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1 EINLEITUNG 

Diabetes mellitus ist ein weltweites Gesundheitsproblem (IDF Diabetes Atlas 9th 

Edition 2019). In den kommenden 20 Jahren soll die Zahl der Diabetiker global auf 

insgesamt 700 Millionen Menschen anwachsen (IDF Diabetes Atlas 9th Edition 

2019). Etwa ein Drittel aller Diabetiker entwickelt eine diabetische Retinopathie (DR), 

(Yau et al. 2012). Diese Komplikation ist der Hauptgrund für eine Erblindung im 

Erwachsenenalter (Nentwich and Ulbig 2015).  

Die genauen molekularen Mechanismen bei der Entstehung der DR sind bisher 

unverstanden (Mesquida, Drawnel, and Fauser 2019). Für die Erforschung der 

Pathophysiologie eignen sich Schweineaugen, da sich Schweine- und 

Menschenaugen in ihrer Anatomie und im Feinbau der Netzhaut ähnlich sind 

(Kleinwort et al. 2017; Menduni et al. 2018). Zudem existiert mit dem INSC94Y-

Schwein erstmals ein transgenes Diabetesmodell, welches die pathophysiologischen 

Merkmale der DR des Menschen umfassend repräsentiert (Kleinwort et al. 2017). 

Dazu gehören auch die funktionellen Veränderungen von Müller Gliazellen (RMG), 

(Kleinwort et al. 2017). In der Pathophysiologie der DR scheinen veränderte RMG 

eine wichtige Rolle zu spielen (Coughlin, Feenstra, and Mohr 2017). Ein 

Hauptaugenmerk dieses Projekts lag deshalb auf der Aufklärung von möglichen 

Pathogenese-assoziierten Mechanismen, die in der diabetischen Schweinenetzhaut 

von RMG initiiert werden. Dies erfolgte auf molekularer Ebene durch eine 

differenzielle Proteomanalyse von isolierten Schweine RMG unter einer diabetischen 

Stoffwechselsituation.  

Um pathophysiologische Zusammenhänge auf Ebene der intakten Netzhaut besser 

verstehen und von der Einzelzellebene abgeleitete Hypothesen überprüfen zu 

können, bestand ein weiteres Ziel unseres Projekts im Aufbau eines ex vivo 

Netzhautmodells aus Schweineaugen. Netzhautkulturen bilden die Netzhaut nahe an 

der in vivo Situation ab (Schnichels et al. 2019). Für zielführende Untersuchungen in 

diesem Modell war es wesentlich, reproduzierbare und qualitativ hochwertige 

Netzhautkulturen bereitzustellen.  

Durch die Verwendung von Schlachtschweineaugen leistete dieses Projekt einen 

Beitrag zur Entwicklung von Ersatzmethoden für Tierversuche. 
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2 LITERATUR 

2.1 Die diabetische Retinopathie 

2.1.1 Beschreibung und globale Bedeutung 

Die diabetische Retinopathie (DR) ist eine schwerwiegende Erkrankung der Netzhaut 

(Nentwich and Ulbig 2015). Sie wird durch Diabetes mellitus ausgelöst (Nentwich and 

Ulbig 2015). Zu den Risikofaktoren, als Diabetiker an einer DR zu erkranken, zählen 

die Dauer der Grunderkrankung, schlecht eingestellte Blutzuckerwerte und 

Bluthochdruck (Magliah et al. 2018). Dadurch kann es zu Veränderungen an den 

retinalen Blutgefäßen kommen, die zur Schädigung der Netzhautfunktion führen 

(Magliah et al. 2018). Die Netzhaut ist neben den Gefäßveränderungen auch für 

neurodegenerative und neuroinflammatorische Prozesse anfällig (Kadłubowska et al. 

2016). Im Anfangsstadium verläuft die DR häufig symptomlos, Patienten bemerken 

die Krankheit erst, wenn ihre Sehkraft beeinträchtigt ist (Tien Y. Wong et al. 2018). 

Die klinischen Auswirkungen reichen neben einer Sehschärfenminderung über ein 

schmerzhaftes Glaukom bis hin zu einer vollständigen Erblindung (H. Lee et al. 2019; 

Horwitz et al. 2016).  

Diabetes mellitus wird als eine Epidemie des 21. Jahrhunderts bezeichnet (Kharroubi 

and Darwish 2015). Nach einem aktuellen Bericht der Internationalen Diabetes 

Föderation leidet weltweit einer von elf Erwachsenen an Diabetes mellitus (IDF 

Diabetes Atlas 9th Edition 2019). Die Prävalenz für diese Erkrankung steigt stetig an 

und wird Schätzungen zufolge im Jahr 2040 bei über 10% der Weltbevölkerung 

liegen (Ogurtsova et al. 2017). Die DR ist die häufigste Komplikation von Diabetes 

mellitus und der häufigste Grund für eine Erblindung im Erwachsenenalter (Nentwich 

and Ulbig 2015). Etwa ein Drittel aller Diabetiker entwickelt eine DR (Yau et al. 2012). 

Weltweit leiden aktuell rund 3,2 Millionen Menschen unter einer DR in einem 

fortgeschrittenen Stadium (Flaxman et al. 2017). Mit dem Anstieg der Prävalenz von 

Diabetes mellitus werden auch die Begleiterkrankungen, wie die DR, zunehmen (R. 

Lee, Wong, and Sabanayagam 2015).  
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2.1.2 Pathogenese, Diagnose und therapeutische Limitationen 

Lange Zeit wurde die DR als rein mikrovaskuläre Erkrankung verstanden (Kohner et 

al. 1999; Tien Yin Wong et al. 2002; Nguyen et al. 2008). Mittlerweile weiß man, dass 

neurodegenerative Prozesse schon sehr früh, bereits vor den ersten strukturellen 

Veränderungen des Gefäßsystems, auftreten (Lung et al. 2012; van Dijk et al. 2012; 

Sohn et al. 2016; Frydkjaer-Olsen et al. 2015; Tavares Ferreira et al. 2017; Garcia-

Martin et al. 2019). Auch Entzündungsreaktionen und oxidativer Stress spielen im 

Krankheitsgeschehen eine Rolle (Vujosevic et al. 2016; Brzović-Šarić et al. 2015).  

Die Komplikationen Neurodegeneration, Mikrovaskulopathie sowie insbesondere das 

diabetische Makulaödem sind die Hauptursachen für eine Erblindung im Verlauf der 

DR (Nentwich and Ulbig 2015). Die Makula beinhaltet die Region des schärfsten 

Sehens und ist aufgrund der anatomischen Gegebenheiten besonders anfällig für 

eine Ödembildung (Daruich et al. 2018). Durch das Ödem kommt es zur 

Kompression von Nervenzellen, Axonen und Blutgefäßen, was schlussendlich zur 

Erblindung führen kann (Daruich et al. 2018). Trotz des wissenschaftlichen 

Fortschritts sind die genauen molekularen Mechanismen, die zur Entstehung 

wesentlicher Komplikationen bei der DR beitragen, bis heute unverstanden 

(Mesquida, Drawnel, and Fauser 2019). 

Für eine frühestmögliche Diagnosestellung der DR sollte sich jeder Diabetiker 

zeitnah nach Bekanntwerden des Diabetes mellitus einer umfassenden 

ophthalmologischen Untersuchung unterziehen (Tien Y. Wong et al. 2018). 

Anschließend sollte die Netzhaut regelmäßig kontrolliert werden (Tien Y. Wong et al. 

2018). Die Diagnose und das Staging der DR erfolgt durch die Methode der Fundus 

Fotografie (Goh et al. 2016). Das Auffinden von Mikroaneurysmen ist 

pathognomonisch und das erste diagnostische Anzeichen einer DR (de Carlo et al. 

2015). Für Patienten mit Verdacht auf ein Makulaödem ist die zusätzliche Diagnostik 

mittels optischer Kohärenztomographie erforderlich (Schmidt-Erfurth et al. 2017). 

Diese dient der Darstellung der Retina im Querschnitt und so der Detektion von 

Flüssigkeitsansammlungen (Schmidt-Erfurth et al. 2017). Zudem kann die Dicke der 

Netzhaut gemessen werden (Schmidt-Erfurth et al. 2017). Da bei einer 

Neurodegeneration die Netzhautdicke abnimmt, könnten Dickenmessungen 

zukünftig für die Diagnose von neurodegenerativen Veränderungen noch vor dem 

Auftreten von Mikroaneurysmen genutzt werden (Costello and Burton 2018). 
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Anhand der ophthalmologischen Untersuchung wird die DR grob in zwei Stadien 

unterteilt, die nicht-proliferative und die proliferative DR (Wilkinson et al. 2003). Die 

nicht-proliferative Form wird in die drei Schweregrade mild, moderat und schwer 

eingeteilt (Wilkinson et al. 2003). Die proliferative Form ist durch ein geringes bzw. 

ein hohes Risiko von Gefäßneubildungen am Sehnervenkopf gekennzeichnet 

(Wilkinson et al. 2003). Alle Stadien der DR können mit dem gefürchteten 

Makulaödem einhergehen (Heng et al. 2013).  

Die im Stadium der nicht-proliferativen DR detektierten Mikroaneurysmen sind 

zunächst asymptomatisch, können aber rupturieren und zu punktuellen Blutungen 

führen (de Carlo et al. 2015). Mit zunehmendem Schweregrad der nicht-proliferativen 

DR treten größere Blutungen sowie weitere mikrovaskuläre Veränderungen, wie 

Gefäßverengungen und Gefäßanomalien, auf (Corcóstegui et al. 2017). Die 

Veränderungen am Gefäßsystem begünstigen eine Minderperfusion der Netzhaut 

(Stefánsson et al. 2018). Diese führt zur Neubildung von Blutgefäßen mit dem Ziel, 

die Durchblutung wiederherzustellen (Yafeng Li, Yu, and VanderBeek 2019). Damit 

beginnt die proliferative Verlaufsform der DR (Yafeng Li, Yu, and VanderBeek 2019). 

Durch die erhöhte Permeabilität der neu gebildeten Blutgefäße kommt es zu 

Einblutungen in den Glaskörper (Annan and Carvounis 2014). Multiple Faktoren 

bewirken zudem einen Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke, was das Risiko 

für ein Makulaödem erhöht (Gundogan et al. 2016). In der Untersuchung des 

Augenhintergrunds können Ablagerungen von Lipiden, sogenannte harte Exsudate, 

festgestellt werden (Raman et al. 2015). Im weiteren Verlauf der proliferativen DR 

kommt es außerdem zum sogenannten „angio-fibrotic-switch“ (Kuiper et al. 2008). 

Entlang neu gebildeter Blutgefäße wächst auf der Innenfläche der Retina fibrotisches 

Gewebe (Roy, Amin, and Roy 2016). Durch eine Schrumpfung dieses Gewebes kann 

es zur Netzhautablösung kommen (Roy, Amin, and Roy 2016). Wird dabei der 

Kammerwinkel verlegt, kann sich ein äußerst schmerzhaftes Glaukom entwickeln 

(Song, Aiello, and Pasquale 2016).  

Die Therapie der DR und des diabetischen Makulaödems erfolgt durch die 

intravitreale Applikation von Entzündungshemmern oder anti-angiogenen Faktoren, 

teilweise in Kombination mit einer Laserphotokoagulation zum Verschluss undichter 

Blutgefäße (Distefano et al. 2017). Dadurch ist es möglich, das Risiko einer 

vollständigen Erblindung zu reduzieren (Marozas and Fort 2014). Eine Verbesserung 
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des Sehvermögens kann bei vielen Patienten allerdings nicht erzielt werden (Sacconi 

et al. 2019; Stewart 2016). Zudem sind beide Therapieformen mit erheblichen 

Nebenwirkungen verbunden (Nuzzi and Tridico 2015; Deschler, Sun, and Silva 

2014). Um Patienten mit einer DR zukünftig besser helfen zu können, ist die 

Entwicklung innovativer Therapiestrategien notwendig (Mesquida, Drawnel, and 

Fauser 2019). Das grundlegende Verständnis von molekularen Mechanismen in der 

Pathogenese der DR kann erheblich zur Entwicklung solcher Therapiestrategien 

beitragen (Mesquida, Drawnel, and Fauser 2019). 

 

2.2 Tiermodelle in der Forschung zur diabetischen Retinopathie 

2.2.1 Bedeutung und Limitationen von Nagermodellen 

Um die Pathogenesemechanismen bei der DR verstehen und untersuchen zu 

können, sind Tiermodelle von entscheidender Bedeutung (Olivares et al. 2017). 

Denn Netzhäute von Patienten stehen allenfalls vereinzelt und dann in sehr späten 

Stadien der DR zur Verfügung, so dass die ursprünglichen Dysregulationen nicht 

mehr zu erfassen sind.  

Zu den Methoden, Diabetes mellitus und damit die Folgeerkrankung DR im 

Tiermodell hervorzurufen, zählen die chemische Induktion mit Streptozotocin oder 

Alloxan, die Verfütterung einer zuckerhaltigen Diät sowie die chirurgische Entfernung 

des Pankreas (Rakieten, Rakieten, and Nadkarni 1963; McLetchie 2002; Renu A. 

Kowluru, Tang, and Kern 2001; Chaib et al. 2011). Darüber hinaus werden 

diabetische Tiermodelle zunehmend auch durch genetische Mutationen entwickelt 

(Olivares et al. 2017). Dies geschieht in Anlehnung an eine genetische Komponente 

bei der Entstehung von Diabetes mellitus beim Menschen, die auch durch 

Mutationen im Insulingen gekennzeichnet ist (Weijnen et al. 2002; Pociot and 

McDermott 2002; M. Liu et al. 2015). Transgene Tiermodelle haben gegenüber den 

induzierten Modellen den Vorteil, dass sie gut reproduziert werden können (Metz, 

Hudson, and Pavlov 2016). 

Für den translationalen Wert eines Tiermodells für die DR-Forschung ist es 

entscheidend, dass das Modell strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten zur 

Verlaufsform der DR des Menschen entwickelt und dass es die Pathologie möglichst 

umfangreich repräsentiert (Kleinwort et al. 2017). Für die Erforschung der DR 

existierte lange Zeit kein Tiermodell, welches die komplexen mikrovaskulären und 
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neurodegenerativen Prozesse beim Menschen umfassend abbildete (Olivares et al. 

2017). Aufgrund ihrer Eignung als Labortiere wurden vor allem traditionelle 

Tiermodelle in der Maus und in der Ratte genutzt (Toh et al. 2019; Bapputty et al. 

2019). Allerdings sind bei der Diabetesforschung im Nagermodell generell wichtige 

Limitationen zu beachten, die unter anderen auf substanzielle Unterschiede 

hinsichtlich Ernährung und Stoffwechsel gegenüber dem Menschen zurückzuführen 

sind (Al-Awar et al. 2016). Speziell für die DR-Forschung ist das fehlende Ausbilden 

einer Neovaskularisation und eines Makulaödems bei diesen Tierarten limitierend 

(Kern, Antonetti, and Smith 2019). Die unterschiedliche Pathophysiologie liegt bei 

den klassischen Nagermodellen nicht zuletzt an den grundlegenden Unterschieden 

im Aufbau des Auges und in der Struktur der Netzhaut (Slijkerman et al. 2015). So 

besitzen Mäuse zum Beispiel keinen Bereich der Netzhaut, der hinsichtlich des 

funktionellen Feinbaus mit der Makula des Menschen zu vergleichen ist (Huber et al. 

2010). 

Die INS2Akita-Maus ist ein diabetisches Mausmodell, das eine Punktmutation im 

Insulingen aufweist (Alistair J. Barber et al. 2005). Die Punktmutation im Insulingen 

führt zu einer Konformationsänderung von Insulin (Alistair J. Barber et al. 2005). 

Dieses Protein akkumuliert dann in den β-Zellen des Pankreas und führt dort zum 

Zelltod (Alistair J. Barber et al. 2005). Die Tiere entwickeln daraufhin eine 

Hypoinsulinämie und Hyperglykämie (Alistair J. Barber et al. 2005). Für dieses 

Mausmodell wurden zunächst subklinische Veränderungen der Netzhaut 

beschrieben, die zu einer vorklinischen Phase der DR passen (Alistair J. Barber et al. 

2005; Smith et al. 2008). Das waren unter anderen eine Abnahme der Dicke 

einzelner Netzhautschichten und Schäden am Blutgefäßsystem (Alistair J. Barber et 

al. 2005; Smith et al. 2008). Eine aktuellere Studie konnte weder eine veränderte 

Dicke der Netzhautschichten noch pathologische Veränderungen an den 

Blutgefäßen bei der INS2Akita-Maus bestätigen (McLenachan et al. 2013). Die 

unterschiedlichen Ergebnisse aus ein und demselben Modell sind wahrscheinlich auf 

eine erhebliche Variabilität dieses Modells zurückzuführen, was die INS2Akita-Maus 

wenig zuverlässig für die DR-Forschung macht (Alistair J. Barber 2015).  

Darüber hinaus wurde das Mausmodell auf dem genetischen Hintergrund C57BL/6 

generiert (McLenachan et al. 2013). Bei diesem genetischen Hintergrund gibt es die 

zwei Unterstämme C57BL/6J und C57BL/6N (Schnabolk et al. 2014). Bei Mäusen 

des Unterstamms C57BL/6N wurde vor einigen Jahren die rd8-Mutation im crb1-Gen 
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festgestellt. Die rd8-Mutation kann für sich alleine schon zur Degeneration der 

Netzhaut führen (Luhmann et al. 2012; Mattapallil et al. 2012). Für Untersuchungen 

an der Netzhaut von Mäusen mit diesem genetischen Hintergrund muss deshalb die 

rd8-Mutation mittels einer Genanalyse ausgeschlossen werden (McLenachan et al. 

2013). Da dies bei zahlreichen ophthalmologischen Forschungsstudien nicht erfolgte, 

sind die Ergebnisse dieser Studien nicht verwertbar (Luhmann et al. 2012; Mattapallil 

et al. 2012). Aufgrund der speziellen Problematik ist das INS2Akita-Mausmodell nicht 

für Studien zur DR geeignet (McLenachan et al. 2013).  

 

2.2.2 Das Schwein als ein vielversprechendes Modell 

Durch die Limitationen bei den Nagermodellen rücken zunehmend unkonventionelle 

Großtierarten, wie das Schwein, in den Fokus der Forschung (Wolf et al. 2014; 

Kleinwort et al. 2017; Renner et al. 2020). Schweine können aufgrund anatomischer 

und physiologischer Gemeinsamkeiten mit dem Menschen bestimmte biologische 

und molekulare Mechanismen besser abbilden (Wolf et al. 2014; Kleinwort et al. 

2017). Bei der Diabetesforschung zählen der heterogene genetische Hintergrund und 

Gemeinsamkeiten mit dem Menschen bei der omnivoren Ernährung sowie bei der 

Regulation des Blutzuckerspiegels zu den Vorzügen gegenüber Nagermodellen 

(Renner et al. 2013; Flisikowska, Kind, and Schnieke 2014). Da Schweine 

vergleichsweise alt werden, eignen sie sich besonders für Langzeituntersuchungen 

von chronischen Erkrankungen, wie Diabetes mellitus (Renner et al. 2013). 

Betreffend spezifischer Untersuchungen am Auge ist das Schweineauge in Größe 

und Anatomie vergleichbar mit dem des Menschen, was es für die Entwicklung 

translationaler Diagnostik- und Therapieformen sehr interessant macht (Sanchez et 

al. 2011; Menduni et al. 2018; Middleton 2010). Insbesondere die Netzhaut ist im 

Hinblick auf ihren funktionellen Feinbau der menschlichen Netzhaut sehr ähnlich 

(Chandler et al. 1999). Die strukturell ähnliche Blutversorgung prädisponiert die 

Schweineretina besonders für Studien der Mikrovaskulatur (Olsen et al. 2002). 

Außerdem besitzen Schweine eine Region in der Netzhaut, die der zapfen- und 

ganglienzellreichen Makula des Menschen entspricht (Hendrickson and Hicks 2002; 

Chandler et al. 1999; Kleinwort et al. 2017). Die Schweinenetzhaut eignet sich damit 

hervorragend für die Erforschung von Krankheiten der Makula (Sommer et al. 2011).  
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Für die Diabetesforschung existiert ein transgenes Schweinemodell (INSC94Y-

Schwein), das genetisch der INS2Akita-Maus entspricht (Renner et al. 2013). Im 

Gegensatz zur INS2Akita-Maus gilt das INSC94Y-Schwein als ein vielversprechendes 

translationales Modell für die DR des Menschen (Kleinwort et al. 2017). Klinische 

Symptome am Auge entwickeln sich schon bei Tieren mit wenigen Tagen 

Lebensalter in Form einer ausgeprägten, diabetischen Katarakt (Renner et al. 2013). 

Nach zwei Jahren chronischer Hyperglykämie besteht eine Retinopathie mit großer 

Übereinstimmung zur DR des Menschen (Kleinwort et al. 2017). Dabei zeigen sich 

insbesondere die visusbedrohenden Komplikationen, wie Veränderungen der 

Mikrovaskulatur und ein Ödem in der zentralen Region der Schweinenetzhaut, das 

dem Makulaödem des Menschen ähnlich ist (Kleinwort et al. 2017). Außerdem 

kommt es zur Auflösung der inneren Grenzmembran an der inneren Oberfläche der 

Retina, welche in engem Kontakt mit den Endfüßen von Müller Gliazellen (RMG) 

steht (Kleinwort et al. 2017; Syrbe et al. 2018). Dies deutet auf eine strukturelle 

Veränderung dieses Zelltyps hin (Kleinwort et al. 2017). Darüber hinaus zeigt sich in 

den RMG eine veränderte Expression wichtiger funktioneller Proteine wie Aquaporin 

4 und Glutamin Synthetase, was den Rückschluss auf funktionelle Veränderungen 

von RMG in diesem Retinopathiemodell nahe legt (Kleinwort et al. 2017). Diese 

Ergebnisse machen das Schwein besonders interessant für die Erforschung der 

spezifischen Rolle von RMG bei der DR.  

 

2.3 Netzhautkulturen in der Forschung zur diabetischen Retinopathie 

2.3.1 Begriffserklärung 

Neben dem wertvollen Beitrag, den in vivo Untersuchungen im Schweinemodell 

leisten können, werden auch in vitro Studien zur Erforschung der DR durchgeführt 

(Mi et al. 2014). Diese können entscheidend zum Verständnis von 

pathophysiologischen Mechanismen bei der DR beitragen (Matteucci et al. 2015). In 

vitro Studien können sowohl auf der Basis von Einzelzellkulturmodellen als auch von 

organotypischen Netzhautkulturen erfolgen (Matteucci et al. 2015).  

Bei organotypischen Netzhautkulturen wird ein Teil der Netzhaut als ein intaktes 

Gewebestück kultiviert (Matteucci et al. 2015). Dabei ist in der Regel die isolierte 

Neuroretina gemeint, das heißt die Netzhaut ohne das retinale Pigmentepithel (RPE), 

(Rettinger and Wang 2018; Iván Fernandez-Bueno et al. 2012; J. Winkler et al. 2002; 
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Taylor et al. 2014). Seltener werden Ko-Kulturen der Neuroretina mit dem RPE 

beschrieben (Kaempf et al. 2008; Di Lauro et al. 2016; Pinzón-Duarte et al. 2000). 

Ex vivo organotypische Kulturen werden auch als „Explantate“ bezeichnet.  

 

2.3.2 Zunehmende Bedeutung von Schweinenetzhautkulturen 

Die Idee, die Neuroretina einer Ratte als ein in vitro Modell zu nutzen, gab es bereits 

in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts (Tansley 1933). In den vergangenen 

Jahrzehnten haben Netzhautexplantate in der Augenforschung zunehmend an 

Bedeutung gewonnen (Schnichels et al. 2019). Insbesondere die Neuroretina von 

Schweinen hat mittlerweile einen hohen Stellenwert für die Erforschung von 

Netzhauterkrankungen des Menschen (Zadeh et al. 2019; Elmi et al. 2019; Ruzafa et 

al. 2017; Acharya et al. 2017). Eine Vielzahl an Studien beschreibt daher die 

Entwicklung geeigneter Methoden für die Kultivierung von Schweinenetzhaut sowie 

die Etablierung von Schweinenetzhautmodellen für die translationale Forschung (Di 

Lauro et al. 2016; Kobuch et al. 2008; Ivan Fernandez-Bueno et al. 2008; Maliha et 

al. 2019; Rettinger and Wang 2018; Engelsberg and Ghosh 2007; Ghosh, Taylor, 

and Arnér 2012; Taylor et al. 2017; Jianfeng Wang et al. 2011; Åkerström et al. 

