrufen (Masri et al. 2019; Salman et 

al. 2022; Da Sun et al. 2022). Der Applikationsweg spielt zudem auch eine wichtige 

Rolle, um die möglichen Komplikationen einer Behandlung zu minimieren und die 

Anwendung auch für das ärztliche Personal so leicht wie möglich zu machen, ohne dass 

die Qualität der Therapie darunter leidet (Han et al. 2020). Intravenöse Injektionen wie 

von Palfi et al. beschrieben, scheinen auf den ersten Blick auch eine praktikable und 

einfache Lösung für die Administrierung von AAVs zu sein, hier werden jedoch auch 

andere Organe wie die Leber erreicht und die Dosis muss in der Regel deutlich höher 

ausfallen, was wiederum zu Komplikationen führen könnte (Palfi et al. 2022).  

Die verschiedenen Applikationswege können an der Retinakultur ein Stück weit 

nachgestellt werden, indem die AAV-Lösung auf die Photorezeptor- oder die 

Ganglienzellseite appliziert wird. Intravitreale Injektionen können so aber nicht 

vollständig nachgebildet werden, weil limitierende Strukturen wie der Glaskörper oder 

die innere limitierende Membran nicht mehr vorhanden bzw. nicht mehr vollständig 

intakt sind.  
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Durch die reine histologische Analyse kann jedoch nicht wirklich quantifiziert werden, 

wie gut welche Zelltypen transduziert werden. Hier könnten in Zukunft eher 

transkriptom-basierte Methoden, wie sie von Xi et al. beschrieben wurden, eingesetzt 

werden (Xi et al. 2022). Es verhält sich hier also ähnlich, wie es oben schon bei der 

Gewebequalitätspunktzahl beschrieben wurde.  

Da aber nun gezeigt werden konnte, dass die porcine organotypische Retinakultur ein gut 

geeignetes Modell für solche Screenings ist, können zukünftig auch andere 

Therapiestrategien hieran getestet werden.  

4.3 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass porcine organotypische 

Retinakulturen ein gut geeignetes Modell sind, um degenerative Vorgänge der humanen 

Netzhaut zu modellieren und darüber hinaus geeignet sind, um Therapiestrategien gegen 

erbliche Netzhautdystrophien zu testen.  

Um noch mehr über die porcine Retinakultur zu lernen, könnten in Zukunft 

Genexpressions- oder Transkriptom-Studien durchgeführt werden. Auch eine 

funktionelle Analyse mittels multi-electrode-array wäre eine gute Möglichkeit, um 

tiefere Einblicke zu erlangen. Die Testung von verschiedenen Therapiestrategien 

basierend auf Nanopartikeln, Liposomen oder lentiviralen Systemen an diesem Retina-

Kultursystem bietet sich an, da dies einfach und kostengünstig möglich wäre und zudem 

zur Reduktion von in vivo Tierversuchen beiträgt.  
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5. Zusammenfassung 

Erbliche Retinadystrophien sind eine sehr heterogene Gruppe an Erkrankungen mit 

insgesamt über zwei Millionen Betroffenen und können bisher nicht geheilt werden. 

Durch die große Heterogenität und die sehr vielen betroffenen Gene, bietet es sich an, zur 

Therapie dieser Erkrankungen gentherapeutische Strategien zu erforschen. Das Auge ist 

für solche Methoden hervorragend geeignet, da es ein Immunprivileg besitzt und sehr gut 

zugänglich ist. Für die Erforschung von Gentherapien werden verschiedene 

Modellsysteme verwendet, um die Wirkung und eventuelle unerwünschte Reaktionen 

abschätzen zu können. Neben der Zellkultur und Organoiden werden hierfür in vitro 

organotypische Kulturen eingesetzt. Schweineaugen eignen sich dabei besonders gut, da 

sie anatomisch sehr nah am menschlichen Auge liegen. Ziel dieser Arbeit war es, ein 

porcines organotypisches Langzeit-Kulturmodell zu etablieren, an dem zukünftige 

gentherapeutische Ansätze getestet werden können. Zusätzlich sollten verschiedene 

AAVs auf ihre Transduktionseffizienz in dieser Kultur getestet werden, um einen 

Grundstein für den Test von AAV-vermittelten Gentherapien zu legen.  

Dazu wurden unterschiedliche Kulturmedien auf der Basis von Neurobasal-A-Medium 

getestet und die Gewebeerhaltung mit Hilfe einer eigens entwickelten 

Gewebequalitätspunktzahl kategorisiert. Auch wurde die Gewebeerhaltung über einen 

Zeitraum von 28 Tagen in regelmäßigen Abständen beurteilt, um feststellen zu können, 

wie lange die Retina Explantate ohne signifikante Qualitätsverlust in Kultur gehalten 

werden können.  