2017). 

 

2.3.3 Vorteile und Anwendungsmöglichkeiten  

Netzhautkulturen gelten als eine Zwischenform zwischen Einzelzellkulturen in vitro 

und Tiermodellen in vivo (Müller et al. 2017). Dabei bieten sie entscheidende Vorteile 

gegenüber der Kultivierung isolierter Netzhautzellen, weil sie die Bedingungen näher 

an der in vivo Situation abbilden (Alarautalahti et al. 2019; Rettinger and Wang 

2018). Die eng verflochtene Schichtung aus hoch spezialisierten Netzhautzelltypen 

bleibt erhalten, was eine funktionelle Abbildung von dynamischen Zusammenhängen 

und interzellulären Wechselbeziehungen in vitro ermöglicht (Ying Li et al. 2018; 

Schnichels et al. 2019).  

Einige Fragestellungen in der DR-Forschung können nur unter Berücksichtigung 

dieser Wechselbeziehungen beantwortet werden (Matteucci et al. 2015). Im 

komplexen Netzwerk der Retina kommt es zu einer engen Interaktion von Glia- und 

Nervenzellen (Skytt et al. 2016). Dieses Zusammenspiel bewirkt, dass sich bei der 
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DR pathologische Veränderungen in RMG negativ auf die Nervenzellfunktion 

auswirken (Subirada et al. 2018). Da Netzhautexplantate die glia-neuronalen 

Wechselbeziehungen abbilden, sind sie ein vielversprechendes Modellsystem für die 

Erforschung von neurodegenerativen Prozessen bei der DR (Valdés et al. 2016). Die 

Kultur der isolierten Neuroretina ermöglicht dabei die Untersuchung 

neurodegenerativer Prozesse unabhängig von Effekten des externen Immunsystems 

(Osborne et al. 2016; Valdés et al. 2016).  

Die intakte 3D-Struktur von Netzhautkulturen erlaubt nicht nur den Erhalt zellulärer 

Interaktionen, sondern auch die Abbildung der retinalen extrazellulären Matrix (ECM), 

(Al-Ubaidi, Naash, and Conley 2013). Die ECM ist ein Netzwerk aus speziellen ECM-

Proteinen, die von Zellen produziert und sekretiert werden (Reinhard, Joachim, and 

Faissner 2015). Sie hat eine wichtige Funktion in der Netzhaut, indem sie 

mechanische Unterstützung bietet und die zelluläre Homöostase und 

Signalübertragung reguliert (Reinhard, Joachim, and Faissner 2015). Pathologische 

Veränderungen der ECM treten beispielsweise bei der proliferativen Verlaufsform der 

DR auf, bei der es zur übermäßigen Ablagerung von ECM-Proteinen kommt (Chang, 

Lajko, and Fawzi 2018). Das Verständnis der pathologischen ECM-Veränderungen 

kann somit wichtige Aufschlüsse über die proliferative DR geben (George et al. 

2009). Bei der Erforschung der ECM in vitro gilt es allerdings zu beachten, dass 

isolierte Zellen ihre ECM-Proteinproduktion an die Kulturbedingung adaptieren, was 

den Transfer der Ergebnisse in den in vivo Organverbund erschwert (Jhala et al. 

2019). Organotypische Netzhautkulturen ermöglichen hingegen die Untersuchung 

der ECM in einer intakten 3D-Struktur. 

Neben der Nähe zur in vivo Situation bringt die Verwendung von 

Netzhautexplantaten auch viele Vorteile, die ein Zellkulturmodell hat, mit sich: 

Experimente können unter genau definierten, reproduzierbaren und gezielt 

beeinflussbaren Laborbedingungen stattfinden (Müller et al. 2017). So lassen sich 

beispielsweise spezifische Effekte einzelner, dysregulierter Moleküle des 

diabetischen Milieus studieren (Matteucci et al. 2015). Zudem sind Experimente an 

Netzhautkulturen kostengünstiger und auch einfacher durchzuführen als 

Experimente im Tiermodell, wo die Netzhaut schwer erreichbar ist (Ying Li et al. 

2018). Außerdem trägt die Verwendung von Netzhautexplantaten zur Reduktion bzw. 

zur Vermeidung von Tierversuchen bei (Combes and Shah 2016). Die Netzhaut 
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eines Auges kann bei der Kultivierung in mehrere Proben geteilt werden, was die 

Zahl der verwendeten Versuchstiere reduziert (Taylor, Arnér, and Ghosh 2016). Bei 

der Verwendung von Augen von Schlachttieren können Tierversuche gänzlich 

vermieden werden (Schnichels et al. 2019).  

 

2.3.4 Einschränkungen bei der Kultivierung der Netzhaut 

Trotz aller Vorteile sind auch einige Restriktionen organotypischer Netzhautkulturen 

zu berücksichtigen. Beispielsweise ist die Zeitspanne, über die Explantate der 

Neuroretina in Kultur gehalten werden können, begrenzt (Ying Li et al. 2018). 

Langzeitstudien sind damit nicht möglich (Ying Li et al. 2018). Studien an 

Netzhautexplantaten aus dem Menschen beschreiben eine Kultivierungsdauer von 

etwa zwei bis drei Wochen (Murali et al. 2019). Die Zeitdauer, über die die 

Schweinenetzhaut kultiviert werden kann, ist verhältnismäßig kürzer und liegt bei 

etwa zehn Tagen (Taylor et al. 2014; Schnichels et al. 2019).  

Unabhängig von der Tierart können Explantate aus der immaturen (embryonal, fötal, 

neonatal, postnatal) Netzhaut länger kultiviert werden als solche aus der adulten 

Retina (Valdés et al. 2016; Ferrer-Martín et al. 2014; Caffé et al. 2001; Rettinger and 

Wang 2018; Ying Li et al. 2018). Aufgrund des abweichenden Entwicklungsstadiums 

haben immature Netzhautkulturen jedoch nur einen limitierten Wert als Modell für die 

adulte Netzhaut in vivo (Rettinger and Wang 2018). Demnach ist die Verwendung 

voll entwickelter Kulturen für die translationale Forschung an Krankheiten, welche 

beim Menschen im Erwachsenenalter auftreten, unverzichtbar (Rettinger and Wang 

2018). Sicherlich gilt es, je nach Fragestellung, einen Kompromiss aus 

Kultivierbarkeit und Übertragbarkeit zu finden (Rettinger and Wang 2018).  

Zu Bedenken ist außerdem, dass es allein durch die Kultivierung zu Veränderungen 

in der Netzhaut kommt, welche sich limitierend auf die Übertragbarkeit in die in vivo 

Situation auswirken können (Ying Li et al. 2018). Eine rasch einsetzende 

Neurodegeneration sowie eine pathologische Aktivierung von Gliazellen sind 

generelle Effekte in Kultur, unabhängig von der Tierart (Iván Fernandez-Bueno et al. 

2012; Johnson and Martin 2008; Osborne et al. 2016; Müller et al. 2017). Dabei 

werden neurodegenerative Veränderungen zwangsläufig schon durch die 

Präparation der Netzhaut verursacht (Alarautalahti et al. 2019; Murali et al. 2019). 

Die unvermeidbare Axotomie des Sehnervs im Zuge der Explantierung ruft in der 
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kultivierten Neuroretina ähnliche Prozesse hervor, wie sie auch in vivo durch 

Axotomie ausgelöst werden (Fisher et al. 2005; Alarautalahti et al. 2019; Murali et al. 

2019). Dies wirkt sich vor allem auf Ganglienzellen aus und die Degeneration und der 

Verlust dieser Nervenzellen ist schon nach wenigen Tagen in Kultur durch die 

Abnahme der retinalen Gesamtdicke erkennbar (Bull et al. 2011; Müller et al. 2017; J. 

Winkler et al. 2002; Nadal-Nicolás et al. 2015).  

Besondere Limitationen von isolierten Neuroretinakulturen ergeben sich für 

pharmakologische Untersuchungen, da Pharmaka in vitro direkt in oder auf die 

Netzhaut verabreicht, in vivo aber intravitreal appliziert werden (Peyman, Lad, and 

Moshfeghi 2009). Werden Substanzen direkt auf die Oberfläche von 

Netzhautkulturen aus Rindern verabreicht, führt dies im Vergleich zur in vivo 

Situation zu einer zu hoch eingeschätzten Aufnahme dieser Substanzen in die 

Netzhaut (Peynshaert et al. 2017). Deshalb ist die isolierte Kultur der Netzhaut ohne 

den aufliegenden Glaskörper für pharmakologische Studien nur eingeschränkt 

geeignet (Peynshaert et al. 2017). Daher haben Peynshaert et al. ein 

Rinderaugenmodell entwickelt, bei dem der Glaskörper der Netzhaut noch aufliegt 

(Peynshaert et al. 2017). Wird in diesem Modell eine Substanz in den Glaskörper 

appliziert, kann die Aufnahme dieser Substanz nahe an der in vivo Situation studiert 

werden (Peynshaert et al. 2017).  

  

2.4 Die Rolle von Müller Gliazellen in der Netzhaut 

2.4.1 Physiologische Aufgaben weit über die Stützfunktion hinaus 

Die Retina besteht aus einem komplexen Netzwerk hoch spezialisierter Zellen 

(Rakieten, Rakieten, and Nadkarni 1963). Die primären Nervenzellen, die 

Photorezeptoren, verwandeln einen visuellen Reiz in ein elektrisches Signal, welches 

dann von den Interneuronen modifiziert und schlussendlich über die Ganglienzellen 

und deren Axone im Sehnerv an das Gehirn weitergegeben wird (Joselevitch 2008).  

RMG sind die wichtigsten Makrogliazellen der Netzhaut und es ist bekannt, dass die 

physiologische Funktionsfähigkeit der Retina unmittelbar von diesem Zelltyp abhängt 

(E. Newman and Reichenbach 1996; Reichenbach and Bringmann 2013). Sie 

fungieren als eine mechanische Stütze der Netzhaut, was auch in ihrer Zuordnung 

zur Gruppe der Gliazellen (lat. glia: Kleber) zum Ausdruck kommt (Y.-B. Lu et al. 
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2006; Virchow 1856). Um diese Aufgabe zu erfüllen, durchspannen RMG bei 

unterschiedlichen Tierarten mit ihren radiären Zellfortsätzen vertikal die gesamte 

Netzhaut (Amann et al. 2016).  

Jede RMG ist von einer Gruppe Nervenzellen umgeben und zusammen bilden sie 

die kleinste funktionelle Einheit der Netzhaut (Reichenbach and Bringmann 2013). 

Innerhalb dieser Einheit bietet die RMG den assoziierten Nervenzellen metabolische 

und funktionelle Unterstützung (Reichenbach and Bringmann 2013). In der 

Säugetiernetzhaut produzieren RMG Laktat und stellen es den Nervenzellen als 

Nährstoff zur Verfügung (C. L. Poitry-Yamate, Poitry, and Tsacopoulos 1995; 

Mohammad Shamsul Ola and LaNoue 2019). Zudem ist die Beseitigung von 

neuronalen Abfallprodukten durch RMG in der Mäusenetzhaut beschrieben (Sakami, 

Imanishi, and Palczewski 2018). Aus Studien an der Schweine- und Mäusenetzhaut 

ist außerdem bekannt, dass RMG neurotrophe Faktoren und Antioxidantien 

produzieren, um diese bei Bedarf an die Nervenzellen zu entlassen (Ruzafa, Pereiro, 

Aspichueta, et al. 2018; Grosche et al. 2016).  

Darüber hinaus sind RMG durch die Regulation der Ionenzusammensetzung und der 

Flüssigkeitsmenge im Extrazellularraum in der Lage, eine optimale Umgebung für die 

neuronale Funktion zu schaffen (Reichenbach and Bringmann 2013). 

Untersuchungen bei Nagetieren haben gezeigt, dass RMG dies durch den gezielten 

Transport von Kalium gewährleisten (Wurm et al. 2009; Grosche et al. 2013; 

Hirrlinger et al. 2008; Wahl et al. 2013; Garcia et al. 2014; Berk 2015; Vogler et al. 

2016). Kalium wird bedarfsgerecht aus der Netzhaut heraus in extraretinale 

Kompartimente transportiert, ein Vorgang, der von Newman et al. als „potassium 

siphoning“ bezeichnet wurde (E. A. Newman, Frambach, and Odette 1984). Für die 

Kaliumabgabe stehen RMG in der Mäuseretina mit drei externen Kompartimenten 

der Netzhaut in Kontakt (Jingjing Wang et al. 2017). Das sind die intraretinalen 

Blutgefäße, der Glaskörper und der subretinale Raum (Jingjing Wang et al. 2017). 

Für den gezielten Kaliumtransport exprimieren RMG aus verschiedenen Spezies 

unterschiedliche Kaliumkanäle (Rao et al. 2019; Lin et al. 2018; Zayas-Santiago et al. 

2014; Skatchkov et al. 2006). Bei der Aufnahme von Kalium in die RMG bzw. Abgabe 

aus der RMG entsteht ein osmotisches Gefälle (Reichenbach and Bringmann 2013). 

Diesem Gefälle folgt extrazelluläre Flüssigkeit durch bestimmte Wasserkanäle in der 

Zellmembran von RMG passiv nach (Spaide 2016). So kann Flüssigkeit in 
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Abhängigkeit von Kalium von extrazellulär aufgenommen und an extraretinale 

Kompartimente abgegeben werden (Spaide 2016). Die Wasserkanäle, auch als 

Aquaporine bezeichnet, wurden in RMG etlicher Tierarten nachgewiesen (Amann et 

al. 2016). 

Für die Aufrechterhaltung der neuronalen Funktion ist auch die Regulation des 

Neurotransmittergehalts an der Synapse essentiell, die von RMG gewährleistet wird 

(Lin et al. 2018). Glutamat ist einer der wichtigsten Neurotransmitter in der Retina 

(Massey 1990). Eine rasche Clearance von Glutamat aus dem synaptischen Spalt ist 

von zentraler Bedeutung, da die längerfristige Erregung von Glutamat-Rezeptoren im 

Mausmodell zum neuronalen Zelltod durch Exzitotoxizität (Reizüberflutung) führt 

(Christensen et al. 2019). In der Netzhaut von Ratten exprimieren RMG zu diesem 

Zweck sowohl den Glutamat Transporter GLAST, um Glutamat aufzunehmen, als 

auch das RMG-spezifische Enzym Glutamine Synthetase, um das aufgenommene 

Glutamat in Glutamin umzuwandeln (Lin et al. 2018). Die Aufnahme von Glutamat 

und Umwandlung zu Glutamin in RMG ist der wichtigste Schutzmechanismus in der 

Netzhaut, welcher eine Neurotoxizität durch Glutamat verhindert (Lin et al. 2018). 

 

2.4.2 Beteiligung bei pathophysiologischen Prozessen der diabetischen 
Retinopathie 

RMG scheinen bei der DR wesentlich an pathologischen Prozessen in der Netzhaut 

beteiligt zu sein (Coughlin, Feenstra, and Mohr 2017). Aktuell gibt es die Idee, RMG 

durch eine gezielte Modulation für neue Therapieformen der DR zu nutzen 

(Ghaseminejad et al. 2019; Yao et al. 2018; McDowell et al. 2018). Im Folgenden soll 

auf ausgesuchte Aspekte einer RMG-Beteiligung an neurodegenerativen Prozessen 

sowie an der Entstehung des Makulaödems bei der DR eingegangen werden.  

RMG aus Säugetieren reagieren auf jegliche Art von Reiz mit einem Prozess 

zellulärer und molekularer Veränderungen, der als Aktivierung oder „Gliose“ 

bezeichnet wird (Graca, Hippert, and Pearson 2018). Dieser Prozess kann in erster 

Linie als Schutzmechanismus verstanden werden (Graca, Hippert, and Pearson 

2018). Ein früher Indikator für die RMG-Gliose bei der Maus ist die vermehrte 

Expression von Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP), einem Intermediärfilament im 

Zytoplasma von RMG (Roche et al. 2018). Die Überexpression von GFAP führt 
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wahrscheinlich zur erhöhten Stabilität der RMG und trägt initial zum Schutz der 

Neuroretina vor mechanischen Läsionen bei (Lundkvist et al. 2004).  

Auch bei der DR im Rattenmodell detektieren RMG bereits früheste Veränderungen 

und werden gliotisch (Rungger-Brändle, Dosso, and Leuenberger 2000; Gu et al. 

2019; A. J. Barber, Antonetti, and Gardner 2000; Lieth et al. 1998). Die RMG-Gliose 

wird dann zum Problem, wenn es zu einer Art Entgleisung kommt, die zur 

Schädigung der gesamten Netzhaut führt (Pasha et al. 2017). Dazu kommt es in der 

diabetischen Mausretina, wo ein direkter Zusammenhang zwischen der RMG-Gliose 

und dem Fortschreiten der Neurodegeneration beobachtet wurde (C. Liu et al. 2016). 

Dies legt die Bedeutung aktivierter RMG für neurodegenerative Prozesse bei der DR 

nahe (C. Liu et al. 2016).  

Darüber hinaus kommt es bei Diabetes mellitus im Rattenmodell zum Verlust des 

RMG-vermittelten Schutzmechanismus, Glutamat aus dem synaptischen Spalt 

aufzunehmen und so eine Neurotoxizität zu verhindern (R. A. Kowluru et al. 2001; 

Lieth et al. 1998; Q. Li and Puro 2002; Gu et al. 2014). Demnach ist in der Netzhaut 

diabetischer Ratten die extrazelluläre Konzentration von Glutamat erhöht (R. A. 

Kowluru et al. 2001; Lieth et al. 1998; Q. Li and Puro 2002; Gu et al. 2014). Als Folge 

dessen wurde der vermehrte Zelltod von Nervenzellen beschrieben (Gu et al. 2014). 

Dieser Befund deutet darauf hin, dass eine Dysfunktion von RMG in der diabetischen 

Retina eine direkt neurotoxische Wirkung hervorruft (Gu et al. 2014). 

Ein Makulaödem führt zu verschwommener Sicht und kann durch Druckschäden an 

Nervenzellen letztlich zur vollständigen Erblindung führen (H. Lee et al. 2019). RMG 

werden aufgrund einer dysfunktionalen Flüssigkeitshomöostase mit der Entstehung 

eines Makulaödems in Verbindung gebracht (Fine and Brucker 1981; Reichenbach et 

al. 2007; Vujosevic and Midena 2013; Spaide 2016). Das Ödem kann als 

extrazelluläre und intrazelluläre Flüssigkeitsansammlung auftreten (Coscas, Cunha-

Vaz, and Soubrane 2010). Extrazelluläre Flüssigkeit sammelt sich in der Netzhaut 

unter anderem durch den Stoffwechsel der Netzhautzellen an (Bringmann et al. 

2006). Durch das „potassium siphoning“ (gezielter Kaliumabtransport) sind RMG in 

der Lage, die extrazelluläre Flüssigkeitsmenge zu regulieren (Reichenbach and 

Bringmann 2013). In RMG aus Nagern ist Kir4.1 der wichtigste Kanal für die Abgabe 

von Kalium und damit von Flüssigkeit, die zuvor von extrazellulär aufgenommen 

wurde (Garcia et al. 2014; Vogler et al. 2016; Kofuji et al. 2002).  
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Im diabetischen Nagermodell kommt es zu einer verminderten Expression von Kir4.1 

in RMG (Y Zhang et al. 2011; Pannicke et al. 2006). Infolge bricht die an den 

Kaliumefflux gekoppelte Flüssigkeitsabgabe zusammen, was primär zum 

Anschwellen von RMG (intrazelluläres Ödem) und sekundär, durch Rückstau, zum 

extrazellulären Ödem führt (Bringmann, Reichenbach, and Wiedemann 2004). 

Außerdem kommt es in der diabetischen Rattenretina zur veränderten Expression 

von Aquaporinen in RMG, was die physiologische Flüssigkeitshomöostase zusätzlich 

stört und so vermutlich die Ödementstehung begünstigt (Kida et al. 2017; Hollborn et 

al. 2011; Y Zhang et al. 2011).  

Zusätzlich zum dysfunktionalen Abtransport von Flüssigkeit kommt es beim 

Makulaödem zu einem vermehrten Eintrag von Flüssigkeit in den Extrazellularraum 

(Cunha-Vaz 2017; Mori et al. 2002). Der Grund liegt im vermehrten Austritt von 

Flüssigkeit aus retinalen Blutgefäßen (Cunha-Vaz 2017). In der gesunden Netzhaut 

wird dies durch die physiologische Funktion der Blut-Retina-Schranken verhindert 

(Cunha-Vaz 2017). Diese stellen eine Barriere zwischen den retinalen Blutgefäßen 

und der Netzhaut dar (Cunha-Vaz 2017). Es existiert eine äußere (zwischen dem 

Choroid und der Netzhaut) und eine innere (zwischen dem intraretinalen 

Gefäßsystem und der Netzhaut) Blut-Retina-Schranke (Campbell and Humphries 

2012). Die äußere Blut-Retina-Schranke entsteht durch tight junctions zwischen den 

Pigmentepithelzellen (Campbell and Humphries 2012). Die innere Blut-Retina-

Schranke wird unter Ausbildung von tight junctions zwischen den Endothelzellen der 

Mikrokapillaren gebildet (Campbell and Humphries 2012). In der gesunden Netzhaut 

des Menschen haben RMG eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der 

inneren Blut-Retina-Schranke (Bianchi et al. 2015). In einem transgenen Mausmodell 

führt dementsprechend die Ablation von RMG zum vollständigen Zusammenbruch 

der inneren Blut-Retina-Schranke (Shen et al. 2012). Außerdem wurde im 

Rattenmodell nachgewiesen, dass RMG verschiedene Faktoren produzieren, um die 

Barrierefunktion dieser Schranke aufrecht zu erhalten (Abukawa et al. 2009). So 

produzieren RMG aus Ratten den Glial Derived Neurotrophic Factor, der die 

Barriereeigenschaften von Endothelzellen verbessert (Zhu et al. 2012; Chaoling 

Dong et al. 2018; Igarashi et al. 2000). Demgegenüber steht die durch RMG-

vermittelte Sekretion des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der die 

Permeabilität von Gefäßen erhöht und die Barrierefunktion der inneren Blut-Retina-

Schranke behindert (Le 2017). Ein Zusammenbruch der inneren Blut-Retina-
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Schranke wurde sowohl in Patienten mit einem diabetischen Makulaödem als auch 

im diabetischen Schweinemodell gezeigt (Najeeb et al. 2017; Acharya et al. 2017). 

Es wird vermutet, dass der Zusammenbruch der inneren Blut-Retina-Schranke bei 

Diabetes mellitus von RMG durch eine VEGF-Überexpression initiiert wird, was die 

Rolle dieses Zelltyps in der Pathogenese des Makulaödems untermauert (Juanjuan 

Wang et al. 2010). 

Trotz intensiver Forschungen sind die genauen molekularen Mechanismen, die in 

RMG zu den genannten Prozessen führen, weitestgehend unverstanden (McDowell 

et al. 2018). Jüngst wurde eine Studie an Diabetikern mit und ohne einer DR 

veröffentlicht, welche die bedeutende Rolle von RMG bei der DR unterstreicht 

(Yokomizo et al. 2019). Diabetiker, die nicht an einer DR erkrankt sind, profitieren 

von einem endogenen Schutzfaktor, dem Retinol Binding Protein 3 (Yokomizo et al. 

2019). Dieses Protein hemmt die Aufnahme von pathologischen Glukosemengen in 

RMG (Yokomizo et al. 2019). Das verhindert glukoseinduzierte Veränderungen der 

RMG und damit auch Prozesse, die von diesem Zelltyp bei der DR ausgehen 

(Yokomizo et al. 2019). Das Ergebnis dieser Studie unterstreicht nicht nur die 

besondere Rolle von RMG, sondern auch die zentrale Bedeutung von Glukose bei 

der DR (Tien Y. Wong et al. 2016; Mathebula 2018; Safi et al. 2014). 

 

2.5 Die Rolle von Glukose in der Netzhaut 

2.5.1 Als der wichtigste Energielieferant 

Glukose ist im zentralen Nervensystem und damit auch in der Netzhaut der 

wichtigste Energielieferant (Kumagai 1999). Die aus Glukose gewonnene Energie 

wird von Photorezeptoren in der Mäusenetzhaut sogar bei vollkommener Dunkelheit 

verbraucht (Millman et al. 2019). Übereinstimmend damit ist die Netzhaut eines der 

Organe des menschlichen Nervensystems mit dem höchsten Energieverbrauch 

(Wong-Riley 2010).  

Prinzipiell existieren im Körper zwei Arten der Energiegewinnung aus Glukose 

(Yetkin-Arik et al. 2019). Das sind die Mitochondrien Atmung unter Verbrauch von 

Sauerstoff und die anaerobe Glykolyse, die bei Sauerstoffmangel genutzt wird 

(Yetkin-Arik et al. 2019). Das Besondere in der Netzhaut ist, dass einige 

Netzhautzelltypen bei unterschiedlichen Spezies trotz der Präsenz von Sauerstoff 
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Glykolyse anstelle von mitochondrialer Atmung zur Energiegewinnung nutzen (B. S. 

Winkler et al. 2000; M. Shamsul Ola et al. 2006; Millman et al. 2019; Petit et al. 2018; 

Camacho et al. 2019; Rueda et al. 2016). Dies wird auch als „aerobe Glykolyse“ 

bezeichnet (Ng et al. 2015). Welche Zelltypen zu welchem Grad die aerobe 

Glykolyse zur Energiegewinnung einsetzen, ist bisher wenig erforscht und 

wahrscheinlich existieren speziesspezifische Unterschiede (Ng et al. 2015). Bei 

Mäusen wurde gezeigt, dass beide Arten der Energiegewinnung für die 

Funktionsfähigkeit der Netzhaut benötigt werden (Grenell et al. 2019).  

Primäre RMG aus Menschen betreiben in vitro fast ausschließlich die aerobe 

Glykolyse (B. S. Winkler et al. 2000). Winkler et al. haben eine Hypothese über den 

möglichen Sinn dieser Art der Energiegewinnung in RMG aufgestellt: Bei akutem 

Sauerstoffmangel reicht ein moderater und somit zu bewältigender Anstieg der 

(anaeroben) Glykolyse aus, um die Energieproduktion aufrecht zu erhalten (B. S. 

Winkler et al. 2000). Dies würde die relative Unempfindlichkeit von RMG gegenüber 

Sauerstoffmangelsituationen erklären (B. S. Winkler et al. 2000). Überdies entsteht 

bei der aeroben Glykolyse durch RMG in der Säugetiernetzhaut Laktat, das den 

Nervenzellen als wertvoller Nährstoff zur Verfügung gestellt wird (C. L. Poitry-

Yamate, Poitry, and Tsacopoulos 1995; Mohammad Shamsul Ola and LaNoue 

2019).  

Glukose erreicht die Netzhaut über die Blutzirkulation (Kumagai 1999). Zum einen 

über die netzhautexternen Kapillaren des Choroids zur Glukoseversorgung der 

äußeren Retina (Provis 2001). Zum anderen über das intraretinale Gefäßsystem zur 

Versorgung der inneren Retina (Provis 2001). Dabei muss die Glukose die innere 

und die äußere Blut-Retina-Schranke passieren (Campbell and Humphries 2012). 

Bei Säugetieren überwindet sie beide Barrieren durch erleichterte Diffusion über den 

natrium- und insulinunabhängigen Glukosetransporter Typ 1 (GLUT1), (You et al. 

2017; Galochkina et al. 2019; Swarup et al. 2019; Akanuma et al. 2013; Calado et al. 

2016; Kumagai 1999; Mantych, Hageman, and Devaskar 1993; Takata et al. 1992). 

Bei Menschen und Mäusen ist GLUT1 der einzige Glukosetransporter über die Blut-

Retina-Schranken (You et al. 2017; Mantych, Hageman, and Devaskar 1993; Swarup 

et al. 2019). 
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2.5.2 Als Auslöser bei der diabetischen Retinopathie 

Die Glukoseaufnahmekapazität über GLUT1 in der Netzhaut ist bei physiologischen 

Blutglukosekonzentrationen nicht gesättigt (Kumagai, Vinores, and Pardridge 1996). 

Erhöhte Blutglukosekonzentrationen führen daher unmittelbar zu einer vermehrten 

Aufnahme von Glukose in die Retina (M. Shamsul Ola et al. 2006; Takata et al. 

1992). Dementsprechend ist der Glukosegehalt in der Netzhaut diabetischer Ratten 

erhöht (M. Shamsul Ola et al. 2006; J. Tang et al. 2000; J.-Z. Zhang et al. 2003). Ein 

in vitro Modell der Blut-Retina-Schranke des Menschen deutet auf eine gesteigerte 

biologische Aktivität von GLUT1 unter diabetischen Kulturbedingungen hin, was die 

Aufnahme von Glukose in die Netzhaut bei Diabetes mellitus zusätzlich erhöhen 

könnte (You et al. 2017; Busik et al. 2002). Die experimentelle Inhibition von GLUT1 

im Mausmodell führt dahingegen zu einer geringgradigeren Ausprägung der 

Retinopathie (L. Lu et al. 2013; You et al. 2017). Die therapeutische Hemmung von 

GLUT1 in der Retina von Patienten wird sogar als vielversprechender Ansatz für die 

Therapie der DR diskutiert (Kelly, Wang, and Zhang 2018). Dies macht die zentrale 

Bedeutung von erhöhten Glukosekonzentrationen in der Netzhaut bei der DR 

deutlich. 

Tatsächlich gelten erhöhte Konzentrationen von Glukose als eine wesentliche 

Ursache für wichtige pathologische Mechanismen bei der DR (Tien Y. Wong et al. 

2016; Mathebula 2018; Safi et al. 2014). Einer dieser Mechanismen ist der erhöhte 

Gehalt instabiler Sauerstoffradikale (engl. reactive oxygen species, kurz ROS) in der 

Netzhaut, was sich im diabetischen Nagermodell gezeigt hat (Miller et al. 2019; 

Mehrzadi et al. 2018). Generell führt das Überangebot von Glukose bei Diabetes 

mellitus zu einer Überlastung der Mitochondrien in den Zellen (Cecilia et al. 2019). 

Diese Überlastung bewirkt letztendlich einen dysfunktionalen Elektronenfluss, wobei 

Elektronen auf molekularen Sauerstoff übertragen werden und so ROS entstehen 

(Cecilia et al. 2019). Die erhöhte Konzentration von ROS in der diabetischen Retina 

ist allerdings nicht nur auf die vermehrte Produktion sondern auch auf eine 

verminderte Beseitigung zurückzuführen (Zhong, Mishra, and Kowluru 2013). In der 

physiologischen Mäusenetzhaut ist es die Aufgabe von RMG, Antioxidantien für die 

Netzhaut bereitzustellen, darunter Glutathion (Navneet, Zhao, et al. 2019; Navneet, 

Cui, et al. 2019; Schultz et al. 2018; Grosche et al. 2016). Untersuchungen im 

Rattenmodell haben gezeigt, dass es bei Diabetes mellitus zum Verlust von 
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Glutathion kommt (Changxia Dong et al. 2019). Auch bei Patienten mit einer DR 

wurde eine Störung von zelleigenen antioxidativen Mechanismen festgestellt (Zhong, 

Mishra, and Kowluru 2013). Damit übereinstimmend haben Untersuchungen an 

diabetischen Ratten gezeigt, dass eine Therapie mit oralen Antioxidantien den 

Schweregrad der Retinopathie verbessert (Renu A. Kowluru, Tang, and Kern 2001).  

Ein erhöhter Gehalt von ROS gilt als eines der Schlüsselereignisse bei der 

Aktivierung der wichtigsten pathologischen Mechanismen diabetischer 

Komplikationen (Brownlee 2005). ROS führt zu einem gesteigerten Fluss durch den 

Polyol- und Hexosaminpfad, zur vermehrten Bildung von sogenannten „Advanced 

Glycation End Products“ und zu einer abnormen Signalkaskade durch Aktivierung 

von Proteinkinase C (Giacco and Brownlee 2010). Diese molekularen Mechanismen 

scheinen auch in der Pathogenese der DR eine Rolle zu spielen und wurden in 

zahlreichen diabetischen Retinopathiemodellen im Tier und in vitro nachgewiesen 

(Jie Tang et al. 2013; Schlotterer et al. 2018; Kim et al. 2012; Geraldes et al. 2009; 

Gurel et al. 2014). Der Nachweis glukoseinduzierter Pathogenesemechanismen 

unterstreicht die Schlüsselrolle von erhöhten Blutglukosekonzentrationen bei der 

Entstehung der DR.  

Zudem führt die erhöhte Glukosekonzentration in der Netzhaut diabetischer Ratten 

zu einer Hemmung der Glykolyse (M. Shamsul Ola et al. 2006; Santiago 2009). Der 

Mechanismus könnte darin begründet liegen, dass ein initial gesteigerter 

glykolytischer Fluss (durch das Überangebot von Glukose) letztlich zur Hemmung 

glykolytischer Enzyme führen könnte (Mondal, Bhaduri, and Bhattacharya 2018). 

Damit übereinstimmend wurde in der diabetischen Rattennetzhaut die Inaktivität 

glykolytischer Enzyme beobachtet (M. Shamsul Ola et al. 2006; Kanwar and Kowluru 

2009). In den Ratten war die Enzyminaktivität sogar direkt mit der Entwicklung einer 

Retinopathie verknüpft (Kanwar and Kowluru 2009). Dies deutet darauf hin, dass die 

Hemmung der Glykolyse in der diabetischen Retina eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese der DR spielen könnte. Trotzdem liegen nur wenige Studien vor, die 

den Aspekt der Glykolysehemmung in der Pathogenese der DR berücksichtigen 

(Valdés et al. 2016).  
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2.6 Differenzielle Proteomanalyse 

2.6.1 Aufklärung molekularer Pathogenesemechanismen 

Das Proteom ist die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt in 

einem definierten Zustand in einer Zelle oder in einem Gewebe exprimiert werden 

(Wilkins, Pasquali, et al. 1996; Wilkins, Sanchez, et al. 1996). Der Begriff Proteomik 

bezeichnet die Erforschung des Proteoms (Graves and Haystead 2002). Die 

differenzielle Proteomanalyse ist ein Teilgebiet der Proteomik und dient der 

Feststellung von Veränderungen der Proteinexpression durch eine vergleichende 

Analyse (Graves and Haystead 2002).  

Eine veränderte (differenzielle) Proteinexpression tritt unter anderem als eine 

spezifische Veränderung im Rahmen einer Erkrankung auf (Apweiler et al. 2009). 

Will man beispielsweise die DR auf molekularer Ebene verstehen, kann man die 

Proteinexpression in der Netzhaut von betroffenen Patienten und Gesunden 

vergleichen (Yokomizo et al. 2019). Differenziell exprimierte Proteine können eine 

Schlüsselposition im Krankheitsgeschehen einnehmen (Yokomizo et al. 2019). 

Zudem ermöglicht ihre Detektion die Aufklärung von Pathogenese-assoziierten 

Mechanismen, wie proteomische Studien zur autoimmunen Uveitis gezeigt haben 

(Hauck et al. 2012; Uhl et al. 2014; Hauck et al. 2010).  

 

2.6.2 Das Prinzip der Massenspektrometrie  

Es existieren verschiedene Methoden für die differenzielle Proteomanalyse 

(Monteoliva and Albar 2004). Eine äußerst effektive und sensitive Methode ist die 

Massenspektrometrie (MS), die sowohl eine qualitative als auch eine quantitative 

Proteinanalyse ermöglicht (Urban 2016). Die eindeutige Identifikation und 

Quantifizierung von Peptiden basiert auf der Bestimmung der spezifischen 

Molekularmassen von Peptid(fragment-)ionen anhand ihres Masse-zu-Ladung-

Verhältnisses (m/z), (Aebersold and Mann 2003). Darüber hinaus wird die 

Ionenhäufigkeit je m/z erfasst (Aebersold and Mann 2003). Die Auftragung der 

ermittelten Ionenhäufigkeiten gegen das m/z ergibt das Massenspektrum (Paul et al. 

2013).  

Um vom m/z eines Peptidions auf das Herkunfts-Protein zu schließen, erfolgt der 

Abgleich mit einer Datenbank (Sadygov, Cociorva, and Yates 2004). Diese 

Datenbank beinhaltet Aminosäuresequenzen des gesamten Proteoms des 
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entsprechenden Organismus (Sadygov, Cociorva, and Yates 2004). Zum 

Identifizieren eines Proteins werden in der Datenbank per in silico Verdau ermittelte 

Peptidmassen mit tatsächlich gemessenen m/z verglichen (Sadygov, Cociorva, and 

Yates 2004). Durch die bei einer Fragmentierung aufgezeichneten Informationen 

über die Peptidfragmentionen kann die Reihenfolge der Aminosäuren in dem Peptid 

verifiziert werden (Sadygov, Cociorva, and Yates 2004). Anschließend kann die 

Aminosäuresequenz des detektierten Peptids mit der Datenbank verglichen werden, 

was die Zuordnung zum Herkunfts-Protein erlaubt (Sadygov, Cociorva, and Yates 

2004).  

Die Ionenhäufigkeit des Peptidions im Massenspektrum erlaubt zudem einen 

Rückschluss auf die Quantität des Peptids und ermöglicht aufsummiert die 

Quantifizierung des Herkunfts-Proteins (Pontes and de Sousa 2016). 

 

2.6.3 Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie als 
Goldstandard 

Die Tandem-Massenspektrometrie in Kombination mit der 

Flüssigkeitschromatographie (LC-MS/MS) stellt den aktuellen Goldstandard in der 

Proteomik dar (van de Merbel 2019).  

Bei der LC-MS/MS werden Proteine in einer Probe extrahiert und enzymatisch 

verdaut, wodurch sich definierte Peptidbruchstücke mit einem spezifischen 

Schnittmuster ergeben (Saveliev et al. 2013). Anschließend erfolgt eine Auftrennung 

der Peptidbruchstücke durch Hochdruckflüssigkeitschromatographie, was die 

Identifikation von Peptiden aus komplexen Probengemischen optimiert (Mant et al. 

2007). Die Peptide binden an eine Chromatographiesäule, werden mit steigender 

Acetonitrilkonzentration eluiert und direkt über eine Ionenquelle in das 

Massenspektrometer eingeleitet (Defaix et al. 2018). Dafür werden sie in einem 

Hochspannungsfeld vernebelt und ionisiert (Defaix et al. 2018). Von der Ionenquelle 

durchlaufen sie anschließend die nachgeschalteten Einheiten im 

Massenspektrometer: Den Quadrupol, der die Ionen eines ganz bestimmten m/z 

durch angelegte Spannungen im elektrischen Feld separiert und weiterleitet; Und 

den Analysator (Orbitrap), der das genaue m/z sowie die Anzahl der Ionen für genau 

dieses m/z zu einem definiertem Zeitpunkt erfasst (Scheltema et al. 2014). Während 

dieses Prozesses können Peptidionen zusätzlich durch die Kollision mit Stickstoff in 

der HCD-Zelle fragmentiert werden (Yi Zhang et al. 2009). Dieses Verfahren wird 
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dann als Tandem-Massenspektrometrie bezeichnet, weil alternierend 

Übersichtsspektren der Vorläufer-Peptidionen (MS1) erstellt werden und außerdem 

die Massenanalyse der Peptidfragmentionen (MS2) stattfindet (van Agthoven et al. 

2019).  

Wenn die Auswahl der zu fragmentierenden Vorläufer-Peptidionen auf den 

Ergebnissen der MS1-Spektren beruht, wird die Strategie als datenabhängige 

Erfassung bezeichnet (Koopmans et al. 2018). Wird die Fragmentierung aller 

Vorläufer-Peptidionen kontinuierlich und unabhängig von deren Signalstärke in den 

MS1-Spektren erzielt, spricht man von einer datenunabhängigen Erfassung (engl. 

data independent aquisition, DIA), (Koopmans et al. 2018). Hier wird der gesamte 

Massebereich in mehrere m/z-Fenster aufgeteilt und die Vorläufer-Peptidionen pro 

m/z-Fenster isoliert und gemeinsam fragmentiert (Martins‐de‐Souza, Faça, and 

Gozzo 2017). Das Resultat der DIA-Erfassung sind hochkomplexe MS2-Spektren, 

die theoretisch die Identifikation aller Peptidionen aus einer Probe ermöglichen, weil 

sie Informationen zu allen Peptidfragmentionen enthalten (Koopmans et al. 2018). 

Die Peptidfragmentionen müssen bei der DIA-Erfassung einem Vorläufer-Peptid 

zugeordnet werden (Koopmans et al. 2018). Dies erfolgt anhand einer Organismus-

spezifischen Spektralbibliothek, die alle charakteristischen Fragmentierungsmuster 

dieses Organismus enthält und die zuvor durch eine datenabhängige 

Erfassungsmethode erstellt worden ist (M. Wang and Bandeira 2013). Mit diesen 

Informationen erfolgt dann die quantitative Auswertung mithilfe einer Software, wie 

zum Beispiel Spectronaut (Bruderer et al. 2015; Bruderer et al. 2016).  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Probenmaterial 

Für die beschriebenen Experimente wurden wiederholt Augen von 

Schlachtschweinen am Schlachthof München abgeholt. Eine 

Ausnahmegenehmigung für die Verwendung tierischer Nebenprodukte zu 

Forschungszwecken am Schlachthof liegt uns vor. Bei den Tieren handelte es sich 

um Masthybriden der Rassen Pietrain und deutsche Landrasse in einem Alter von 

ca. sechs Monaten. Die Augen wurden vom Schlachthofpersonal direkt nach dem 

Entbluten entnommen.  
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3.1.1 Primäre Schweine Müller Gliazellen 

3.1.1.1 Präparation und Kultivierung 

3.1.1.1.1 Puffer und Lösungen  
 
Medium  

CO2 independent Medium1  

DMEM GlutaMax1  
PBS Zellkultur1 (steril)  

  

Zusätze  
Fötales Kälberserum (FBS)1 10% 

Penicillin-Streptomycin (PS)1 1% 

  

Ringer Lösung   
Ringer Pulver2 1 Tablette  

In 500 ml Aqua bidest. (steril) lösen  

  

Papain Stammlösung  

Ethylendiamintetraessigsäure EDTA2 (1,1 mM) 3,21 µg 
Β-Mercaptoethanol2 (0,067 mM) 0,96 µl 

L-Cystein hydrochlorid2 (5,5 mM) 8,67 mg 

Ad 10 ml Aqua bidest. (steril)  

  

Verdünntes Papain  

Papain3 (1:25) 10 µl 

In 240 µl Papain Stammlösung verdünnen, bei 37 °C für 30 Minuten inkubieren 

  

Verdünnte Desoxyribonuklease (DNAse)   
DNAse2 [6,5 µg/µl] 10 mg 

In 1,5 ml DMEM GlutaMax lösen  

                                                 
1 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
2 Millipore Sigma, Taufkirchen 
3 Worthington Biochemical, Troisdorf 
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3.1.1.1.2 Durchführung 

Die Augen wurden am Schlachthof direkt nach der Entnahme in gekühltes CO2 

independent Medium gegeben und auf Eis transportiert. Die Präparation der RMG 

war innerhalb von drei Stunden abgeschlossen. Für den Versuch aus Kapitel 4.1 

wurden neun Augen mit einer Schere grob von Bindegewebe und Muskulatur befreit, 

anschließend erfolgte zweimal eine je fünfminütige Desinfektion in Ethanol 80%. Die 

Augen wurden mit einer Schere durch einen kreisförmigen Scherenschnitt (etwa 3 

mm parallel zum Limbus) eröffnet und der vordere Teil samt Glaskörper entfernt. Die 

Neuroretina wurde mit Pinzetten abgelöst und aus dem Augapfel entnommen. 

Mithilfe von zwei Pinzetten erfolgte eine Entfernung makroskopisch sichtbarer 

Blutgefäße, indem die Retina vorsichtig zerteilt und die Blutgefäße mit den Pinzetten 

herausgezogen wurden. Je fünf Retinae wurden anschließend durch 20-minütiges 

Schneiden mit einer Mikroschere (in kreisförmigen Bewegungen) mechanisch 

zerkleinert. Die entstandenen Retinastückchen wurden zweimal mit einer 

ausreichenden Menge Ringer Lösung (ca. 15 ml) gewaschen und der Überstand 

jeweils durch Absaugen entfernt. Pro fünf Retinae wurden nochmals 500 µl Ringer 

Lösung und 250 µl vorinkubiertes, verdünntes Papain zugesetzt. Anschließend 

erfolgte eine Inkubation für 12 Minuten bei 37 °C unter mehrmaligem Aufschütteln. 

Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurde DMEM GlutaMax Medium mit FBS 

zugegeben (ca. 1 ml). Danach erfolgte die Zugabe von 25 µl verdünnter DNAse. Es 

wurde so lange händisch geschüttelt, bis sich keine sichtbaren Klumpen mehr 

bildeten. Anschließend erfolgte das zweimalige Waschen in DMEM GlutaMax. 

Danach erfolgte ein mechanisches Zerreiben (zehnmal auf- und abpipettieren) mit 

der abgeflammten Spitze einer Pasteurpipette aus Glas. Die einzelnen Proben 

wurden vereint und es erfolgte die Aussaat in six well Platten (ca. 0,33 Retinae pro 

well), wobei in jedes well 2 ml DMEM GlutaMax+FBS+PS vorgelegt wurden. Nach 24 

Stunden wurden nicht-adhärente Zellen durch mehrmaliges Schwenken der Platte 

und subsequentes Absaugen des Mediums entfernt und frisches Medium (2 ml 

DMEM GlutaMax+FBS+PS pro well) vorsichtig eingefüllt. Ein Mediumwechsel 

erfolgte anschließend alle 48 Stunden bis zum Versuchsbeginn nach 14 Tagen in 

Kultur.  
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3.1.1.2 Behandlung unter diabetischen Kulturbedingungen 

3.1.1.2.1 Lösungen 

 
Medium  

DMEM GlutaMax4  

  

Zusätze  
FBS4 10% 

PS4 1% 

  

Stammlösung D-Glukose (295 mM)  
D-Glukose5 531,5 mg 

In 10 ml DMEM GlutaMax lösen und steril filtrieren (0,45 µm Poren)5 

  

Stammlösung 2-DG (200 mM)  
2-Deoxyglukose (2-DG)5 328,3 mg 

In 10 ml DMEM GlutaMax lösen und steril filtrieren (0,45 µm Poren)  

 

3.1.1.2.2 Durchführung 

An Tag 15 in Kultur startete eine dreitägige Behandlung, welche darauf abzielte, zwei 

Aspekte eines pathologischen Glukosestoffwechsels bei Diabetes mellitus zu 

simulieren. Wir kultivierten eine Versuchsgruppe unter hyperglykämischen 

Bedingungen („Hyperglykämie-Gruppe“, n=6 technische Replikate), wobei die 

Glukosekonzentration bei 35 mM lag. Diese hyperglykämische Glukosekonzentration 

wurde unter Berücksichtigung der bestehenden Literatur für eine hyperglykämische 

Behandlung in einem diabetischen Kontext festgelegt (Valdés et al. 2016).  

Für die Erstellung der hyperglykämischen Bedingung wurde D-Glukose Stammlösung 

(295 mM) in einer Verdünnung von 1:10 in das Kulturmedium (GlutaMax+FBS+PS, 

beinhaltet bereits 5,6 mM Glukose) zugesetzt.  

                                                 
4 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
5 Millipore Sigma, Taufkirchen 
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In einer weiteren Behandlungsgruppe simulierten wir eine Hemmung der Glykolyse 

(„Glykolysehemmungs-Gruppe“, n=6 technische Replikate) durch einen Gehalt von 

20mM 2-DG im Kulturmedium über 24 Stunden. 

Für die Behandlung der Glykolysehemmungs-Gruppe wurde eine 2-DG 

Stammlösung (200 mM) in einer Verdünnung von 1:10 in das Kulturmedium (wie in 

der Hyperglykämie-Gruppe, 5,6 mM Glukose) während der letzten 24 Stunden des 

dreitägigen Versuchs zugesetzt. 

Als Kontrolle diente eine Gruppe unter normoglykämischen Bedingungen 

(„Kontrollgruppe“, n=6 technische Replikate) in DMEM GlutaMax+FBS+PS mit 5,6 

mM Glukose. Die Glukosekonzentration für die normoglykämische Kontrollgruppe 

deckte sich so mit der physiologischen Blutglukosekonzentration von Schwein und 

Mensch (Güemes, Rahman, and Hussain 2016; Renner et al. 2013). Die Replikate 

innerhalb einer Gruppe entsprachen unterschiedlichen wells, wobei deren Position je 

Gruppe randomisiert über drei Platten verteilt wurde. Ein Mediumwechsel in allen 

Gruppen erfolgte alle 24 Stunden.  