Die Ergebnisse zeigten, dass das Kulturmedium -+100 N-2, welches B-27 mit Insulin, L-

Glutamin, Antibiotic-Antimycotic, N-2 und kein FKS bei einer Glucosekonzentration 

von 100 mg/dl enthielt, am besten geeignet ist, die Integrität der Retinakulturen über einen 

Zeitraum bis zu zwölf Tagen aufrechtzuerhalten. Sowohl Photorezeptoren als auch 

Stäbchen-Bipolarzellen und Zellkerne waren nach dieser Zeit gut erhalten und die Dicke 

von Retina und der ONL im Speziellen blieb stabil. Weitere Versuche konnten zeigen, 

dass die Retina Explantate mit diesem Medium bis zu zwanzig Tage sehr gut in Kultur 

gehalten werden konnten, aber auch nach 28 Tagen noch eine gewisse Integrität 

aufweisen konnten. Die Transduktionsversuche mit verschiedenen AAVs zeigten, dass es 

grundsätzlich möglich ist, verschiedene Zelltypen in der porcinen Retinakultur zu 

erreichen. Es gelang sowohl Zapfen-Photorezeptoren als auch Horizontal- und 
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Ganglienzellen zu transduzieren, was durch grüne Fluoreszenz des exprimierten eGFP 

nachgewiesen werden konnte.  

Grundsätzlich lässt sich also resümieren, dass die porcine Retinakultur gut für die Testung 

von gentherapeutischen Strategien geeignet ist. Dies kann zusätzlich auch zu einer 

Verringerung der Versuchstierzahlen für in vivo Versuche beitragen. 
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6. Summary 

Inherited retinal dystrophies are a very heterogeneous group of diseases with a total of 

more than two million people affected and cannot yet be cured. Due to the great 

heterogeneity and the large number of genes affected, gene therapy strategies are being 

explored to treat these diseases. The eye is very suitable for such methods because of its 

immune privilege and accessibility. For researching gene therapies, model systems are 

used in order to be able to assess the desired effect and possible side effects. In addition 

to cell culture and organoids, in vitro organotypic cultures are used for this purpose. Pig 

eyes are particularly suitable for this purpose, as they are anatomically very close to the 

human eye. The aim of this work was to establish a porcine organotypic long-term culture 

model in which future gene therapy approaches can be tested. In addition, different AAVs 

were tested for their transduction efficiency in this culture in order to lay a foundation for 

testing AAV-mediated gene therapies.  

For this purpose, different culture media based on Neurobasal-A medium were tested and 

tissue preservation was categorised using a specially developed tissue quality score. 

Tissue preservation was also assessed at regular intervals over a 28-day period to 

determine how long retinal explants could be maintained in culture without significant 

loss of quality.  

The results showed that the culture medium -+100 N-2 containing B-27 with insulin, L-

glutamine, antibiotic-antimycotic, N-2 and no FCS at a glucose concentration of 100 

mg/dl was the best at maintaining the integrity of the retinal cultures for a period up to 12 

days. Photoreceptors as well as rod bipolar cells and nuclei were well preserved at this 

timepoint and the thickness of the retina and the ONL in particular remained stable. 

Further experiments showed that retinal explants could be kept in culture for up to twenty 

days with little to no degradation with this medium, but still were somewhat integer after 

28 days. The transduction experiments with different AAVs showed that it is basically 

possible to target different cell types in a porcine retinal culture. It was possible to 

transduce cone photoreceptors as well as horizontal and ganglion cells, as seen by the 

green fluorescence of the expressed eGFP from the vectors.  

Basically, it can be concluded that porcine retinal culture is well suited for testing gene 

therapy strategies. This can also contribute to a reduction in the number of animals needed 

for in vivo experiments.  
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I. Abkürzungsverzeichnis 

°C   Grad Celsius 

(h)iPSCs  (Human) induced pluripotent stem cells / (humane) induzierte 

pluripotente Stammzellen 

µl   Mikroliter 

µM   Mikromolar 

AAV   Adeno-assoziiertes Virus 

AMD   Altersbedingte Makuladegeneration 

CMV-Promotor Cytomegalovirus-Promotor 

CRISPR   Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DAPI   4´,6-Diamidin-2-phenylindol 

ddH2O   Doppelt-destilliertes Wasser 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

eGFP  Enhanced green fluorescent protein / verbessertes grün 

fluoreszierendes Protein 

FCS / FKS  Fetal calf serum / Fötales Kälberserum 

GCL   Ganglion cell layer / Ganglienzellschicht 

GQP   Gewebequalitätspunktzahl 

hESC   Human embryonic stem cells / Humane embryonale Stammzellen 

hNPC   Human neural progenitor cells / Humane neurale Vorläuferzellen 

ILM   Innere limitierende Membran 

INL   Inner nuclear layer / Innere Körnerschicht 

IPL   Inner plexiform layer / Innere plexiforme Schicht 

IS   Inner segments / Innensegmente der Photorezeptoren 

kB   Kilobasen 
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LCA   Lebersche kongenitale Amaurose 

M   Molar 

min   Minute(n) 

ml    Milliliter 

mM   Millimolar 

NFL   Nerve fiber layer / Nervenfaserschicht 

ONL   Outer nuclear layer / Äußere Körnerschicht 

OPL   Outer plexiform layer / Äußere plexiforme Schicht 

OS   Outer segments / Außensegmente der Photorezeptoren 

PBS   Phosphate buffered saline / phosphatgepufferte Salzlösung 

PKCα   Protein Kinase C alpha 

PNA   Peanut agglutinin / Erdnuss Agglutinin 

PR   Photorezeptoren 

rAAV   Rekombinantes adeno-assoziiertes Virus 

RP   Retinitis Pigmentosa 

RPE   Retinales Pigmentepithel 

scAAV  Self complementary Adeno-assoziiertes Virus 

vg   Vektorgenome 

wt   Wildtyp  
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