 

 

 

 
 

Abb. 3.1: Workflow der diabetischen Behandlung isolierter RMG mit anschließender Lyse. 
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3.1.1.3 Gewinnung von Proteinlysaten 

Die in Kapitel 3.1.1.2.2 beschriebenen Zellen wurden zum Zwecke der 

massenspektrometrischen Untersuchung lysiert. 

 

3.1.1.3.1 Puffer 

 
PBS Zellkultur (steril)6  

  

Lysepuffer  
Nonyl-phenoxypolyethoxylethanol (NP40)7 (1%) 1 g 

In 100 ml PBS Zellkultur lösen  

 

3.1.1.3.2 Durchführung 

Nach Ablauf der Behandlungsdauer wurden die Zellen jeder Versuchsgruppe mit 

eiskaltem PBS dreimal gewaschen und unter Zusatz von 100 µl Lysepuffer pro well 

abgeschabt und separat gesammelt. Danach wurden Scherkräfte einer 200 µl Pipette 

unter Auf- und Abpipettieren angewandt und die Lyse durch Ultraschallwellen 
(EpiShear Probe Sonicator8, 5 Pulse, 1 Sekunde, 75% Intensität) durchgeführt. 

Anschließend erfolgt eine Zentrifugation bei 10.000 rcf für zehn Minuten um 

Zelltrümmer abzutrennen. Der Überstand wurde bei -20 °C bis zur weiteren 

Verarbeitung aufbewahrt. 

 

  

                                                 
6 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
7 Roche Diagnostics, Mannheim 
8 Active Motif, La Hulpe, Belgien 
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3.1.2 Netzhautkulturen aus Schweinen 

3.1.2.1 Präparation und Kultivierung 

3.1.2.1.1 Puffer, Lösungen und sonstige Materialien  

 
Handling der Neuroretina   
CO2 independent Medium9  

Biopsiestanze10 6 mm oder 8 mm 

Einmalskalpell11  

Glaspipette12  

Glaspipetten Ballon12   

Parafilm13  

  
Kultursystem9  

0,4 µm Polycarbonat Insert und passende Platte  

  

Medium  
RPMI 16409  

DMEM/F129  

Neurobasal9  

  

Zusätze  
FBS9 10% 

PS9 1% 

 

  

                                                 
9 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
10 PFM Medical, Köln 
11 B. Braun, Melsungen 
12 Hirschmann, Eberstadt 
13 Bemis, Meckenheim 
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3.1.2.1.2 Prinzip der Medium-zu-Luft Kultivierung 

Die von uns angewandte Methode der Kultivierung erfolgt auf einer speziell 

beschichteten Polycarbonat-Membran mit Kontakt zu Kulturmedium unterhalb und 

der Umgebungsluft oberhalb. Die Membran ist in einem Insert aufgespannt, welches 

in die Mulde einer six well Platte passt. Dabei sorgen kleine Plastiknasen dafür, dass 

das Insert mit etwas Abstand zum Boden des wells steht und somit Zellkulturmedium 

darunter gelangt.  

 

 
Abb. 3.2: Equipment für die Medium-zu-Luft Kultivierung  

 
Das Medium stellt Nährstoffe von unterhalb der Membran bereit und strömt durch 

Kapillarkräfte durch winzige Poren (0.4µm) nach oben, sodass ein sehr dünner Film 

auf der Membran (und dem Explantat) entsteht, ohne dieses vollständig zu 

bedecken. Dies erlaubt einen sehr effektiven Gasaustausch (Bull 2011). 

 

3.1.2.1.3 Durchführung 

Die Etablierung der Arbeitsschritte und Methoden bei Präparation und Kultivierung 

von Netzhautkulturen des Schweines war Bestandteil dieser Arbeit und ist daher in 

Kapitel 4.2 detailliert beschrieben.  
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3.1.2.2 Fixationsprozess 

3.1.2.2.1 Puffer, Lösungen und sonstige Materialen 

 
Fixanz  

Paraformaldehyd (PFA) 4%14  

  

0,1 M Phosphatpuffer (PB)  
Na2HPO42H2O15 24,42 g 

Na2H2PO4H2O15 2,62 g 

Ad 1 l Aqua bidest.  

  

Entwässerung  

Biopsiekapsel16  

Sucrose15 (15%) 15 g 

Sucrose (30%) 30 g 

Ad 100 ml PB  

  

Einbetten  

Einbettform17 8 x 12 mm 

Optimal Cryo Temperature (OCT)-Medium18 

 

 

3.1.2.2.2 Durchführung 

Die Etablierung der Arbeitsschritte und Methoden bei der Fixation, Entwässerung und 

Einbettung von Netzhautkulturen des Schweines war Bestandteil dieser Arbeit und 

die Durchführung ist daher in Kapitel 4.2 detailliert beschrieben. 

  

                                                 
14 BosterBio, Pleasanton, USA 
15 Millipore Sigma, Taufkirchen 
16 CellSafe, Vicoria, Australien 
17 Polyscience, Hirschberg an der Bergstraße 
18 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
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3.1.2.3 Gewinnung von Proteinlysaten  

Für den proteomischen Vergleich zwischen frischer Netzhaut und Netzhautkulturen 

nach drei Tagen in vitro (Kapitel 4.4.6) wurden sechs Explantate aus sechs 

Schweineaugen vom Bereich 2b (aus dem visual streak, Kapitel 4.2.1) präpariert und 
in RPMI 1640 Medium18+FBS18+PS18 für 72 Stunden (Mediumwechsel nach 48 

Stunden) inkubiert. 

 

3.1.2.3.1 Puffer und Lösungen 

 
PBS Zellkultur (steril)18  

  

Lysepuffer  
Nonyl-phenoxypolyethoxylethanol (NP40)19 (1%) 1 g 

In 100 ml PBS Zellkultur lösen  

 

3.1.2.3.2 Durchführung 

Die Explantate wurden dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in speziellen 
„Precellys Tubes 0,5 ml“20 überführt. Es folgt die Zugabe von 200 µl Lysepuffer pro 

Tube und die mechanische Zerkleinerung in einem Gewebe-Homogenisator 

„Precellys20“ (Programm Nr. 3). Die Tubes wurden anschließend zehn Minuten bei 

10.000 rcf zentrifugiert und der Überstand entnommen und bis zur weiteren 

Verarbeitung bei -20 °C aufbewahrt. 

  

                                                 
19 Roche Diagnostics, Mannheim 
20 Bertin Instruments, Frankfurt am Main 
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3.1.2.4 Behandlung unter diabetischen Kulturbedingungen 

Um die Expressionsminderung von SPP1 in einem diabetischen Netzhautmodell 

verifizieren zu können (Kapitel 4.3), haben wir Netzhautexplantate aus Schweinen 

wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben präpariert. Diese wurden ausschließlich aus dem 

Bereich 2b (aus dem visual streak, Kapitel 4.2.1) entnommen.  

 

3.1.2.4.1 Lösungen 

 
Medium  
RPMI 164021  

  

Zusätze  

FBS21 10% 

PS21 1% 

  

Stammlösung D-Glukose (590 mM)  

D-Glukose22 1.063 mg 

In 10 ml DMEM GlutaMax lösen und steril filtrieren (0,45 µm Poren)22 

  

Stammlösung 2-DG (400 mM)  

2-Deoxyglukose (2-DG)22 656,6 mg 

In 10 ml DMEM GlutaMax lösen und steril filtrieren (0,45 µm Poren) 

  

Stammlösung Mannose (590 mM)  

Mannose22 1.075 mg 

In 10 ml DMEM GlutaMax lösen und steril filtrieren (0,45 µm Poren) 

 

  

                                                 
21 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
22 Millipore Sigma, Taufkirchen 
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3.1.2.4.2 Durchführung 

Die dreitägige Behandlung startete direkt nach der Präparation.  

Eine Versuchsgruppe wurde unter hyperglykämischen Bedingungen (Hyperglykämie, 

n=4 biologische Replikate) kultiviert, wobei die Glukosekonzentration bei 70 mM lag. 

Dazu wurde D-Glukose Stammlösung (590 mM) in einer Verdünnung von 1:10 in das 

Kulturmedium (RPMI1640+FBS+PS, beinhaltet bereits 11 mM Glukose) zugesetzt. 

Die Konzentration von 70mM wurde unter Berücksichtigung des Faktors 6,25 

zwischen normoglykämischer und hyperglykämischer Gruppe aus dem Experiment 

mit isolierten RMG übernommen (Kapitel 3.1.1.2.2).  

In einer weiteren diabetischen Gruppe simulierten wir die Hemmung der Glykolyse 

(„Glykolysehemmung“, n=4 biologische Replikate) durch Zusatz der 2-DG 

Stammlösung (400 mM) in einer Verdünnung von 1:10 in das Kulturmedium (wie bei 

Hyperglykämie, enthält 11 mM Glukose) während der letzten 24 Stunden des 

Versuchs. Auch diese Konzentration von 40 mM 2-DG wurde so berechnet, dass 

eine etwa 3,5-fache Überdosis von 2-DG im Vergleich zu Glukose, genau wie in dem 

RMG Experiment (Kapitel 3.1.1.2.2) erreicht wurde.  

Als Kontrolle diente eine Gruppe mit einer Glukosekonzentration von 11 mM 

(„Normoglykämie“, n=4 biologische Replikate), welche der Zusammensetzung des 

Kulturmediums entsprach (RPMI 1640+FBS+PS).  

Um einen osmotischen Effekt unabhängig von der Glukosekonzentration und der 

Glykolysehemmung zu untersuchen, gab es außerdem eine osmotische 

Kontrollgruppe („Osmotische Kontrolle“, n=4 biologische Replikate) unter Zusatz von 

Mannose Stammlösung 590 mM 1:10 in das Kulturmedium (RPMI 1640+FBS+PS, 

beinhaltet bereits 11 mM Glukose). Damit wurde dieselbe Osmolarität wie in der 

hyperglykämischen Gruppe erreicht. Der Mediumwechsel in allen Gruppen erfolgte 

alle 24 Stunden. 
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3.1.3 Primäre Pigmentepithelzellen aus Schweinen  

RPE aus Schweinen wurden für die Ko-Kultur mit organotypischen Netzhautkulturen 

gewonnen (Kapitel 4.2.4). 

 

3.1.3.1 Puffer und Lösungen 

 
1,1 mM EDTA Puffer  
EDTA23 (1,1 mM) 3,21 µg 

Ad 10 ml PBS Zellkultur21 (steril)  

  

Dissoziationspuffer (frisch zubereitet)  

L-Cystein hydrochlorid23 (2,99 mM) 23,57 mg 

Bovines Serum Albumin (BSA, 1%)24 0,5 mg 

Papain (1:1.000)25 50 µl 

Ad 50 ml 1,1 mM EDTA Puffer  

  

Medium  
DMEM GlutaMax26  

  

Zusätze  
FBS26 10% 

PS26 1% 

 

  

                                                 
23 Millipore Sigma, Taufkirchen 
24 Serva, Heidelberg 
25 Worthington Biochemical, Troisdorf 
26 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
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3.1.3.2 Präparation und Kultivierung 

Für zwei Platten im six well Format wurden 20 Schweineaugen verwendet. Die 

Arbeitsschritte bis einschließlich der Entnahme der Neuroretina erfolgten wie in 

Kapitel 3.1.1.1.2 beschrieben. Der eröffnete Augapfel wurde mit EDTA Puffer 

vollständig gefüllt und 18 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurde der Puffer vorsichtig ausgesaugt und der Augapfel erneut mit 

Dissoziationspuffer vollständig gefüllt (ca. 1,5 ml je Auge). Die Inkubation erfolgte für 

23 Minuten bei 37 °C. Durch den enzymatischen Verdau löste sich das RPE vom 

Untergrund, was durch die bräunliche Eintrübung des Dissoziationspuffers sichtbar 

war. Mit einer 1000 µl Pipette wurde der Dissoziationspuffer im Augapfel einige Male 

vorsichtig auf- und abpipettiert und somit ein vollständiges Ablösen des RPE erreicht. 

Der Dissoziationspuffer mitsamt dem gelösten RPE wurde restlos aus dem Augapfel 

gewonnen und von allen 20 Augen gesammelt. Die Zellsuspension wurde mit DMEM 

GlutaMax+FBS+PS auf 50 ml aufgefüllt und bei 200 rcf für fünf Minuten zentrifugiert. 

Das Zellpellet wurde in 24 ml DMEM GlutaMax+FBS+PS aufgenommen. Jeweils 2 

ml wurden in ein six well gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5% CO2. 

Nicht adhärente Zellen wurden am Folgetag durch Mediumwechsel entfernt. Es 

erfolgte ein Mediumwechsel alle 72 Stunden bis zum weiteren Gebrauch.  
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3.1.4 Frische Netzhaut aus Schweinen 

Frische Schweineretina wurde als Kontrolle für die bildgebenden Verfahren in Kapitel 

4.4 verwendet. 

 

3.1.4.1 Puffer, Lösungen und sonstige Materialien  

Für Fixation, Entwässerung und Einbettung wurden dieselben Materialien wie in 

Kapitel 3.1.2.2 beschrieben verwendet. 

 

3.1.4.2 Fixation, Entwässerung und Einbettung 

Die Reinigung, Desinfektion und Eröffnung der Augen erfolgte wie in Kapitel 4.2 

beschrieben. Anschließend wurde gekühltes (4 °C) PFA 4% in den Augapfel 

eingefüllt und die Retina bei 4 °C für drei Stunden fixiert. Das Fixanz wurde 

abgesaugt und das Auge durch mehrmaliges Befüllen und Absaugen mit PB 

gewaschen und anschließend mit PB befüllt und vier Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Neuroretina wurde dann mitsamt allen unterliegenden Strukturen mit 

einem Einmalskalpell ausgeschnitten (ca. 6 x 6 mm). Anschließend konnte die 

Neuroretina leicht mithilfe von Pinzetten vom RPE getrennt und in eine Biopsiekapsel 

gelegt werden. Darin erfolgte die Entwässerung in 15% bzw. 30% Sucrose in PB bei 

Raumtemperatur für vier Stunden bzw. über Nacht. Die Neuroretina wurde 

anschließend in eine zur Hälfte mit OCT befüllten Einbettform gelegt, wobei auf die 

Ausrichtung der Probe parallel zum Boden der Einbettform geachtet wurde. Die 

Probe wurde vollständig mit OCT bedeckt und die Form auf eine Konstruktion zum 

Schockgefrieren (bestehend aus einem Metallblock, der sich durch das Einstellen in 

einer Mischung aus Trockeneis und Ethanol auf ca. -72 °C abkühlt, Abb. 4.18) 

gestellt. Das vollständige Erhärten des OCT wurde abgewartet. Die OCT-Blöcke 

wurden anschließend mit Parafilm luftdicht umwickelt und bei -20 °C aufbewahrt. 
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3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration aus Lysaten 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der in Kapitel 3.1.1.3 beschriebenen RMG 

Lysate sowie der in Kapitel 3.1.2.3 beschriebenen Lysate aus kultivierten 

Netzhautexplantaten erfolgte zum Zwecke der massenspektrometrischen 

Proteinanalytik. 

 

3.2.1 Puffer und Lösungen 

 
Bradford-Reagenz  
5 x Bradford Reagenz27 1 ml 

Aqua bidest. 4 ml 

  

BSA Stammlösung   
BSA27 [10 mg/ml] 10 mg 

Aqua bidest. 1 ml 

In 100 µl Alliquots bei -20 °C lagern  

 

  

                                                 
27 Serva, Heidelberg 
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3.2.2 Durchführung 

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der von Bradford etablierten Methode (Bradford 

1976). Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 bildet dabei mit 

den im Lysat vorliegenden Proteinen Komplexe. Auf diese Weise verschiebt sich das 

Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm. Die Proteinmenge der Proben kann 

anhand der hierzu proportionalen Absorption bestimmt werden. Zur Kalibrierung der 

Eichgerade wurde eine Standardreihe mit BSA Stammlösung erstellt. Dazu wurde 

diese in Konzentrationen von 0 (Leerwert), 0,25, 0,5, 1, 2 und 4 mg/ml im Lysepuffer 

(hier PBS 1% NP40, Kapitel 3.1.1.3 und 3.1.2.3) gelöst. Jeweils 1 µl der 

Standardreihe wurde in entsprechende Küvetten28 (1,5 ml halbmikro) pipettiert und 

anschließend mit 1 ml des Bradford-Reagenz versetzt. Nach einer fünfminütigen 

Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm in einem 
Spektrophotometer29 (Ultrospec 3300 pro) photometrisch bestimmt. Die Eichgerade 

wurde gespeichert und als Referenz verwendet. Anschließend wurde wie 

beschrieben mit den zu bestimmenden Proben verfahren (1 µl pro Probe in 1 ml 

Bradford-Reagenz), die photometrische Messung durchgeführt und die 

Proteinkonzentration entsprechend der der Eichgeraden abgelesen. 

 

 

  

                                                 
28 Brand, Wertheim 
29 GE Healthcare, Freiburg 
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3.3 Massenspektrometrie 

Zur differenziellen Proteinanalytik der RMG Lysate aus Kapitel 3.1.1.3 sowie der in 

Kapitel 3.1.2.3 beschriebenen Netzhautlysate wurde im Anschluss an die 

beschriebene Proteinbestimmung (Kapitel 3.2) eine Analyse mittels LC-MS/MS 

Massenspektrometrie durchgeführt. Diese erfolgte mit einer datenunabhängigen 

Erfassungsmethode. 

 

3.3.1 FASP-Verdau 

3.3.1.1 Puffer und Lösungen  

 
1 M Dithiothreitol (DTT)   

DTT30 (1 M) 15,42 mg 

In 1 ml HPLC Wasser30 lösen  

  

Urea A-Puffer (UA)  

Harnstoff30 (8 M) 48,03 mg 

1 M Tris-HCl pH 8,5 (100 mM) 100 µl 
Ad 1 ml HPLC Wasser30  

  

300 mM Iodacetamid  
2-Jodacetamid30 (300 mM) 55,4 mg 

In 1 ml HPLC Wasser lösen  

  

Ammoniumbicarbonat-Puffer (ABC)  
ABC30 (50 mM) 19,75 mg 

In 5 ml HPLC Wasser30 lösen  

  

Lys-C  
Lysyl Endopeptidase31(0,5 mg/ml) 20 µg 

In 40 µl ABC lösen  

  

                                                 
30 Millipore Sigma, Darmstadt  
31 Wako, Neuss 
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Trypsin  

Trypsin32 (1 mg/ml) 20 µg 

In 20 µl ABC lösen  

  

5% Acetonitril (ACN)  
ACN33 (5%) 50 µl 

Ad 1 ml ABC  

  

Trifluoressigsäure (TFA) 34  

 

  

                                                 
32 Promega, Mannheim 
33 Millipore Sigma, Taufkirchen 
34 Applied Biosystems, Darmstadt 



 Material und Methoden 
 

 

44 
 

3.3.1.2 Durchführung bei den Lysaten aus Müller Gliazellen 

Eine Proteinmenge von 10 µg pro Probe wurde, zur Vorbereitung auf ihre 

massenspektrometrische Analyse, einem „filter-aided sample preparation“ (FASP)-

Verdau (Wiśniewski et al. 2009; Grosche et al. 2016) unterzogen. Dazu wurden die 

Eluate auf ein Gesamtvolumen von 400 µl mit ABC verdünnt. Es folgten die Zugabe 

von 1 μl 1 M DTT und eine 30-minütige Inkubation bei 60 °C auf dem Schüttler (500 

rpm). Anschließend wurden die Proben auf Raumtemperatur (RT) abgekühlt, mit je 

600 μl UA verdünnt und mit 10 μl 300 mM Iodacetamid für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach wurden nochmals 2 µl DTT 

zugesetzt. Währenddessen wurden 30 kDa Cut-off-Filter (Vivacon 500)35 mit je 200 

µl ABC vorgewaschen (10.000 rcf, fünf Minuten, RT). Die Proben wurden auf die 

angefeuchteten Filter gegeben und abzentrifugiert (10.000 rcf, 15 Minuten, RT). Die 

Durchläufe wurden verworfen und die Filter anschließend dreimal mit 200 μl UA und 

dreimal mit 100 μl ABC gewaschen, wobei die Durchläufe ebenfalls verworfen 

wurden. Danach erfolgte die Zugabe von je 40 μl ABC und 1 μl Lys-C sowie, nach 

zweistündiger Inkubation bei RT, 1 μl Trypsin. Damit wurden die Filter bei 37 °C über 

Nacht inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation der Proben für 15 Minuten 

bei RT und 10.000 rcf. Die Durchläufe, die nun die Peptide enthielten, wurden 

gesammelt (Durchlauf 1). Zuletzt wurden 20 μl 5% ACN auf die Filter gegeben, 

erneut abzentrifugiert (10.000 rcf, 15 Minuten, RT) und der Durchlauf mit Durchlauf 1 

zusammengeführt. Die so gewonnenen Eluate wurden nach Bedarf mit ca. 1 µl TFA 

angesäuert und bis zur Analyse mittels LC-MS/MS bei - 20°C aufbewahrt. 

 

 
 

Abb. 3.3: Workflow des Proteinverdaus sowie der massenspektrometrischen Analyse  

                                                 
35 Sartorius, Göttingen 
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3.3.1.3 Durchführung bei den Lysaten aus Netzhautkulturen 

Der FASP-Verdau wurde, wie für die RMG Lysate in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben, 

durchgeführt. Die Proteinmenge war ebenfalls 10 µg pro Explantat und die 

Proteinlysate wurden mit 100 µl ABC bzw. 200 µl UA verdünnt. Alle anderen 

Arbeitsschritte erfolgten exakt wie mit den RMG Lysaten.  

 

3.3.2 LC-MS/MS 

3.3.2.1 Müller Gliazellen unter diabetischen Kulturbedingungen 

3.3.2.1.1 Puffer und Lösungen 

 

Puffer A  
ACN36 2% 20 ml 

Ameisensäure36 0,1% 1 ml 

Ad 1 l HPLC Wasser37  

  

  

Puffer B  

ACN 98% 980 ml 

Ameisensäure 0,1% 1 ml 

Ad 1 l HPLC Wasser  

 

  

                                                 
36 Millipore Sigma, Taufkirchen 
37 Millipore Sigma, Darmstadt 
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3.3.2.1.2 Durchführung 

Die Analyse mittels Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-

MS/MS) wurde unter der Leitung von Frau Dr. Hauck (Leitung der Research Unit 

Protein Science, Helmholtz Zentrum München) durchgeführt.  

Die Analyse erfolgte, wie zuvor beschrieben (Lepper et al. 2018; Mattugini et al. 

2018), mit einem Q Exactive HF Massenspektrometer (Thermo Scientific) in einer 

datenunabhängigen Erfassung. Dieses ist mittels einer Nano Spray Ionenquelle 

online an ein Ultimate3000 nano RSLC System38 (Ultimate 3000 RSCL; Dionex) 

gekoppelt. Für die chromatographische Auftrennung wurden die Peptide (ca. 0.5 µg 

pro Probe) zuerst automatisch auf eine Vorsäule39 (300 μm innerer Durchmesser x 5 

mm, gepackt mit Acclaim PepMap 100 C18, 5 μm, 100 Å Material) geladen und 
eluiert. Anschließend erfolgte die Auftrennung auf der analytischen Säule40 

(nanoEase MZ HSS T3 Column, 100 Å, 1,8 µm, 75 µm x 250 mm) in einem 

Gradienten von 3% bis 40% ACN bei einer Flussrate von 250 nl/min in einem 

Zeitraum von 105 Minuten. Die MS1 Peptidspektren der Vorläuferpeptide wurden von 

300 bis 1650 m/z mit einer Auflösung von 120.000 und einer maximalen 

Injektionszeit von 120 ms aufgezeichnet, um einen AGC-Wert (Automatic Gain 

Control) von 3e6 zu erreichen. Alle Peptidionen aus den MS1 Vorscans wurden für 

die Fragmentanalyse (datenunabhängige Erfassung) ausgewählt. Die 

Fragmentspektren wurden in 37 überlappenden DIA-Isolationsfenstern (1 Da 

Überlappung auf jeder Seite) variabler Größe aufgezeichnet, sodass diese insgesamt 

300 bis 1650 m/z abdeckten, jeweils mit einer Auflösung von 30.000, mit einem AGC-

Ziel von 3e6 und einer normierten Kollisionsenergie von 27.  

  

                                                 
38 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
39 LC Packings, Sunnyvale, USA 
40 Waters, Milford, USA 
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3.3.2.1.3 Abgleich mit der Spektralbibliothek und Quantitative Analyse 

Die Analyse der gewonnenen Spektren erfolgte mithilfe der Spectronaut Software 
(Version 12)41, (Bruderer et al. 2015; Bruderer et al. 2016). Dazu erfolgte ein 

Abgleich der aufgenommenen MS/MS-Spektren mit einer in-house Schweine-

Spektralbibliothek, welche mit der Spectronaut 12 Software und der Ensembl Pig 

database (Release 75, Sscrofa10.2) generiert wurde. Dabei wurden 

Standardeinstellungen gewählt. Die Falschpositivrate für die Peptididentifikation 

wurde auf < 1% festgelegt. Die Quantifizierung erfolgte anhand der MS2 

Fragmentspektren, wobei nur Precursor Signale mit einem q < 0,01 in mindestens 

20% aller Proben berücksichtigt wurden. Die Quantifizierung basierte dabei 

ausschließlich auf den proteotypischen (uniquen) Peptiden des entsprechenden 

Proteins. Die normalisierten Proteinabundanzen wurden in Microsoft Excel exportiert 

und für die Berechnung der Abundanzverhältnisse zwischen den einzelnen Gruppen 

und deren Signifikanzlevel verwendet.  

 

3.3.2.1.4 Auswertung der Proteinabundanzen 

Die Proteinabundanzen in den diabetischen Behandlungsgruppen wurden jeweils mit 

der entsprechenden Proteinabundanz in der Kontrollgruppe ins Verhältnis gesetzt 

(normalisierte Abundanzwerte). Zur Beschreibung des Signifikanzniveaus wurde ein 

ungepaarter Student`s t-Test durchgeführt, basierend auf den normalisierten, log2 

transformierten Abundanzwerten des jeweiligen Proteins. Diese Art des 

Signifikanztests wurde ausgewählt, da bei einer log2 Transformation der 

Abundanzwerte von einer Normalverteilung der Proteinabundanzen im Proteom 

auszugehen ist. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant eingestuft. Proteine, deren 

Quantifizierung auf nur einem uniquen Peptid beruhte, wurden von allen weiteren 

Analysen ausgeschlossen. Für einige Analysen wurde ein Mindestwert für die 

Veränderung des Abundanzverhältnisses von ≤ 0,75-fach bzw. ≥ 1,33-fach 

angewendet. Um einen künstlich gewählten Mindestwert zu vermeiden, wurde der 

durchschnittliche Variationskoeffizient CV der einzelnen Gruppen berechnet (was 

einen durchschnittlichen CV von 13,2% in der Kontrollgruppe, 12,0% in der 

Hyperglykämie-Gruppe und 14,1% in der Glykolysehemmungs-Gruppe ergab). Der 

                                                 
41 Biognosys, Schlieren, Schweiz 
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Mindestwert wurde so gewählt, dass er das Doppelte des maximalen Gruppen-CV 

überschritt. 

Jede Gruppe bestand ursprünglich aus sechs technischen Replikaten. In der 

Kontrollgruppe wurden zwei Replikate aufgrund einer abweichenden 

Abundanzreaktion gegenüber allen anderen Replikaten ausgeschlossen, weil diese 

auch durch die Normalisierung nicht zu korrigieren war. 

 

3.3.2.1.5 Statistische und funktionelle Analyse differenziell exprimierter 
Proteine 

Die Vulkanplots (Abb. 4.2 und 4.4) wurden in Microsoft Excel erstellt. Die x-Achse 

zeigt die log2 transformierten Abundanzverhältnisse aller identifizierten Proteine (mit 

≥ 2 uniquen Peptiden) zwischen der jeweiligen Behandlungsgruppe verglichen mit 

der Kontrollgruppe. Die y-Achse zeigt die korrespondierenden negativen log10 

transformierten Signifikanzwerte p. Die Referenzlinien kennzeichnen einen p-Wert 

von 0,05 (waagrecht Linie) und eine  1,33 bzw. 0,75-fache differenzielle Expression 

(senkrechte Linien).  

Die Hauptkomponentenanalyse (Abb. 4.1) wurde mit Perseus (Version 1.6.0.7, Max-

Planck-Institut für Biochemie, München, Deutschland, http://www.perseus-

framework.org) erstellt. Dabei wurden die normalisierten, log2 transformierten 

Abundanzen mit dem Median der Abundanzen aus allen Replikaten aller Gruppen 

ins Verhältnis gesetzt. Einschlusskriterium war die Quantifizierung mit mindestens 

zwei uniquen Peptiden (Tyanova et al. 2016). 

Die Pathway-Analysen (Abb. 4.3. und 4.5) wurden separat für die 

Behandlungsgruppen Hyperglykämie und Glykolysehemmung mit Genomatix 

Generanker (Genomatix Software GmbH, München, Deutschland, 

http://www.genomatix.de) durchgeführt, unter Verwendung von EIDorado (Version 

04-2019) und der Literature Mining Datenbank (Version 02-2019). Einschlusskriterien 

für Proteine waren (a) der p-Wert < 0,05, (b) die Quantifizierung mit ≥ 2 uniquen 

Peptiden und (c) ein ≥ 1,33-faches oder ≤ 0,75-faches Abundanzverhältnis in der 

jeweiligen diabetischen Behandlungsgruppe verglichen mit der Kontrollgruppe. Die 

Pathway-Analysen erfolgten bewusst anhand aller signifikant veränderten Proteine 

(d.h. mit verminderter und erhöhter Expression) der jeweiligen Gruppe, um die 

Relevanz dysregulierter Pfade möglichst genau zu ermitteln (García-Campos, 
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Espinal-Enríquez, and Hernández-Lemus 2015). Die Gennamen der eingepflegten 

Proteine wurden unter Angabe von H. sapiens als Organismus für die 

Hintergrundliste hochgeladen. 

Für die Erstellung des Netzwerks interagierender Proteine (Abb. 4.7) aus den in 

beiden diabetischen Behandlungsgruppen übereinstimmend veränderten Proteinen 

haben wir STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/ Proteins, 

Version 11.0, STRING-Konsortium 2017, https://string-db.org) verwendet, das zu den 

Core Data Resources von ELIXIR gehört (Szklarczyk et al. 2019). STRING wurde mit 

der Einstellung „highest confidence“ in Bezug auf den Interaktionsscore angewendet. 

Zusätzlich wurden isolierte Knoten ausgeblendet. Dickere Linien verweisen auf eine 

stärkere Assoziation der Proteine. Einschlusskriterien waren (a) der p-Wert < 0,05, 

(b) die Quantifizierung mit ≥ 2 uniquen Peptiden und (c) eine ≥ 1,33-fache oder ≤ 

0,75-fache Expressionsänderung in beiden diabetischen Behandlungsgruppen 

verglichen mit der Kontrollgruppe. Während der Eingabe verwendeten wir Gennamen 

und H. sapiens als Organismus für die Hintergrundliste. 

 

Die Zuordnung und Kategorisierung von ECM-Proteinen (Tabelle 4.1, 4.2 und 4.3) 

erfolgte mithilfe der human matrisome database aus dem Matrisom-Projekt (Naba et 

al. 2016). Die Autoren des Matrisom-Projekts stellen außerdem das ECM-Proteom 

von Maus, Zebrafisch, Rundwurm und Fruchtfliege zur Verfügung (Naba et al. 2016; 

Nauroy et al. 2018; Teuscher et al. 2019; Davis, Horne-Badovinac, and Naba 2019). 

Aufgrund der Ähnlichkeit von Schweinen und Menschen hinsichtlich des Proteoms 

bzw. Genoms in bisherigen wissenschaftlichen Fragestellungen (Dawson et al. 2017; 

Bennike et al. 2014), haben wir uns für den Abgleich mit der human matrisome 

database entschieden. 

Die Zuordnung zu den Adhäsionsproteinen erfolgt mithilfe der Gene Ontology 

Bezeichnung (Tabelle 4.3). 
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3.3.2.1.6 Erstellung von Grafiken 

Der Workflow in Abb. 3.1 und 3.3 wurde mit der medizinischen Bilddatenbank Servier 

Medical Art gestaltet, die unter der Creative Commons License CC-BY 

(https://smart.servier.com/) erhältlich ist. 

Zur Veranschaulichung der übereinstimmenden Regulation einiger Proteine in beiden 

diabetischen Behandlungsgruppen (Abb. 4.6) wurde BioVenn verwendet (Tim 

Hulsen, http://www.biovenn.nl/), (Hulsen, de Vlieg, and Alkema 2008)). 

Einschlusskriterien waren (a) der p-Wert < 0,05, (b) die Quantifizierung mit ≥ 2 

uniquen Peptiden und (c) ein ≥ 1,33-faches oder ≤ 0,75-faches Abundanzverhältnis 

in beiden diabetischen Behandlungsgruppen verglichen mit der Kontrollgruppe. 

 

3.3.2.2 Schweinenetzhautkulturen 

Die massenspektrometrische Analyse der in Kapitel 4.4.6 beschriebenen 

Netzhautkulturen (n=6 biologische Replikate) wurde mit identischen Einstellungen an 

einem Q Exactive HF-X Massenspektrometer mit datenunabhängiger Erfassung 

durchgeführt (wie in Kapitel 3.3.2.1.2). Die Analyse erfolgte abermals unter der 

Leitung von Frau Dr. Hauck (Leitung der Research Unit Protein Science, Helmholtz 

Zentrum München). Auch die Erstellung der Spektralbibliothek sowie die 

Identifizierung und Quantifizierung verlief identisch wie in Kapitel 3.3.2.1 

beschrieben. 

 

3.3.2.2.1 Abundanzplot  

Der Abundanzplot in Abb. 4.28 basiert auf dem Vergleich mit einem proteomischen 

Datensatz aus frischer Schweineretina (n=3 biologische Replikate), der von Frau Dr. 

Hauck zur Verfügung gestellt wurde. Der Abundanzplot wurde in Microsoft Excel 

erstellt. Die x-Achse zeigt die Abundanzverteilung von Proteinen in kultivierter Retina, 

die y-Achse in frischer Retina. Dazu wurden für alle in beiden Geweben identifizierten 

Proteine jeweils die Mittelwerte der Abundanzen der Replikate log10 transformiert. 
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3.4 H&E Färbungen von Schweinenetzhaut 

Die H&E Färbung wurde sowohl für den Aufbau (Kapitel 4.2) als auch die 

Charakterisierung des Schweinenetzhautmodells über 14 Tage in Kultur (Kapitel 

4.4.1) angewendet. Als Kontrolle zu den kultivierten Explantaten wurde frische Retina 

mitgefärbt (Kapitel 3.1.4). Die Fixation, Entwässerung und Einbettung von 

Netzhautkulturen wird detailliert in Kapitel 4.2.5 beschrieben. Betreffend der frischen 

Retina finden sich die Angaben dazu in Kapitel 3.1.4.2. 

 

3.4.1 Lösungen und sonstige Materialien 

 
Hämalaun  

Mayers Hämalaunlösung42  

  

Eosin  

Eosin G-Lösung 0,5% wässrig43  

  

Aufsteigende Ethanolreihe   

Ethanol44 in Aqua bidest. 70% 

Ethanol in Aqua bidest. 96% 

Ethanol in Aqua bidest. 100% 

Isopropanol42  

Xylol4242  

  

Deckgläser  
Nr. 1,545  

  

Eindeckelmedium  
RotiMount43  

 

                                                 
42 Millipore Sigma, Darmstadt 
43 Carl Roth, Karlsruhe 
44 Süsse Labortechnik, Gudensberg 
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3.4.2 Erstellung von Kryoschnitten 

OCT-Blöcke wurden hergestellt wie in den Kapiteln 4.2.5 und 3.1.4.2 beschrieben. 

Die Blöcke wurden in einem Kryostat bei -19 °C Umgebungstemperatur mit einer 

Schnittdicke von 18 µm geschnitten. Der Block wurde möglichst genau im 90° Winkel 

auf dem Probenhalter des Kryostats ausgerichtet und mit OCT festgefroren. Die 

Schnitte wurden mit Objektträgern Superfrost Plus45 aufgenommen und sofort einer 

H&E Schnellfärbung unterzogen. 

 

3.4.3 Durchführung 

Die Schnitte wurden für eine Minute in Hämalaun Lösung getaucht und anschließend 

unter fließendem Leitungswasser vorsichtig bis zur Entfärbung gewaschen (leichten 

Wasserstrahl über Objektträgerrückseite fließen lassen). Anschließend wurden die 

Objektträger für eine Minute in Eosin Lösung getaucht und nochmals mit 

Leitungswasser gewaschen. Danach erfolgte die Entwässerung in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe mit Inkubation für jeweils 30 Sekunden pro 

Konzentration. Die Schnitte wurden jeweils eine Minute in zwei Küvetten Isopropanol 

gelegt und anschließend abermals für jeweils eine Minute zweimal in Xylol belassen. 

Danach wurde der Schnitt mit Eindeckelmedium benetzt und mit Deckgläsern 

bedeckt.  

 

3.4.4 Mikroskopische Auswertung 

Die Aufnahmen wurden an einem Leica DMi8 Mikroskop mit der Farbkamera 

DMC2900 angefertigt. Als Objektive wurden das HC PL FLUOTAR 10x/0.30 DRY 

sowie das HC PL APO 40x/0.95 DRY von Leica verwendet. Als Okular diente das 

Eyepiece HC PLAN 10x/20 BR mit einer zehnfachen Vergrößerung. Die totale 

Vergrößerung errechnet sich als Produkt aus den Werten des Objektivs und des 

Okulars und ist jeweils in der Beschriftung der Abbildungen in Kapitel 4.2 und 4.4 

angegeben. Als Software zur Beurteilung und Dokumentation der Bilder diente die 

Leica Application Suite LASX (Version 3.03). 

  

                                                 
45 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
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3.5 Immunhistologische Färbungen von Schweinenetzhaut 

3.5.1 Charakterisierung des Schweinenetzhautmodells 

Zur Charakterisierung von Netzhautexplantaten über 14 Tage in vitro (Kapitel 4.4.2, 

4.4.3, 4.4.4, 4.4.5) wurde die Expression ausgesuchter Proteine mittels 

immunhistologischer Färbungen untersucht. Dabei erfolgte die Färbung nach 3, 6, 9 

und 14 Tagen in Kultur sowie auf frischer Retina als Kontrolle (n=3 pro Zeitpunkt). 

Präparation, Kultivierung und Fixation sowie Entwässerung und Einbettung erfolgten 

wie in Kapitel 4.2 beschrieben. Zwölf Explantate aus zwölf Schweineaugen wurden 

vom Bereich 2b (aus dem visual streak, Kapitel 4.2.1) präpariert und in RPMI 1640 
Medium46+FBS46+PS46 für die entsprechende Zeitspanne (Mediumwechsel alle 48 

Stunden) inkubiert. Die frische Retina wurde aus derselben Region (2b) aus drei 

Schweineaugen entnommen (Kapitel 4.2.1).  

Als Kontrollgruppe diente frische Netzhaut, die wie in Kapitel 3.1.4 prozessiert wurde. 

 

3.5.1.1 Puffer, Lösungen und sonstige Materialien 
 

Waschpuffer  

0,1 M Phosphatpuffer (PB)  
Na2HPO4 2H2O47 24,42 g 

Na2H2PO4H2O47 2,62 g 

Ad 1 l Aqua bidest.  

  

Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween 20 (TBS-T)  

NaCl47 (150 mM) 8,77 g 

Tris-HCL48 (7,7 mM) 1,21 g 
Tween 2048 (0,1%) 5 ml 

Ad 1 l Aqua bidest.  

  

  

  

                                                 
46 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
47 Millipore Sigma, Taufkirchen 
48 Carl Roth, Karlsruhe 
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Inkubationspuffer  

BSA49 (1%) 10 g 

Ziegenserum50 (0,5%) 5 ml 

Ad 1 l TBS-T  

  

Eindeckelmedium  

FluorSave, wässrig51  

  

Fluorochrom Kernfärbung  

HOECHST 3334252 (1:10.000) 5 µl 

In 50 ml PB verdünnen  

  

Parafilm53  

 

3.5.1.2 Erstellung von Kryoschnitten 
Die Erstellung der Schnitte erfolgte wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben. 

  

                                                 
49 Serva, Heidelberg 
50 Abcam, Berlin 
51 Millipore Sigma, Darmstadt 
52 Thermo Fisher Scientific, Ulm 
53 Bemis, Meckenheim 
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3.5.1.3 Antikörper 

Folgende Primärantikörper fanden bei der Charakterisierung von 

Netzhautexplantaten Verwendung: 

 

Folgende sekundäre Antikörper wurden eingesetzt:  

 

  

Antikörper Wirt Klonalität Hersteller Verd. 

Anti-GFAP Kaninchen Polyklonal Agilent Dako, Hamburg 1:200 

Anti-CRALBP Maus Monoklonal Santa Cruz, Heidelberg 1:50 

Anti-GS Maus Polyklonal BD Biosciences, 

Heidelberg 

1:50 

Anti-NEFH Kaninchen Polyklonal Millipore Sigma, 

Taufkirchen 

1:500 

Anti-S-Opsin 

Klon 2B711 

Ratte Monoklonal Dr. Kremmer, Helmholtz 

Zentrum München 

1:10 

Anti-Cone 

Arrestin 

Kaninchen Polyklonal Zur Verfügung gestellt 

von C. Craft 

1:10.000 

Antikörper Wirt Klonalität Hersteller Verd. 

Anti-Kaninchen IgG 

(H+L) Alexa 488 

Ziege Polyklonal Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt 

1:500 

Anti-Maus IgG 

(H+L) Alexa 488 

Ziege Polyklonal Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt 

1:500 

Anti-Maus IgG 

(H+L) Alexa 568 

Ziege Polyklonal Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt 

1:500 

Anti-Ratte IgG 

(H+L) Alexa 568 

Ziege Polyklonal Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt 

1:500 
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3.5.1.4 Durchführung 

Die Schnitte wurden aus dem -20 °C Gefrierfach entnommen und 45 Minuten lang 

bei Raumtemperatur angetrocknet. Anschließend folgten drei Waschschritte zu je 

zehn Minuten in Waschpuffer. Die Schnitte wurden dann durch Benetzen mit 

Inkubationspuffer und abdecken mit Parafilm für eine Stunde bei Raumtemperatur 

blockiert. Daraufhin folgte eine Inkubation mit dem primären Antikörper in mindestens 

50 µl Inkubationspuffer pro Schnitt über Nacht in der Feuchtkammer bei 4 °C 

(abgedeckt mit Parafilm). Bei Doppelfärbungen wurden zwei primäre Antikörper 

unterschiedlicher Wirtstiere gleichzeitig inkubiert. Nicht gebundener Antikörper wurde 

durch drei Waschschritte mit Waschpuffer entfernt. Im nächsten Schritt wurden die 

Proben in der feuchten Kammer über 90 Minuten bei Raumtemperatur unter Parafilm 

mit den entsprechenden sekundären Antikörpern inkubiert. Bei Doppelfärbungen 

wurden die entsprechenden Antikörper mit unterschiedlichen Fluoreszenzspektren 

gleichzeitig inkubiert. Nach drei Waschschritten mit Waschpuffer erfolgte eine 

Inkubation zur Kenntlichmachung der Zellkerne mit HOECHST, 1:10.000 in 

Waschpuffer für zehn Minuten bei Raumtemperatur und nachfolgend ein 

Waschschritt. Die Schnitte wurden dann mit dem Eindeckelmedium bedeckt und 

blasenfrei mit Deckgläschen der Nr. 1,5 eingedeckelt. 
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3.5.1.5 Mikroskopische Auswertung 

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden am Leica DMi8 Mikroskop mit der Leica DFC365 

FX Kamera erstellt. Als Objektive wurden das HC PL APO 40x/0.95 DRY sowie das 

HC LP APO CS2 63x/1.20 WATER UV verwendet, als Okular diente das Eyepiece 

HC PLAN 10x/20 BR mit einer zehnfachen Vergrößerung. Die totale Vergrößerung 

errechnet sich als Produkt aus den Werten des Objektivs und des Okulars und ist 

jeweils in der Bildbeschriftung angegeben. Drei Fluoreszenzfilter für Fluor 488 green-

fluorescent dye (Extension: 450-490; Emission: 500-550), Fluor 568 orange-

fluorescent dye (Extension: 540-580; Emission: 592-668) und HOECHST 33342 

blue-fluorescent dye (Extension: 325-375; Emission: 443-485) der Firma JH 

Technologies, Fremont, USA wurden verwendet. Alle Aufnahmen wurden mit der 

Leica Software Application Suite LASX (Version 3.03) angefertigt und beurteilt. Zu 

vergleichende Aufnahmen betreffend denselben Primärantikörper wurden mit 

identischen Einstellungen für Belichtungszeit und Helligkeit aufgenommen. Für 

bestimmte Aufnahmen (Hinweis in der Bildbeschreibung) wurde eine Dekonvolution 

mit der Huygens Software (Version 15.05)54 durchgeführt. Dazu wurden die 

Aufnahmen zuerst als z-Stapel mit einer z-Höhe von max. 1 µm angefertigt. In Abb. 

4.26 wurde der z-Stapel mithilfe der Leica Software in eine 3-D Projektion gewandelt.  

  

                                                 
54 Scientific Volume Imaging, Hilversum, Niederlande 
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3.5.2 Verifizierung von SPP1 

Für die Verifizierung der SPP1-Expression auf Netzhautkulturen des Schweines 

(Kapitel 4.3) wurden jeweils vier Netzhautexplantate pro Versuchsgruppe 

(Hyperglykämie, Glykolysehemmung, Normoglykämie, Osmotische Kontrolle), wie in 

Kapitel 3.1.2.4 beschrieben, kultiviert. Die Fixation, Entwässerung und Einbettung 

erfolgte wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben. Der Vorgang des Schneidens der OCT-

Blöcke, des Färbens sowie der Auswertung erfolgte identisch wie in Kapitel 3.5 

beschrieben.  

Es erfolgten Doppelfärbungen mit Anti-SPP1 und Anti-Vimentin (n=4 pro 

Versuchsgruppe) sowie mit Kaninchen IgG und Anti-Vimentin (n=3 pro 

Versuchsgruppe) als eine Negativkontrolle. Die Negativkontrolle ergab keine 

Färbung, sodass von einem spezifischen SPP1-Expressionsmuster auszugehen war 

(Daten nicht gezeigt).  

 

3.5.2.1 Antikörper 

 

Folgende Sekundärantikörper wurden eingesetzt: 

 

Antikörper Wirt Klonalität Hersteller Verd. 

Anti-SPP1 Kaninchen Polyklonal Origene, Herford 1:250 

Anti-Vimentin Maus Monoklonal Millipore Sigma, 

Taufkirchen 

1:40 

Kaninchen IgG Kaninchen - Abcam, Berlin 1:1000 

Antikörper Wirt Klonalität Hersteller Verd. 

Anti-Kaninchen IgG 

(H+L) Alexa 488 

Ziege Polyklonal Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt 

1:500 

Anti-Maus IgG 

(H+L) Alexa 568 

Ziege Polyklonal Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt 

1:500 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Differenzielle Proteomanalyse von RMG unter diabetischen 
Kulturbedingungen 

4.1.1 Hyperglykämie und Glykolysehemmung veränderten das gesamte RMG-
Proteom  

Ein Ziel dieser Arbeit war, Veränderungen im Proteom primärer Schweine RMG zu 

untersuchen, welche in Zellkultur durch diabetische Kulturbedingungen 

(Hyperglykämie und Glykolysehemmung) induziert wurden. Die quantitative 

Auswertung der Proteinexpression erfolgte im Vergleich zu einer Kontrollgruppe von 

Zellen, die unter normoglykämischen Bedingungen kultiviert wurden. Durch die 

massenspektrometrische Analyse konnten wir in allen drei Gruppen und allen 

Replikaten (n=6 technische Replikate pro Gruppe) konsistent 2744 Proteine mit ≥ 2 

uniquen Peptiden identifizieren. 

Um die Unterschiede zwischen allen Replikaten im gesamten Proteom darzustellen, 

haben wir eine Hauptkomponentenanalyse mit allen 2744 identifizierten Proteinen 

durchgeführt (Abb. 4.1). Die Hauptkomponentenanalyse dient der vereinfachten 

Darstellung proteomischer Datensätze (Alonso-Gutierrez et al. 2015). Viele 

statistische Variablen werden dabei in zwei „Hauptkomponenten“ zusammengefasst 

(Alonso-Gutierrez et al. 2015). Jeder Punkt steht für das Proteom eines Replikats 

einer Gruppe, wobei Replikate der drei Gruppen in unterschiedlichen Farben 

dargestellt sind (zwei Replikate der Kontrollgruppe wurden für diese und alle weiteren 

Analysen aufgrund einer, gegenüber allen anderen Replikaten, abweichenden 

Abundanzreaktion ausgeschlossen). In Bezug auf das Abundanzmuster ihres 

Proteoms werden ähnliche Replikate entlang einer Hauptkomponente nahe 

nebeneinander eingeordnet (Alonso-Gutierrez et al. 2015). 

Die Hauptkomponentenanalyse ergab eine klare Zuordnung der einzelnen Replikate 

zu den entsprechenden Behandlungsansätzen (Abb. 4.1). Die Replikate der drei 

Behandlungsansätze gruppierten sich dabei jeweils entlang der Hauptkomponente 2. 

Diese Gruppierung machte die Unterschiede zwischen den Behandlungen auf Ebene 

des Gesamtproteoms deutlich. Entlang der Hauptkomponente 1 fand hingegen keine 

Gruppierung der Replikate dem Behandlungsansatz entsprechend statt. Daraus war 

abzulesen, dass in allen drei Behandlungsansätzen dieselben Unterschiede 

zwischen den Replikaten innerhalb des jeweiligen Ansatzes hervorgerufen wurden. 
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Somit repräsentierte die Hauptkomponente 1 die biologische Variabilität der Proben 

unabhängig vom Behandlungsansatz.  

 

 

 
 

Abb. 4.1: Unterschiede des gesamten RMG-Proteoms in einem diabetischen Zellkulturmodell.  
Die Hauptkomponentenanalyse von Replikaten der Kontrollgruppe (gelb, n=4), der Hyperglykämie-

Gruppe (blau, n=6) und der Glykolysehemmungs-Gruppe (rot, n=6) zeigt deutliche Unterschiede 

zwischen den Behandlungsansätzen entlang der Komponente 2. 
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4.1.2 Hyperglykämie veränderte die Proteinexpression in ECM-assoziierten 
Prozessen 

In der Hyperglykämie-Gruppe waren im Vergleich zur Kontrollgruppe insgesamt 464 

Proteine signifikant differenziell exprimiert (Abb. 4.2, Protein-Datenpunkte oberhalb 

der Referenzlinie für p=0,05). Davon zeigten 103 Proteine eine mindestens 0,75-fach 

verminderte bzw. 1,33-fach erhöhte Abundanz (Abb. 4.2, farbige Protein-

Datenpunkte links und rechts der Referenzlinien für den Mindestwert der 

Expressionsänderung). 

 

 

 
 

Abb. 4.2: Differenzielle Proteinexpression in der Hyperglykämie-Gruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. 
Vulkanplot der Signifikanzwerte p der Expressionsänderung zwischen der Hyperglykämie-Gruppe und 

der Kontrollgruppe in Abhängigkeit von der Expressionsänderung (für alle mit ≥ 2 uniquen Peptiden 

quantifizierten Proteine). Die waagrechte Referenzlinie kennzeichnet einen p-Wert von 0,05, die 

senkrechten Referenzlinien kennzeichnen eine 0,75-fache bzw. 1,33-fache differenzielle Expression. 

Signifikant veränderte Proteine, die eine ≤ 0,75-fache (gelb) bzw. ≥ 1,33-fache (blau) 

Expressionsänderung erfüllen, sind farblich markiert.  
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Um herauszufinden, ob die in der Hyperglykämie-Gruppe signifikant veränderten 

Proteine (103 Proteine aus Abb. 4.2) über einen bestimmten biologischen Prozess 

miteinander verbunden sind, führten wir eine Pathway-Analyse mit der Genomatix 

Software durch. Abb. 4.3 zeigt zehn biologische Prozesse, über die ein funktioneller 

Zusammenhang der eingegebenen Proteine besteht. Dabei sind die Prozesse nach 

der statistischen Verlässlichkeit, mit der sie erzeugt wurden, sortiert. Die Software 

legt dabei einen Schwellenwert von 0,01 zugrunde.  

Die drei Prozesse mit der höchsten Verlässlichkeit waren: Der Aufbau von 

Kollagenfasern (“collagen fibril organization”), die ECM-Organisation (“extracellular 

matrix organization”) und die Organisation der extrazellulären Strukturen 

(“extracellular structure organization“). Die drei relevantesten biologischen Prozesse 

waren somit mit der ECM assoziiert. 

 

 

 
 

Abb. 4.3: Biologische Prozesse, über die signifikant veränderte Proteine in der Hyperglykämie-
Gruppe verbunden sind. 
Die drei Prozesse mit der höchsten statistischen Verlässlichkeit sind ECM-assoziiert. 
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4.1.3 Hyperglykämie führte zur verminderten Expression von ECM-Proteinen 

Aufgrund der Ergebnisse der Pathway-Analyse (Kapitel 4.1.2) interessierten wir uns 

als Nächstes speziell für die Veränderung von ECM-Proteinen in der Hyperglykämie-

Gruppe und insbesondere in welche Richtung sich diese veränderten.  

Unter den 103 differenziell exprimierten Proteinen befanden sich 19 Mitglieder aus 

der ECM-Proteinfamilie. Die Einordnung als ECM-Mitglied erfolgte mithilfe eines 

Abgleichs mit der human matrisome database, die im Rahmen des Matrisom-

Projekts online frei zur Verfügung steht (http://matrisomeproject.mit.edu), (Naba et al. 

2016). Diese Datenbank beinhaltet das komplette ECM-Proteom des Menschen und 

erlaubt außerdem eine Zuordnung in die ECM-Kategorie der strukturgebenden 

Kollagene, der Glykoproteine und der Proteoglykane (sogenanntes Kern-Matrisom), 

(Naba et al. 2016). Darüber hinaus existieren die Kategorien der Regulatorproteine, 

der sekretierten Faktoren und der ECM-assoziierten Proteine (sogenannte Matrisom-

assoziierte Proteine), (Naba et al. 2016). 

Die 19 signifikant regulierten ECM-Proteine in der Hyperglykämie-Gruppe sind in 

Tabelle 4.1 gelistet. Zum Großteil (16 von 19) zeigten die ECM-Proteine eine 

gegenüber der Kontrollgruppe verminderte Expression (Tabelle 4.1, Ratio ≤ 0,75). 

Die Kategorisierung zeigte, dass viele dieser ECM-Proteine strukturelle 

Komponenten des Kern-Matrisoms, wie Kollagen-α-Ketten, waren. Unter den 

signifikant verminderten Glykoproteinen waren außerdem Fibronektin und Secreted 

Phosphoprotein 1 (SPP1, Osteopontin). Zudem lag das ECM-Regulatorprotein 

Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenase 1 vermindert exprimiert vor. 
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Nr.A ProteinnameB Accession-NummerC ECM-
KategorieD 

RatioE 

1 Collagen Triple Helix 
Repeat Containing 1 

ENSSSCP00000006461 Glykoprotein 0,31 

2 Insulin-like Growth Factor 
Binding Protein 7 

ENSSSCP00000009507 Glykoprotein 0,38 

3 Collagen Type 12, alpha 1  ENSSSCP00000004838 Kollagen 0,46 
4 Fibronectin 1 ENSSSCP00000017132 Glykoprotein 0,46 
5 Collagen Type 5, alpha 1 ENSSSCP00000006161 Kollagen 0,47 
6 Collagen Type 3, alpha 1  ENSSSCP00000018631 Kollagen 0,50 
7 Syndecan 2 ENSSSCP00000006499 ECM-

assoziiert 
0,55 

8 Collagen Type 1, alpha 2 ENSSSCP00000016253 Kollagen 0,56 
9 Annexin A8 ENSSSCP00000011058 ECM-

assoziiert 
0,61 

10 Secreted Phosphoprotein 1 ENSSSCP00000009825 Glykoprotein 0,62 
11 Latent Transforming 

Growth Factor Beta 
Binding Protein 1 

ENSSSCP00000009075 Glykoprotein 0,62 

12 Collagen Type 5, alpha 2 ENSSSCP00000016990 Kollagen 0,63 
13 Gliomedin ENSSSCP00000004992 Glykoprotein 0,65 
14 Collagen Type 11, alpha 1 ENSSSCP00000007311 Kollagen 0,68 
15 Collagen Type 2, alpha 1 ENSSSCP00000027199 Kollagen 0,71 
16 Procollagen-Lysine 2-

Oxoglutarate 5-
Dioxygenase 1 

ENSSSCP00000003724 Regulator 0,73 

17 Pregnancy Zone Protein ENSSSCP00000026195 Regulator 1,44 
18 Secreted Frizzled-related 

Protein 2 
ENSSSCP00000009608 Sekretierter 

Faktor 
1,72 

19 Lectin Galactoside Binding, 
soluble, 9 

ENSSSCP00000018810 ECM-
assoziiert 

2,54 
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Tabelle 4.1: Signifikant veränderte ECM-Proteine in der Hyperglykämie-Gruppe verglichen mit 
der Kontrollgruppe. 
Nr. 1-16 zeigen eine ≤ 0,75-fach verminderte Expression. Darunter sieben Kollagen-α-Ketten, 

Fibronektin, SPP1 und Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenase 1.  
A: Fortlaufende Nummer, B: Name des identifizierten Proteins, C: Identifikationsnummer des 

identifizierten Proteins aus der Ensembl Pig database (release 75, Sscrofa10.2, 

http://www.ensembl.org), D: Einordnung als ECM-Mitglied und Kategorisierung anhand der human 

matrisome database, E: Verhältnis der Abundanz (normalisiert, Mittelwert aus allen Replikaten) des 

Proteins in der Hyperglykämie-Gruppe und der Kontrollgruppe (Ratio) 

  



 Ergebnisse 
 

 

66 
 

4.1.4 Glykolysehemmung veränderte die Proteinexpression in denselben 
ECM-assoziierten Prozessen 

In der Glykolysehemmungs-Gruppe waren verglichen mit der Kontrollgruppe 800 

Proteine signifikant differenziell exprimiert (Abb. 4.4, Protein-Datenpunkte oberhalb 

der Referenzlinie für p=0,05). Davon waren 240 Proteine mindestens 0,75-fach 

vermindert bzw. 1,33-fach erhöht (Abb. 4.4, farbige Protein-Datenpunkte links und 

rechts der Referenzlinien für den Mindestwert der Expressionsänderung). 

 

 

 
 

Abb. 4.4: Differenzielle Proteinexpression in der Glykolysehemmungs-Gruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. 
Vulkanplot der Signifikanzwerte p der Expressionsänderung zwischen der Glykolysehemmungs-

Gruppe und der Kontrollgruppe in Abhängigkeit von der Expressionsänderung (für alle mit ≥ 2 uniquen 

Peptiden quantifizierten Proteine). Die waagrechte Referenzlinie kennzeichnet einen p-Wert von 0,05, 

die senkrechten Referenzlinien kennzeichnen eine 0,75-fache bzw. 1,33-fache differenzielle 

Expression. Signifikant veränderte Proteine, die eine ≤ 0,75-fache (gelb) bzw. ≥ 1,33-fache (rot) 

Expressionsänderung erfüllen, sind farblich markiert. 
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Um auch für alle signifikant veränderten Proteine in der Glykolysehemmungs-Gruppe 

(240 Proteine aus Abb. 4.4) einen funktionellen Zusammenhang herzustellen, haben 

wir erneut eine Pathway-Analyse durchgeführt. Abb. 4.5. zeigt zehn biologische 

Prozesse, über die die eingegebenen Proteine signifikant miteinander in Verbindung 

stehen.  

Die drei Prozesse mit der höchsten Verlässlichkeit waren mit der ECM assoziiert.  

 

 

 
 
Abb. 4.5: Biologische Prozesse, über die signifikant veränderte Proteine in der 
Glykolysehemmungs-Gruppe verbunden sind. 
Die drei Prozesse mit der höchsten statistischen Verlässlichkeit sind ECM-assoziiert. 
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4.1.5 Glykolysehemmung führte zur verminderten Expression von ECM-
Proteinen 

Aufgrund der Ergebnisse der Pathway-Analyse (Kapitel 4.1.4) interessierten wir uns 

auch in dieser Behandlungsgruppe für die Änderungen speziell der ECM-

Proteinfamilie und in welche Richtung sich die ECM-Proteine veränderten.  

Unter den 240 Proteinen waren 34 Proteine Mitglieder der ECM. Diese sind in 

Tabelle 4.2 gelistet. Zum Großteil (28 von 34) zeigten die ECM-Proteine in der 

Glykolysehemmungs-Gruppe eine gegenüber der Kontrollgruppe verminderte 

Expression (Tabelle 4.2, Ratio ≤ 0,75). Die Kategorisierung zeigte auch in dieser 

Behandlungsgruppe, dass viele der veränderten ECM-Proteine strukturelle 

Komponenten des Kern-Matrisoms, wie Kollagen-α-Ketten, waren. Unter den 

signifikant verminderten Glykoproteinen tauchten erneut auch SPP1 und Fibronektin 

auf. Zudem lagen Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenase 1 bis 3, als ECM-

Regulatorproteine, vermindert exprimiert vor. 
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Nr.
A 

ProteinnameB Accession-
NummerC 

ECM-
KategorieD 

RatioD 

1 Insulin-like Growth Factor 
Binding Protein 7 

ENSSSCP 
00000009507 

Glykoprotein 0,15 

2 Fibronectin 1 ENSSSCP 
00000017132 

Glykoprotein 0,20 

3 Collagen Triple Helix Repeat 
Containing 1 

ENSSSCP 
00000006461 

Glykoprotein 0,22 

4 Collagen Type 12, alpha 1 ENSSSCP 
00000004838 

Kollagen 0,28 

5 Collagen Type 5, alpha 1 ENSSSCP 
00000006161 

Kollagen 0,31 

6 Collagen Type 3, alpha 1 ENSSSCP 
00000018631 

Kollagen 0,33 

7 Collagen Type 1, alpha 2 ENSSSCP 
00000016253 

Kollagen 0,35 

8 Syndecan 2 ENSSSCP 
00000006499 

ECM-assoziiert 0,39 

9 Gliomedin ENSSSCP 
00000004992 

Glykoprotein 0,43 

10 Secreted Phosphoprotein 1 ENSSSCP 
00000009825 

Glykoprotein 0,44 

11 Latent Transforming Growth 
Factor Beta Binding Protein 1 

ENSSSCP 
00000009075 

Glykoprotein 0,45 

12 Collagen Type 16, alpha 1 ENSSSCP 
00000023415 

Kollagen 0,47 

13 Collagen Type 5, alpha 2 ENSSSCP 
00000016990 

Kollagen 0,47 

14 Collagen Type 2, alpha 1 ENSSSCP 
00000027199 

Kollagen 0,49 

15 Collagen Type 11, alpha 1 ENSSSCP 
00000007311 

Kollagen 0,49 

16 Cystatin C ENSSSCP 
00000020759 

Regulator 0,49 

17 Plexin D1 ENSSSCP 
00000012355 

ECM-assoziiert 0,55 

18 Annexin A8 
 
 

ENSSSCP 
00000011058 

ECM-assoziiert 0,55 
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Nr.
A 

ProteinnameB Accession-
NummerC 

ECM-
KategorieD 

RatioD 

19 Osteonectin ENSSSCP 
00000018098 

Glykoprotein 0,58 

20 Procollagen-Lysine 2-
Oxoglutarate 5-Dioxygenase 1 

ENSSSCP 
00000003724 

Regulator 0,60 

21 Complement C1q Chain B ENSSSCP 
00000003829 

ECM-assoziiert 0,61 

22 Glypican 4 ENSSSCP 
00000013478 

ECM-assoziiert 0,64 

23 Transglutaminase 2 ENSSSCP 
00000022472 

Regulator 0,64 

24 Procollagen-Lysine 2-
Oxoglutarate 5-Dioxygenase 3 

ENSSSCP 
00000020951 

Regulator 0,66 

25 Cathepsin H ENSSSCP 
00000001934 

Regulator 0,66 

26 Procollagen-Lysine 2-
Oxoglutarate 5-Dioxygenase 2 

ENSSSCP 
00000012459 

Regulator 0,73 

27 Glypican 1 ENSSSCP 
00000017338 

ECM-assoziiert 0,74 

28 Heparan Sulfate  
Proteoglycan 2 

ENSSSCP 
00000003814 

Proteoglykan 0,75 

29 Milk Fat Globule-EGF Factor 8 
Protein 

ENSSSCP 
00000002007 

Glykoprotein 1,34 

30 Inter-alpha-Trypsin Inhibitor 
Heavy Chain 3 

ENSSSCP 
00000012204 

Regulator 1,38 

31 Pregnancy Zone Protein ENSSSCP 
00000026195 

Regulator 1,76 

32 Secreted Frizzled-related 
Protein 2 

ENSSSCP 
00000009608 

Sekretierter 
Faktor 

1,83 

33 Cysteine-rich with EGF-like 
Domains 2 

ENSSSCP 
00000001049 

Glykoprotein 1,90 

34 Thrombospondin 1 ENSSSCP 
00000005158 

Glykoprotein 3,51 
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Tabelle 4.2: Signifikant veränderte ECM-Proteine in der Glykolysehemmungs-Gruppe 
verglichen mit der Kontrollgruppe. 
Nr. 1-28 zeigen eine ≤ 0,75-fach verminderte Expression. Darunter acht Kollagen-α-Ketten, 

Fibronektin, SPP1 und Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenase 1 bis 3. 

A: Fortlaufende Nummer, B: Name des identifizierten Proteins, C: Identifikationsnummer des 

identifizierten Proteins aus der Ensembl Pig database (release 75, Sscrofa10.2, 

http://www.ensembl.org), D: Einordnung als ECM-Mitglied und Kategorisierung anhand der human 

matrisome database, E: Verhältnis der Abundanz (normalisiert, Mittelwert aus allen Replikaten) des 

Proteins in der Hyperglykämie-Gruppe und der Kontrollgruppe (Ratio) 
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4.1.6 Hyperglykämie und Glykolysehemmung verminderten die Expression 
derselben Proteine 

In beiden diabetischen Behandlungsgruppen war SPP1 unter den signifikant 

verminderten Proteinen (Abb. 4.2, 4.4). Wir wollten herausfinden, ob weitere Proteine 

in beiden Gruppen verändert vorlagen. Dazu verglichen wir alle signifikant 

differenziell exprimierten Proteine beider Gruppen miteinander.  

Wir erhielten 65 Proteine, die sowohl in der Hyperglykämie-Gruppe als auch in der 

Glykolysehemmungs-Gruppe differenziell exprimiert waren (Abb. 4.6).  

 

 

 

 
 
 
Abb. 4.6: Anzahl an Proteinen (65), die in beiden diabetischen Behandlungsgruppen verändert 
vorlagen. 
Venn Diagramm aller signifikant veränderter Proteine (p-Wert < 0,05; ≤ 0,75-fache bzw. ≥ 1,33-fache 

differenzielle Expression) in der Hyperglykämie-Gruppe (blau, n=103) und der Glykolysehemmungs-

Gruppe (rot, n=240), verglichen mit der Kontrollgruppe.  
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4.1.7 Hyperglykämie und Glykolysehemmung verminderten die Expression 
von SPP1, Kollagen-α-Ketten und Integrin-α-Untereinheiten 

Wir wollten als Nächstes die 65 Proteine, die in beiden diabetischen 

Behandlungsansätzen zu den veränderten Proteinen gehörten (Abb. 4.6), auf ihren 

funktionellen Zusammenhang hin untersuchen. Dazu wurde mithilfe der Software 

STRING ein, auf bereits bekannten Daten basierendes, Protein-Protein-

Interaktionsnetzwerk erstellt. Abb. 4.7 zeigt das generierte Netzwerk.  

 
 
 

 
 

Abb. 4.7: Proteine, die in beiden Behandlungsgruppen verändert vorlagen, interagieren über 
die ECM-Organisation und über Zelladhäsionsprozesse miteinander. 
STRING Netzwerk aller 65 Proteine aus Abb. 4.6. Farblich markierte Protein-Symbole gehören zu den 

biologischen Prozessen ECM-Organisation (gelb) und Zelladhäsionen (rot). 

COL12A1: Collagen Type 12, alpha 1, COL5A1: Collagen Type 5, alpha 1, COL3A1: Collagen Type 3, 

alpha 1, COL1A2: Collagen Type 1, alpha 2, COL5A2: Collagen Type 5, alpha 2, COL2A1: Collagen 

Type 2, alpha 1, COL11A1: Collagen Type 11, alpha 1, IGFBP7: Insulin-like Growth Factor Binding 

Protein 7, FN1: Fibronectin 1, SPP1: Secreted Phosphoprotein 1, ITGA5: Integrin Subunit Alpha 5, 

ITGA8: Integrin Subunit Alpha 8, ITGAL: Integrin Subunit Alpha L 
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Besonders auffällig war, dass sieben Kollagen-α-Ketten zur Schnittmenge gehörten. 

Diese Sieben nahmen eine funktionelle Rolle als interagierende Proteine in der ECM-

Organisation ein. Unter den, aus den separierten Analysen bekannten ECM-

Proteinen (Kapitel 4.1.2, 4.1.4), tauchten auch Fibronektin und SPP1 wieder auf. Ein 

neues, funktionelles Cluster ergab sich aus Proteinen, die den Zelladhäsionen 

zugeordnet wurden. Darunter waren drei Integrin-α-Untereinheiten.  

Alle Proteine, die den Zelladhäsionen oder der ECM-Organisation zugeordnet waren, 

lagen in beiden Gruppen übereinstimmend vermindert exprimiert vor. Insgesamt 

waren über die Hälfte der 65 Proteine in beiden Gruppen übereinstimmend 

vermindert exprimiert (39 Proteine). Sie sind in Tabelle 4.3 im Detail dargestellt.  
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Nr.A ProteinnameB Accession-
NummerC 

ECM-
KategorieD 

Zellad- 
häsionE 

Ratio 
hg/ngF 

Ratio 
DG/ngG 

1 Collagen Type 
12, alpha 1  

ENSSSCP0
0000004838 

Kollagen Ja 0,46 0,28 

2 Collagen Type 5, 
alpha 1 

ENSSSCP0
0000006161 

Kollagen Ja 0,47 0,31 

3 Collagen Type 3, 
alpha 1 

ENSSSCP0
0000018631 

Kollagen Ja 0,50 0,33 

4 Collagen Type 1, 
alpha 2 

ENSSSCP0
0000016253 

Kollagen n.d. 0,56 0,35 

5 Collagen Type 5, 
alpha 2 

ENSSSCP0
0000016990 

Kollagen n.d. 0,63 0,47 

6 Collagen Type 2, 
alpha 1 

ENSSSCP0
0000027199 

Kollagen n.d. 0,71 0,49 

7 Collagen Type 
11, alpha 1 

ENSSSCP0
0000007311 

Kollagen n.d. 0,68 0,49 

8 Insulin-like 
Growth Factor 
Binding Protein 7 

ENSSSCP0
0000009507 

Glykoprotein Ja 0,38 0,15 

9 Fibronectin 1 ENSSSCP0
0000017132 

Glykoprotein Ja 0,46 0,20 

10 Gliomedin ENSSSCP0
0000004992 

Glykoprotein Ja 0,65 0,43 

11 Secreted 
Phosphoprotein 1 

ENSSSCP0
0000009825 

Glykoprotein Ja 0,62 0,44 

12 Collagen Triple 
Helix Repeat 
Containing 1 

ENSSSCP0
0000006461 

Glykoprotein n.d. 0,31 0,22 

13 Latent 
Transforming 
Growth Factor 
Beta Binding 
Protein 1 

ENSSSCP0
0000009075 

Glykoprotein n.d. 0,62 0,45 

14 Procollagen-
Lysine, 2-
Oxoglutarate 5-
Dioxygenase 1 

ENSSSCP0
0000003724 

Glykoprotein n.d. 0,73 0,60 

15 Syndecan 2 
 
 

ENSSSCP0
0000006499 

ECM-
assoziiert 

n.d. 0,55 0,39 
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Nr.A ProteinnameB Accession-
NummerC 

ECM-
KategorieD 

Zellad-
häsionE 

Ratio 
hg/ngF 

Ratio 
DG/ngG 

16 Annexin A8 ENSSSCP0
0000011058 

ECM-
assoziiert 

n.d. 0,61 0,55 

17 Cadherin 6 ENSSSCP0
0000017801 

n.d. Ja 0,72 0,51 

18 Cytochrome 
P450 Family 1 
Subfamily B 
Member 1 

ENSSSCP0
0000021526 

n.d. Ja 0,72 0,70 

19 Fibronectin Type 
III Domain 
Containing 3B 

ENSSSCP0
0000012523 

n.d. Ja 0,52 0,48 

20 Integrin Subunit 
Alpha 5 

ENSSSCP0
0000000308 

n.d. Ja 0,71 0,53 

21 Integrin Subunit 
Alpha 8 

ENSSSCP0
0000011782 

n.d. Ja 0,70 0,36 

22 Integrin Subunit 
Alpha L 

ENSSSCP0
0000021995 

n.d. Ja 0,69 0,63 

23 Delta-like Protein ENSSSCP0
0000007530 

n.d. Ja 0,57 0,39 

24 DnaJ Heat Shock 
Protein Family 
Member A4 

ENSSSCP0
0000001916 

n.d. n.d. 0,14 0,12 

25 Vascular Cell 
Adhesion 
Molecule 1 

ENSSSCP0
0000007316 

n.d. Ja 0,53 0,37 

26 Tissue Factor ENSSSCP0
0000022354 

n.d. n.d. 0,63 0,44 

27 Macrophage 
Myristoylated 
Alanine-Rich C 
Kinase Substrate 

ENSSSCP0
0000003918 

n.d. n.d. 0,64 0,49 

28 Insulin Like 
Growth Factor 2 
Receptor 

ENSSSCP0
0000004370 

n.d. n.d. 0,52 0,52 

29 Tensin 1 
 
 
 

ENSSSCP0
0000026158 

n.d. n.d. 0,72 0,53 
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Nr.A ProteinnameB Accession-
NummerC 

ECM-
KategorieD 

Zellad-
häsionE 

Ratio 
hg/ngF 

Ratio 
DG/ngG 

30 TSC22 Domain 
Family,  
Member 2 

ENSSSCP0
0000012480 

n.d. n.d. 0,65 0,54 

31 Diacylglycerol 
Kinase, alpha  

ENSSSCP0
0000000387 

n.d. n.d. 0,68 0,56 

32 Gap Junction 
Protein, alpha 1 

ENSSSCP0
0000004580 

n.d. n.d. 0,71 0,58 

33 Myoferlin ENSSSCP0
0000011165 

n.d. n.d. 0,71 0,60 

34 Family with 
Sequence 
Similarity 65, 
Member A 

ENSSSCP0
0000002993 

n.d. n.d. 0,73 0,60 

35 Transmembrane 
4 L Six Family 
Member 1 

ENSSSCP0
0000012474 

n.d. n.d. 0,69 0,61 

36 LIM And Cysteine 
Rich Domains 1 

ENSSSCP0
0000012297 

n.d. n.d. 0,74 0,61 

37 Sortilin 1 ENSSSCP0
0000007286 

n.d. n.d. 0,67 0,65 

38 Ubiquitin Protein 
Ligase E3 
Component N-
Recognin 4 

ENSSSCP0
0000003786 

n.d. n.d. 0,75 0,68 

39 Anoctamin 6 ENSSSCP0
0000000856 

n.d. n.d. 0,75 0,70 
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Tabelle 4.3: Übereinstimmende, signifikant vermindert (≤ 0,75-fach) exprimierte Proteine in 
beiden diabetischen Behandlungsgruppen. 
39 Proteine waren sowohl in der Hyperglykämie-Gruppe (hg) als auch in der Glykolysehemmungs-

Gruppe (DG) im Vergleich zur Kontrollgruppe (ng) übereinstimmend vermindert exprimiert. Darunter 

sieben Kollagen-α-Ketten, die Glykoproteine SPP1 und Fibronektin sowie Prokollagen-Lysin 2-

Oxoglutarat 5-Dioxygenase 1. 14 Proteine gehören außerdem zum biologischen Prozess der 

Zelladhäsionen, darunter drei Integrin-α-Untereinheiten. 

A: Fortlaufende Nummer, B: Name des identifizierten Proteins, C: Identifikationsnummer des 

identifizierten Proteins aus der Ensembl Pig database (release 75, Sscrofa10.2, 

http://www.ensembl.org), D: Einordnung als ECM-Mitglied und Kategorisierung mithilfe der human 

matrisome database, n.d.: nicht definiert als ECM Mitglied, E: Übereinstimmung mit der Gene 

Ontology Bezeichnung des biologischen Prozesses Zelladhäsion, n.d.: nicht definiert als Protein des 

Zelladhäsion-Prozesses, F: Verhältnis Abundanz (normalisiert, Mittelwert aus allen Replikaten) des 

Proteins in hg verglichen mit ng (Ratio), G: Verhältnis Abundanz (normalisiert, Mittelwert aus allen 

Replikaten) des Proteins in DG verglichen mit ng 
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4.2 Aufbau eines Schweinenetzhautmodells 

Um unsere gewonnenen proteomischen Daten verifizieren zu können, wollten wir 

organotypische Netzhautkulturen aus Schweinen nutzen. Dazu etablierten wir 

Organkulturen der Schweineretina. Wir profitierten dabei von einem Protokoll unserer 

Kooperationspartner, die selbst einige Studien über die Kultivierung von retinalen 

Explantaten aus Schweinen durchgeführt haben (Taylor et al. 2014).  

Ziel war es, einen Workflow für Präparation, Kultivierung sowie Fixation und 

Einbettung zu entwickeln, der praktikabel und reproduzierbar auch von Dritten 

durchgeführt werden kann. Die Beurteilung über Erfolg oder Misserfolg einer von uns 

vorgenommenen Modifikation erfolgte einerseits anhand der morphologischen 

Beurteilung von H&E Färbungen auf Kryoschnitten. Andererseits war ein 

praktikables, einfaches und reproduzierbares Handling ausschlaggebend für die 

Entwicklung des Workflows.  

Die Entwicklung von Ideen und Lösungen für die unterschiedlichen Komplexe 

Präparation, Kultivierung und Fixation mit Entwässerung und Einbettung überschnitt 

sich teilweise, im Folgenden ist die Etablierung zur Vereinfachung in thematisch 

logischer Reihenfolge präsentiert. 
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4.2.1 Benennung einzelner Bereiche der Neuroretina 

Im Verlauf dieses Projekts entwickelten wir eine Benennung für die Bereiche der 

Neuroretina des Schweines.  

Um sich im eröffneten Auge orientieren zu können ist es erforderlich, am intakten 

Augapfel zu bestimmen, ob es sich um ein rechtes oder linkes Auge handelt (Abb. 

4.8A). Eine ovale Vorwölbung des Bulbus beschreibt den nasalen Pol. Der Limbus ist 

auf dieser Seite kreisrund, wohingegen er im temporalen Augenwinkel spitz zuläuft. 

Der Sehnerv liegt etwas ventral des horizontalen Meridians durch den nasalen und 

temporalen Pol und etwas weiter temporal. Damit lässt sich ein bereits entnommenes 

Auge eindeutig einer Seite zuordnen. Mithilfe dieser Information ist es im eröffneten 

Auge möglich, die Lagebeziehungen nasal-temporal und ventral-dorsal zu erkennen 

und somit gezielt spezifische Bereiche der Neuroretina auszumachen. Parallel zum 

horizontalen Meridian durch den nasalen und temporalen Pol verläuft durch den 

Sehnervenkopf und wenige Millimeter dorsal davon ein Band, der sogenannte „visual 

streak“, das häufig sogar makroskopisch erkennbar ist (Abb. 4.8B). Der visual streak 

ist eine Struktur welche durch eine hohe Dichte an Zapfen und Ganglienzellen 

gekennzeichnet ist (E. Vecino et al. 2004; Hendrickson and Hicks 2002). Außerdem 

gibt es in dieser Region fast keine makroskopisch sichtbaren Blutgefäße (Abb. 4.8B), 

(Garcá et al. 2005).  

Für eine einheitliche Benennung der Regionen innerhalb der Schweineretina haben 

wir ein gedachtes Raster durch die Retina gelegt (Abb. 4.8C). Die Kleinbuchstaben 

dienen der Einordnung „zentral“ oder „peripher“, wobei sich diese Einteilung auf die 

Dichte von Ganglienzellen bezieht (Garcá et al. 2005): (a) dorsal-peripher, (b) zentral 

(visual streak), (c) ventral-peripher. Die arabischen Zahlen beschreiben die Region in 

Bezug auf den Sehnervenkopf: (1) distal-nasal, (2) nasal, (3) temporal,  

Die Region 2b liegt im visual streak in der zentralen Retina nasal des 

Sehnervenkopfs (Abb. 4.8C).  
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Abb. 4.8: Orientierung an einem linken Schweineauge vor und nach Eröffnung des Augapfels. 

 

 

(A) Vor Eröffnung des Augapfels, die ovale 

Vorwölbung des Bulbus befindet sich am 

nasalen Pol (Pfeil). Im temporalen 

Augenwinkel läuft der Limbus spitz zu (*). 

Der Sehnerv liegt etwas ventral und 

temporal (Kreis). 
 

 

 

 
 

(B) Nach Eröffnung des Augapfels, 

dasselbe Auge durch einen Scherenschnitt 

im Abstand von ca. 3 mm parallel zum 

Limbus eröffnet. Parallel zum horizontalen 

Meridian durch den Sehnervenkopf und 

dorsal davon verläuft der visual streak, zu 

erkennen an einer dezenten Aufhellung  

(> <). 

 

(C) Benennung einzelner Bereiche der 

Neuroretina, Bereiche liegen (a) dorsal-

peripher, (b) zentral, (c) ventral-peripher in 

der Retina und (1) distal-nasal, (2) nasal, 

(3) temporal in Bezug auf den 

Sehnervenkopf. 
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4.2.2  Erstellung eines Workflows für die Präparation  

Die Augen wurden am Schlachthof direkt nach dem Entbluten entnommen, die 

Präparation war ca. drei Stunden post mortem abgeschlossen. Transport und 

Lagerung der Augen fand in CO2 independent Medium auf Eis statt (serumfrei), jedes 

Auge wurde erst unmittelbar vor der Präparation gereinigt, desinfiziert und durch 

kreisförmiges Umschneiden des Limbus im Abstand von 3 mm eröffnet. Ein 

Sehnervenreststück von mindestens 0,5 cm war hilfreich, um das Auge mit einer 

Pinzette greifen, umkippen und durch sanftes Schütteln den vorderen Teil mitsamt 

dem Glaskörper entfernen zu können. Danach wurde das Sehnervenreststück 

abgeschnitten, der verbleibende Augapfel in eine 10 cm Kulturschale gestellt und 

Augapfel und Schale zügig mit CO2 independent Medium gefüllt. Die Retina sollte für 

alle Präparationsschritte immer in ausreichend Medium gehandhabt werden, da ein 

manipulationsarmes Arbeiten nur schwimmend gewährleistet werden kann. Eine „im 

Trockenen“ gehandhabte Retina riss sehr leicht und die Ränder ließen sich nicht 

erkennen. Es war für jeden weiteren Schritt elementar, den Grad der Manipulation so 

gering wie möglich zu halten, da eine mechanisch beschädigte Retina ein K.-o.-

Kriterium für ein gutes Kultivierungsergebnis ist. Daher war es das Ziel, sowohl einen 

großflächigen, stumpfen Kontakt als auch eine spitze Manipulation der Neuroretina 

zu vermeiden. Auch das Greifen mit einer Pinzette wurde auf ein Minimum oder auf 

periphere Bereiche, die nicht als Explantat vorgesehen waren, beschränkt. 

Für das Ablösen der Neuroretina vom unterliegenden RPE wurden zwei Techniken 

verglichen (Abb. 4.13).  

 

Zuerst versuchten wir, das gesamte Teilstück 

des Auges (Neuroretina mit allen 

unterliegenden Strukturen, mitsamt Sklera) 

auszuschneiden und die Neuroretina 

anschließend durch stupsende Bewegungen mit 

einer gebogenen Mikropinzette abzulösen (Abb. 

4.9). Dies macht allerdings eine starke, stumpfe 

Manipulation notwendig.  
 

Abb. 4.9: Manipulationsintensives Ablösen der 
Neuroretina. 

Aus diesem Grund entwickelten wir eine alternative Methode, die deutlich weniger 

Manipulation erforderte. Am intakten, eröffneten Augapfel wurde die Neuroretina 
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direkt an der Schnittkante mit einer Pinzette vorsichtig vom RPE getrennt. Und zwar 

nur soweit, bis man mit einer Pipette behutsam Flüssigkeit in den Spalt spülen und 

so die Neuroretina rundherum ablösen konnte (Abb. 4.10A). Bewährt hat sich dazu 

eine 1000 µl Pipette mit langsamer (!) Flüssigkeitsabgabe, da die Neuroretina sonst 

durch den Druck leicht reißen konnte. Gespült wurde so lange, bis nur noch die feste 

Verbindung zum Sehnervenkopf bestand (Abb. 4.10B). Der gesamte Prozess fand in 

einer ausreichenden Flüssigkeitsmenge CO2 independent Medium statt. Für das 

Ablösen der Neuroretina vom RPE durfte auf keinen Fall FBS im Medium enthalten 

sein, da sonst die Neuroretina mit dem RPE verklebte und kaum von dieser Schicht 

abzulösen war.  

Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, unterscheiden sich die Bereiche der Neuroretina 

des Schweines hinsichtlich ihrer zellulären Zusammensetzung. Wir unterschieden 

zwei Präparationsmethoden (Abb. 4.13): (a) Es wurden wenige Explantate pro Auge 

gewonnen aber es konnte genau bestimmt werden, aus welcher Lokalisation 

innerhalb der Neuroretina diese entnommen wurden. (b) Es wurden möglichst viele 

Explantate pro Auge gewonnen, dabei war allerdings nicht mehr bekannt von 

welcher Stelle der Neuroretina diese entnommen wurden. 

Zu (a): Um ein Explantat mit einer spezifischen Lokalisation (beispielsweise Region 

2b aus dem visual streak, Kapitel 4.2.1) zu gewinnen, bewährte es sich, die bis auf 

den Sehnervenkopf gelöste Neuroretina vorsichtig in ihrer Ausgangsposition im 

Augapfel zurückzuziehen. So war eine korrekte topographische Orientierung 

gewährleistet. Anschließend konnte das Explantat präzise aus dem gewünschten 

Bereich mit einer Stanze ausgestochen werden (Abb. 4.10C). Dabei war darauf zu 

achten, dass die Neuroretina während des Ausstechens nicht in Falten lag, da sich 

sonst unregelmäßige Umrisse des Explantats ergaben. Weit peripher gelegene 

Anteile der Retina konnten im Augapfel durch die Rundung nicht ausgestochen 

werden. Diese Einschränkungen limitierten die Anzahl der Explantate pro Auge bei 

dieser Präparationstechnik auf drei Explantate.  
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Abb. 4.10: Präparation von Explantaten aus einer spezifischen Lokalisation innerhalb der 
Neuroretina. 
(A) Die Neuroretina wird durch Unterspülen mit CO2 independent Medium vom unterliegenden RPE 

abgelöst, bis nur noch die feste Verbindung zum Sehnervenkopf besteht. (B) Die Neuroretina wird 

anschließend in die Ausgangsposition zurückgezogen. (C) Die Explantate können gezielt aus der 

gewünschten Lokalisation ausgestochen werden, wobei ein Durchstechen der Neuroretina genügt. 

 

Zu (b): Falls eine spezifische Lokalisation des Explantats nicht von Interesse ist, 

empfehlen wir, die gesamte Neuroretina aus dem Augapfel zu lösen und flach in 

einer Petrischale auszubreiten. Diese Präparationsmethode ermöglichte die 

Gewinnung von deutlich mehr, ca. sechs bis zehn Explantaten (je 6 mm 

Durchmesser) pro Retina. Dazu wurde der Sehnervenkopf mit einer 8 mm 

Biopsiestanze komplett aus dem Augapfel ausgestochen. Die Neuroretina wurde als 

breiter „Ring“ aus dem Augapfel separiert. Für das flache Ausbreiten in einer 

Petrischale war ein Entlastungsschnitt dieses „Rings“ sinnvoll. Mithilfe der 

Biopsiestanze konnten anschließend möglichst viele Explantate ausgestochen 

werden (Abb. 4.11A). Die übrige Netzhaut konnte dann einfach abgezogen werden, 

während die ausgestochenen Explantate an der Petrischale haften blieben (Abb. 

4.11B). Die Explantate konnten durch vorsichtiges Spülen leicht vom Untergrund 

abgelöst werden.  
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Abb. 4.11: Präparation möglichst vieler Explantate pro Auge ungeachtet der Lokalisation.  
(A) Nachdem der Sehnervenkopf ausgestochen wurde, bildet die Neuroretina einen breiten Ring. 

Dieser kann durchschnitten werden, damit die Neuroretina der Petrischale flach anliegt und die 

Explantate ausgestochen werden können. (B) Anschließend kann der Rest der Neuroretina 

abgezogen werden, wobei die Explantate am Untergrund haften bleiben. 

 

Für das Ausschneiden der Explantate aus der Neuroretina haben wir das 

Ausschneiden mit einem Skalpell in eckiger Form mit dem Ausstechen mithilfe einer 

Biopsiestanze in runder Form verglichen (Abb. 4.13). Das Ausstechen mit einer 

Biopsiestanze ergab eine kreisrunde Schnittkante. Diese ermöglichte später ein 

flächendeckendes Anliegen des Explantats auf der Kulturmembran. Eckige 

Explantate verhakten sich hingegen häufig auf der Membran und die Ecken schlugen 

sich ein, was teils nicht mehr zu korrigieren war. 

Der Transfer des Explantats auf die Kulturmembran war ein kritischer Punkt in der 

Präparation und wurde daher von uns genauer untersucht (Abb. 4.13). Wir 

versuchten das Explantat mit Parafilm zu transferieren. Allerdings musste es 

anschließend entweder kopfüber abgelegt oder heruntergezogen werden. Wir haben 

daher nach einer Methode gesucht, das Explantat ohne Manipulation mit einer 

Pipette zu transferieren. Das Ausstechen der Explantate mit einer Biopsiestanze mit 

einem Durchmesser von 6 mm hat sich dafür als optimal erwiesen. Das ausgestanzte 

Explantat konnte mit Medium mit dem oberen Ende einer Glaspipette aufgenommen 

werden, deren unteres verjüngtes Ende abgebrochen und mit einem Glaspipetten 

Ballon verbunden wurde (Abb. 4.12).  

Die Pipette hatte für den Transfer viele Vorteile: Durch das Drehen der Glaspipette 

konnte das Explantat von allen Seiten makroskopisch auf mechanische 
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Beschädigungen überprüft werden. In der Glaspipette war es zudem sehr einfach 

möglich, die innere Oberfläche der Netzhaut (liegt in vivo dem Glaskörper an) von 

der äußeren Oberfläche (Photorezeptoren, die in vivo dem RPE anliegen) zu 

unterscheiden. Die innere Oberfläche der Netzhaut erschien glatt und glänzend. 

Makroskopisch sichtbare Blutgefäße waren aufgrund des oberflächennahen Verlaufs 

sehr deutlich abgrenzbar und leuchtend hell-rot gefärbt. Außerdem rollte sich das 

Explantat immer über diese Oberfläche ein (Abb. 4.12A). Die äußere Oberfläche 

erschien matt, samtig und stumpf und die Blutgefäße waren verwaschen (Abb. 

4.12B).  

Für das Ablegen der Explantate auf der Kulturmembran musste entschieden werden, 

welche Oberfläche des Explantats während der Kultivierung der Kulturmembran 

aufliegen sollte (im Folgenden „Ausrichtung“ genannt). In der Pipette konnte das 

Explantat durch Drehen und sanftes Auf- und Abpipettieren in die, für die 

gewünschte Ausrichtung passende, Position für den Ablegevorgang gebracht 

werden. Anschließend wurde abgewartet, bis die festgelegte Unterseite des 

Explantats bis zum Ende der Glaspipette abgesunken war (Abb. 4.12C).  

Das Ablegen des Explantats in korrekter Ausrichtung auf der Membran erforderte 

einiges Geschick und viel Übung. Dabei sollte es nicht zum Einschlagen von 

Randbereichen kommen. Bewährt hat sich das Ablegen in einem Tropfen Medium 

(Abb. 4.12D). Dieser konnte anschließend mit einer Pipettenspitze vorsichtig 

abgezogen werden, wodurch das Explantat sauber ausgebreitet zum Liegen kam 

(Abb. 4.12E). Es war möglich, auf diese Weise bis zu drei Explantate pro Insert 

abzulegen.  

Falls es nicht auf Anhieb gelang, das Explantat ohne Einschlagen bzw. in der 

richtigen Ausrichtung abzulegen, sind wir wie folgt vorgegangen: Das Insert wurde 

mit ca. 2 ml Medium aufgefüllt und das schwimmende Explantat anschließend mit 

einer gebogenen Mikropipette in die gewünschte Position gebracht. Das komplette 

Medium musste dann wieder abgesaugt werden. Limitierend bei dieser Methode war 

allerdings, dass eventuell zuvor in dasselbe Insert abgelegte Explantate durch die 

Mediumzugabe wieder aufschwammen.  
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Abb. 4.12: Transfer und Ablegen eines Explantats mithilfe einer Glaspipette. 

(A) Zu sehen ist die innere Oberfläche der Neuroretina (zeigt zum Betrachter). Das ist an der 

markanten Darstellung der Blutgefäße erkennbar sowie am Einrollen über diese Fläche. (B) Dasselbe 

Explantat „auf die Rückseite“ gedreht. Zu sehen ist die matte, samtige äußere Oberfläche mit den 

Photorezeptoren. Die Blutgefäße sind verwaschen. (C) Absinken der gewünschten Unterseite (welche 

auf der Kulturmembran aufliegen wird) bis ans Ende der Glaspipette. (D) Ablegen des Explantats in 

einem Tropfen Medium. (E) Nach dem Absaugen des Tropfens liegt das Explantat der Membran flach 

an. 
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Abb. 4.13: Workflow für die Präparation von Explantaten. 
Die grauen Kästen beschreiben die Arbeitsschritte des Protokolls, die Kästen dazwischen die Art der 

Durchführung dieser Arbeitsschritte. Alternativ getestete Methoden sind dabei gegenübergestellt. Die 

von uns übernommene Ausführung ist jeweils grün dargestellt, teilweise sind beide Methoden 

möglich/nötig. Mit „!“ ist gekennzeichnet, was mit der jeweiligen Methode erreicht/erleichtert werden 

soll. Die mit dem „“-Symbol markierten Nachteile begründen eine Ablehnung der Methode 

(transparente Kästen) bzw. deren Nachteile.  
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4.2.3 Die morphologische Struktur als Beurteilungskriterium 

Um im weiteren Verlauf den Erfolg oder Misserfolg der Kultivierung und Fixation von 

Explantaten beurteilen zu können, haben wir den Erhalt der morphologischen 

Struktur der Neuroretina als Beurteilungskriterium verwendet.  

Die Beurteilung erfolgte anhand von H&E Färbungen auf Kryoschnitten. Im Detail 

haben wir folgende Strukturen berücksichtigt (Abb. 4.14):  

(a) Definierbarkeit der einzelnen Netzhautschichten, (b) Erhalt der Photorezeptor-

Außensegmente, (c) Vorhandensein von horizontalen „Zusammenhangstrennungen“ 

sowie Löchern oder Rissen, (d) Dichte der Zellkerne in den Kernschichten. 

 

 

 
 

Abb. 4.14: Kriterien für die Beurteilung der morphologischen Struktur anhand einer H&E 
Färbung auf einem Kryoschnitt, 400-fache Vergrößerung. 
Beispiel Explantat nach drei Tagen in Kultur: Alle Schichten der Neuroretina sind definierbar und 

zusammenhängend. Die Photorezeptor-Außensegmente sind vollständig erhalten. Die Zellkerne in der 

äußeren Kernschicht sind dicht gepackt, in der inneren Kernschicht ist eine geringgradig verminderte 

Dichte an Zellkernen sichtbar.  

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, POS: Photorezeptor-

Außensegmente 
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4.2.4 Serum als limitierender Zusatz im RPMI 1640 Kulturmedium 

Im Rahmen der Überlegungen, welche Art der Kultivierung zum besten Ergebnis 

führt, haben wir einige Modifikationen verglichen. Im Speziellen haben wir die 

Ausrichtung der Neuroretina auf der Kulturmembran, die Auswirkung verschiedener 

Kulturmedien mit und ohne Serumzusatz sowie die Ko-Kultivierung mit anderen 

Netzhautzellen untersucht. Die Auswertung erfolgte durch die Beurteilung der 

morphologischen Struktur von H&E Färbungen auf Kryoschnitten (Kapitel 4.2.3). 

Unberücksichtigt blieb, aus welchem Bereich der Schweineneuroretina die 

Explantate entnommen wurden. Pro Modifikation wurden mindestens drei Explantate 

untersucht. Die Kultivierungsdauer in den einzelnen Versuchen war für die jeweils 

miteinander zu vergleichenden Modifikationen identisch und betrug zwei bis vier 

Tage. Ein Mediumwechsel erfolgte stets nach 48 Stunden. Das Protokoll für 

Präparation sowie Fixation, Entwässerung und Einbettung war jeweils identisch.  

Hinsichtlich der Ausrichtung der Explantate auf der Kulturmembran konnten wir nach 

drei Tagen in Kultur keine morphologischen Unterschiede feststellen (Abb. 4.16). Wir 

haben Explantate in der IRS-Ausrichtung (die innere Oberfläche liegt auf der 

Kulturmembran) mit solchen in der STD-Ausrichtung (die äußere Oberfläche mit den 

Photorezeptoren liegt auf der Kulturmembran) verglichen (n=4 pro Gruppe). Für die 

Beurteilung aller nachfolgenden Versuche, inklusive der aus Kapitel 4.3 und 4.4, 

wurde ausschließlich die IRS-Ausrichtung angewandt.  

Für die Auswahl des am besten geeigneten Kulturmediums wurden drei 

verschiedene Medien getestet: RPMI 1640, DMEM/F12 und Neurobasalmedium, 

jeweils unter Zusatz von 10% fötalem Kälberserum (FBS) und 1% Penicillin-

Streptomycin (Abb. 4.16). Die Unterschiede beim Erhalt der Photorezeptor-

Außensegmente waren nach zwei Tagen in Kultur deutlich (n=3 pro Medium). Mit 

DMEM/F12 kam es zu Verklebungen im Bereich der Photorezeptor-Außensegmente 

(Abb. 4.15A). Die Kultivierung mit Neurobasalmedium führte im Vergleich zu den 

anderen beiden Medien häufiger zum Verlust der Außensegmente (Abb. 4.15B). Die 

am besten erhaltene Morphologie der gesamten retinalen Architektur zeigten 

Explantate, die mit RPMI 1640 Medium kultiviert wurden (Abb. 4.15C). Alle folgenden 

Experimente wurden daher unter Verwendung von RPMI 1640 Medium durchgeführt. 
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Abb. 4.15: Auswirkung verschiedener Kulturmedien auf die morphologische Struktur in H&E 
Färbungen nach 48 Stunden in vitro, repräsentative Bildauswahl (n=3 Explantate pro Medium), 
400-fache Vergrößerung. 
Unterschiede betreffen vor allem die Photorezeptor-Außensegmente. (A) Kultivierung mit DMEM/F12 

führt zu Verklebungen der Photorezeptor-Außensegmente. (B) Kultivierung mit Neurobasalmedium 

führt zu großflächigem Verlust der Photorezeptor-Außensegmente. (C) Durch Kultivierung mit RPMI 

1640 konnte das beste Ergebnis hinsichtlich dem Erhalt der Photorezeptor-Außensegmente und der 

gesamten Netzhautmorphologie erzielt werden. 

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, POS: Photorezeptor-

Außensegmente 

  



 Ergebnisse 
 

 

92 
 

Um die Notwendigkeit der Zugabe von FBS in das RPMI 1640 Medium zu testen, 

haben wir die Kultivierung mit 10% FBS bzw. ohne FBS bei je einer Gruppe von 

Explantaten (n=5 pro Gruppe) verglichen (Abb. 4.16). In der Gruppe ohne FBS löste 

sich die morphologische Struktur großflächig auf (Bilder nicht gezeigt). Auf eine 

serumfreie Kultivierung haben wir daher in allen weiteren Experimenten verzichtet.  

Zuletzt haben wir die Auswirkung einer Ko-Kultivierung mit RMG und RPE im 

Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht (n=3 pro Gruppe), (Abb. 4.16). Primäre 

RMG und RPE wurden jeweils sieben Tage vorher aus Schweineaugen isoliert und in 

RPMI 1640 Medium in six well Platten kultiviert. An dem Tag an dem die Explantate 

präpariert wurden hatten die Zellen eine Konfluenz von 50% (RMG) bzw. 100% 

(RPE) erreicht. Die Zellen wurden in den six well Platten belassen, das Medium 

erneuert und die Inserts mit den Explantaten eingestellt. Nach vier Tagen in vitro gab 

es keine Unterschiede beim Erhalt der morphologischen Struktur der Explantate 

(Bilder nicht gezeigt). Für alle weiteren Experimente wurde die Ko-Kultur nicht 

angewandt, da der Zeit- und Ressourcenaufwand erheblich ist. Da aus 

morphologischer Sicht nichts gegen die Ko-Kultur mit anderen Zellen sprach, kann 

diese für bestimmte Fragestellung gegebenenfalls trotzdem angewendet werden. 
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Abb. 4.16: Modifikationen bei der Kultivierung von Explantaten. 
Die grauen Kästen beschreiben verschiedene Überlegungen zu den Modifikationen, die Kästen 

dazwischen geben Details an. Alternativ getestete Modifikationen sind dabei gegenübergestellt. Falls 

von uns übernommen, sind die betreffenden Modifikationen grün dargestellt, teilweise sind alle 

möglich. Mit „!“ ist gekennzeichnet, was mit der jeweiligen Modifikation erreicht wird. Die mit dem „“-

Symbol markierten Nachteile begründen eine Ablehnung der Modifikation (transparente Kästen).  

IRS: engl. inner retinal support, STD: Standard-Ausrichtung, POS: Photorezeptor-Außensegmente, 

RMG: Müller Gliazellen, RPE: Pigmentepithel, FBS: Fötales Kälberserum 
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4.2.5 Fixation und Einbettung mitsamt der Kulturmembran 

Zu Beginn der Etablierung von Schweinenetzhautexplantaten in unserem Labor 

standen wir vor dem Problem, dass trotz Einhaltung des uns zur Verfügung gestellten 

Protokolls eine Kultivierung von 48 Stunden zu einem morphologisch völlig zerstörten 

Erscheinungsbild in H&E Färbungen auf Kryoschnitten führte (Abb. 4.17A). Die 

Auflösung der Struktur über die komplette Fläche des Explantats konnte durch jeden 

der erfolgten Arbeitsschritte (Fixation, Präparation, Kultivierung) verursacht worden 

sein.  

Wir konzentrierten uns zuerst auf die Fixationstechnik, wobei der Angriffspunkt des 

Fixanz ausgetestet wurde (Abb. 4.20). Die Kultivierungsdauer von 48 Stunden, das 

Fixanz Paraformaldehyd (PFA) 4% und die Fixationsdauer von drei Stunden bei 4 °C 

behielten wir während dieses Prozesses konstant bei. Zu Beginn benetzten wir 

ausschließlich die Explantatoberfläche mit PFA und erhielten ein morphologisch 

völlig zerstörtes Erscheinungsbild (Abb. 4.17A). Durch die zusätzliche Fixation von 

unterhalb der Kulturmembran konnten wir das Ergebnis hinsichtlich der Morphologie 

in H&E Färbungen bereits deutlich verbessern (Abb. 4.17B). Anschließend 

versuchten wir die Explantatoberfläche nicht nur zu benetzen, sondern komplett mit 

PFA zu bedecken und erzielten so das beste Ergebnis (Abb. 4.17 C). Die 

Fixationstechnik stellte sich damit als ein limitierender Faktor für den Erhalt der 

morphologischen Struktur heraus.  
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Abb. 4.17: Vergleich verschiedener Fixationstechniken zum Erhalt der morphologischen 
Struktur in H&E Färbungen nach 48 Stunden in vitro, 100-fache Vergrößerung, 
Rasteraufnahme. 
(A) Als Ausgangspunkt stand die zerstörte Struktur nach Fixation durch Benetzen der 

Explantatoberfläche mit PFA 4%. (B) Das Benetzen der Oberfläche und darüber hinaus die Fixation 

von unterhalb der Kulturmembran verbesserte die Struktur in den Randbereichen deutlich. (C) 

Vollständiges Bedecken der Explantatoberfläche mit PFA und zusätzliche Fixation von unterhalb der 

Membran stabilisierten das morphologische Ergebnis über die gesamte Breite des Schnitts. 
 

Nachdem wir bei der Morphologie von Explantaten nach 48 Stunden in vitro ein 

befriedigendes Ergebnis erzielt hatten, widmeten wir uns der Entwicklung eines 

Protokolls für die Fixation, Entwässerung und Einbettung. Mit diesem Protokoll 

wollten wir ein einfaches und praktikables Vorgehen bei der Erstellung von 

Netzhautschnitten für bildgebende Verfahren erreichen.  

Das erste Problem ergab sich durch das vollständige Bedecken der Explantate 

während der Fixation, weil sich die Explantate dadurch von der Kulturmembran 

ablösten. Dies führte dazu, dass sich die losgelösten Explantate massiv einrollten, 

was auch durch intensive Bemühungen und Manipulation kaum rückgängig zu 

machen war. Folglich entstanden stark eingerollte Schnitte für die mikroskopische 

Beurteilung. Diese waren am Mikroskop schwer zu fotografieren und hafteten 

während des Färbens schlechter am Objektträger. Da der Versuch des Entrollens 

immer zu unnötiger Manipulation führte, suchten wir einen Weg, die Explantate 

möglichst lang auf der im Insert aufgespannten Kulturmembran anhaften zu lassen.  
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Dies wurde durch eine Anpassung bei der PFA-Zugabe erreicht (Abb. 4.20). Indem 

wir die Explantate nicht auf einmal vollständig bedeckten, sondern über eine 

Zeitdauer von mindestens fünf Minuten tropfenweise mit PFA benetzten bis sie 

letztendlich vollständig bedeckt waren, konnten wir ein Ablösen verhindern.  

Das Protokoll sah anschließend das Waschen der Explantate sowie die Inkubation in 

Phosphatpuffer (PB) bei Raumtemperatur vor (Abb. 4.20). Zuerst wurde das PFA aus 

dem Insert und aus der Platte abgesaugt und die Platte sorgfältig von PFA 

Rückständen gereinigt. Dann wurden die Explantate durch dreimaliges, vorsichtiges 

Ausspülen des Inserts von innen mit ca. 2 ml PB gewaschen. Dabei wurde penibel 

darauf geachtet, dass sich die Explantate nicht von der Membran lösten. 

Anschließend wurden die Explantate mit 2 ml PB bedeckt und vier Stunden in PB 

belassen. 

Die anschließende Entwässerung in aufsteigender Sucroselösung (15% bzw. 30% in 

PB) führte zur nächsten Problematik. Durch Zugabe der Sucroselösung auf die 

Explantate „schrumpelten“ diese zusammen und lösten sich daher erneut von der 

Membran, woraufhin sie sich wieder einrollten (Abb. 4.20). Dies konnte verhindert 

werden, indem die Explantate mitsamt der Membran noch vor dem Entwässern 

mithilfe einer Biopsiestanze ausgestochen und in eine sehr flache Biopsiekapsel 

gelegt wurden (Abb. 4.19A). In den Kapseln konnte die Entwässerung durchgeführt 

werden ohne dass es zum Ablösen von der Membran und damit zum Einrollen kam 

(Abb. 4.20). Die Membran erwies sich außerdem als praktisch, da sie bei der 

weiteren Handhabung als Haltepunkt für die Pinzette diente, ohne dass das 

Explantat selbst manipuliert werden musste. Daher wurde zum Ausstechen eine 

Biopsiestanze mit größerem Radius (8 mm) als das Explantat (6 mm) gewählt.  
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Abb. 4.18: Konstruktion zum Schockgefrieren. 

Für den anschließenden Arbeitsschritt 

des Einbettens entschieden wir uns 

aufgrund der Reproduzierbarkeit und 

Einfachheit für gebrauchsfertiges OCT-

Einbettmedium anstatt einer selbst 

angefertigten Mischung aus Ei-Albumin 

und Gelatine. Um ein Schockgefrieren 

des OCT-Blocks in flüssigem Stickstoff 

nachzubilden, wurde eine Konstruktion 

aus einem Metallblock verwendet. Dieser 

kühlt sich durch das Einstellen in eine 

Mischung aus Ethanol und Trockeneis 

auf ca. -72 °C ab (Abb. 4.18). Das Gefrieren des OCT-Blocks erfolgte auf der 

Metallblockoberfläche.  

Zuerst versuchten wir die Explantate in einem „frei Hand“ abgelegten OCT-Tropfen 

einzubetten. Der OCT-Tropfen fror jedoch auf dem Metallblock so schnell durch, 

dass die Positionierung des Explantats im Tropfen kaum möglich war. Schaffte man 

es nicht, das Explantat vor dem Durchfrieren des Tropfens mit ausreichend OCT zu 

überschichten, kam es zu Gefrierschäden. Als Alternative verwendeten wir 

Einbettformen (Abb. 4.19B, 4.20). In der Form konnte das Explantat ganz ohne 

Zeitdruck korrekt in OCT positioniert und komplett bedeckt werden ehe die Form 

dann auf den Block gestellt wurde. Das Durchfrieren des OCT-Blocks in der 

Einbettform dauert zwar verhältnismäßig länger, wir konnten allerdings keine 

negativen Konsequenzen dieser Methode feststellen. 

Das Explantat musste in der Einbettform im OCT möglichst genau parallel zum 

Einbettform-Boden positioniert werden, da das Explantat nur so zuverlässig im 90° 

Winkel auf den Probenhalter des Kryostats befestigt werden konnte (gefrorenes OCT 

ist undurchsichtig, sodass man das Explantat im fertigen OCT-Block nicht mehr sah 

und sich auf die äußere Form des Blocks verlassen musste). Der 90° Winkel stellte 

beim Schneiden einen möglichst gleichmäßigen Querschnitt durch alle Schichten der 

Netzhaut sicher, was wir als Qualitätskriterium für die Netzhautschnitte 

voraussetzten. Die schon zuvor bewährte Methode, Explantate dauerhaft auf der 

Kulturmembran anhaftend zu handhaben, erwies sich erneut als elementar wichtig 
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um dieses Qualitätskriterium zu erreichen (Abb. 4.20). Auf der Membran anhaftende 

Explantate konnten sehr einfach parallel zum Einbettform-Boden positioniert werden. 

Demgegenüber konnten von der Membran abgelöste Explantate weder flach 

ausgebreitet, noch parallel zur Unterlage eingebettet werden. 

Wichtig war dabei jedoch, dass die Membran im Verhältnis zur Einbettform nicht zu 

groß war. Eine zu große Membran wirkte wie eine „Trennschicht“ im OCT-Block und 

das führte zum Auseinanderbrechen des Blocks beim Schneiden. Bewährt hat sich 

eine Einbettform von 8 x 12 mm Größe (Breite x Länge) und ein Durchmesser von 8 

mm der Explantat-Membran-Kombination (Abb. 4.19B). Dabei war immer noch ein 

ausreichender Überstand der Membran im Vergleich zum Explantat gewährleistet, 

um beim Einbetten die Membran als Haltepunkt für die Pinzette zu nutzen. 

Markierungen auf der Form halfen später beim Schneiden, wenn die Schnittkante 

des Blocks ausgewählt wurde. 

Nach dem Gefrieren wurde der OCT-Block mit einem Streifen Parafilm luftdicht 

umwickelt und bei -20 °C aufbewahrt. Der quaderförmige Block konnte sehr 

praktikabel am Probenhalter des Kryostats aufgestellt und festgefroren werden. Die 

Membran ließ sich am Kryostat einfach mitschneiden (Abb. 4.19C). Beim Färben war 

allerdings zu beachten, dass sich die Membran leicht vom Objektträger löste und sich 

teilweise über den Schnitt legte. Diese Abschnitte der Retina konnten am Mikroskop 

nicht ausgewertet werden. Es empfahl sich daher, gelöste Membranfäden während 

des Färbens kontrolliert mit einer Pinzette vom Schnitt zu entfernen. Dies war am 

besten bei kompletter Benetzung des Schnittes mit Waschpuffer zu bewerkstelligen.  
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Abb. 4.19: Die Arbeitsschritte ab der Entwässerung über das Einbetten und Schneiden 
erfolgten mit dem auf der Kulturmembran anhaftenden Explantat. 
(A) Das Explantat wurde mitsamt der Membran ausgestochen und in einer flachen Biopsiekapsel 

entwässert. Ein leichtes Überstehen der Membran erleichtert das Handling mit der Pinzette. (B) Ein 

geeignetes Größenverhältnis der Einbettform zur Membran-Explantat-Kombination ist wichtig, damit 

keine zu große Trennschicht im Block entsteht (hier 8 x 12 mm Einbettform, 8 mm Ø Membran, 6 mm 

Ø Explantat). Markierungen auf der Form erleichterten später das Ausrichten des Blocks im Kryostat. 

(C) Die Membran ließ sich einfach mitschneiden und lag dem Schnitt als zweite Struktur sichtbar an 

bzw. kreuzte diesen (in diesem Fall unbedingt während des Färbevorgangs entfernen). 
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Abb. 4.20: Workflow für Fixation, Entwässerung und Einbettung von Explantaten. 
Die grauen Kästen beschreiben die Arbeitsschritte des Protokolls, die Kästen dazwischen die Art der 

Durchführung dieser Arbeitsschritte. Alternativ getestete Methoden sind dabei gegenübergestellt. Die 

von uns übernommene Ausführung ist jeweils rechts und grün dargestellt. Mit „!“ ist gekennzeichnet, 

was mit der jeweiligen Methode erreicht/erleichtert werden soll. Die mit dem „“-Symbol markierten 

Nachteile begründen eine Ablehnung der Methode (transparente Kästen) bzw. die Einführung einer 

weiteren Alternative als Verbesserung. 

RT: Raumtemperatur 
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4.3 Verifizierung von SPP1 im Schweinenetzhautmodell 

Die proteomische Analyse des RMG-spezifischen Diabetesmodells hatte die Präsenz 

von SPP1 in Zelllysaten aus isolierten Schweine RMG nach insgesamt 17 Tagen in 

Kultur gezeigt (Abb. 4.2 und 4.4). Wir wollten daher die Expression von SPP1 in der 

intakten Schweineretina untersuchen, um RMG als Quelle der SPP1-Expression in 

der Netzhaut zu verifizieren.  

 

4.3.1 SPP1 wurde in Müller Gliazellen exprimiert 

Um das SPP1-Expressionsmuster in der Schweinenetzhaut zu untersuchen, erfolgte 

der immunhistologische Expressionsnachweis von SPP1 in Netzhautexplantaten 

nach drei Tagen in Kultur. SPP1 wurde sowohl in den Photorezeptor-

Außensegmenten als auch in der inneren Neuroretina in der Nervenfaserschicht 

exprimiert (Abb. 4.21, obere Reihe, links).  

Vimentin ist ein RMG-Markerprotein. Es zeigte sich ein charakteristisches 

Expressionsmuster für RMG, welches sich von den Endfüßen an der inneren 

Grenzmembran (ILM) über radiäre Fortsätze bis in die äußere Kernschicht erstreckte 

(Abb. 4.21, obere Reihe, Mitte). Die Doppelfärbung (Vimentin und SPP1) ergab eine 

Ko-Lokalisation in den RMG-Fortsätzen in der inneren Neuroretina (Abb. 4.21, obere 

Reihe). Dadurch konnten wir die RMG-assoziierte SPP1-Expression in einem ex vivo 

Netzhautmodell nachweisen.  
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4.3.2 Diabetische Kulturbedingungen führten zur SPP1-
Expressionsminderung in Müller Gliazellen 

Die quantitative Proteinanalyse isolierter RMG hatte eine signifikante 

Expressionsminderung von SPP1 durch beide diabetische Kulturbedingungen 

ergeben (Abb. 4.2 und 4.4). Wir wollten herausfinden, ob RMG auch im komplexeren 

Netzhautmodell mit einer SPP1-Expressionsminderung auf diabetische 

Kulturbedingungen reagieren.  

Dazu kultivierten wir Netzhautexplantate über drei Tage und führten in Anlehnung an 

das RMG-spezifische Diabetesmodell zwei diabetische Behandlungen durch 

(Hyperglykämie, n=4 biologische Replikate und Glykolysehemmung, n=4 biologische 

Replikate). Als Kontrolle dienten Explantate einer Kontrollgruppe (Normoglykämie, 

n=4 biologische Replikate). Eine zusätzliche Gruppe für eine osmotische Kontrolle 

diente der Abschätzung von osmotischen Effekten unabhängig vom Glukosegehalt 

und von der Hemmung der Glykolyse (Osmotische Kontrolle, n=4 biologische 

Replikate). 

Der Expressionsnachweis von SPP1 und Vimentin mittels immunhistologischer 

Doppelfärbungen ist in Abb. 4.21 dargestellt.  

In allen vier Gruppen zeigte Vimentin ein charakteristisches, RMG-spezifisches 

Expressionsmuster (Abb. 4.21, mittlere Spalte).  

In der normoglykämischen Gruppe war SPP1 in den Photorezeptor-

Außensegmenten und in den RMG-Fortsätzen der inneren Neuroretina, ko-lokalisiert 

mit Vimentin, exprimiert (Abb. 4.21, obere Reihe).  

In beiden diabetischen Behandlungsgruppen und in der osmotischen Kontrollgruppe 

ergab sich ein deutlicher Expressionsverlust der RMG-assoziierten SPP1-Expression 

in der inneren Neuroretina (Abb. 4.21). Hingegen war die SPP1-Expression in den 

Photorezeptor-Außensegmenten in allen Versuchsgruppen unverändert erhalten.  



 Ergebnisse 
 

 

103 
 

 

Abb. 4.21: Expression von SPP1 (grün) und des RMG-Markerproteins Vimentin (rot) in 
Netzhautexplantaten unter Hyperglykämie und unter Hemmung der Glykolyse im Vergleich zur 
normoglykämischen und osmotischen Kontrolle nach drei Tagen in Kultur, repräsentative 
Bildauswahl (n=4 Explantate pro Gruppe), 400-fache Vergrößerung. 
In der Normoglykämie-Gruppe ergab sich ein RMG-assoziiertes SPP1-Expressionsmuster in der 

inneren Neuroretina, wie die Ko-Lokalisation mit Vimentin zeigte (gelb, obere Spalte, rechts). Die 

RMG-assoziierte Expression war in allen anderen Versuchsgruppen deutlich reduziert. Die Intensität 

der SPP1-Expression in den Photorezeptor-Außensegmenten zeigte sich unabhängig von der 

Behandlungsgruppe.  

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, POS: Photorezeptor-

Außensegmente, Kernfärbung mit HOECHST 33342 (blau) 
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4.4 Charakterisierung des Schweinenetzhautmodells über die Zeit in vitro 

Netzhautkulturen aus Schweineaugen hatten sich als geeignetes Modell für die 

Verifikation der SPP1-Expression unter diabetischen Kulturbedingungen 

herausgestellt (Kapitel 4.3). Um Netzhautkulturen auch in Zukunft für Experimente zu 

nutzen, wollten wir genauer untersuchen, wie lange wir die Kulturen erfolgreich in 

vitro halten konnten und wie sich die Kulturen durch Kultivierung veränderten. Dazu 

charakterisierten wir unsere Explantate nach drei, sechs, neun und 14 Tagen in vitro. 

Zunächst erfolgte erneut eine Beurteilung anhand des Erhalts der morphologischen 

Struktur in H&E Färbungen auf Kryoschnitten (4.4.1). Darüber hinaus beurteilten wir 

die Expression ausgesuchter Proteine zu den unterschiedlichen Zeitpunkten mithilfe 

immunhistologischer Färbungen auf Kryoschnitten (Kapitel 4.4.2, 4.4.3, 4.4.4, 4.4.5). 

Alle Explantate für dieses Experiment (n=3 pro Zeitpunkt) wurden am selben Tag aus 

derselben Region 2b (aus dem visual streak, Kapitel 4.2.1) von unterschiedlichen 

Augen entnommen.  

 

4.4.1 Die morphologische Netzhautschichtung blieb bis mindestens Tag 9 
erhalten 

Die morphologische Auswertung anhand von H&E Färbungen ergab den Erhalt der 

Netzhautschichtung über mindestens neun Tage in vitro (Abb. 4.22).  

An Tag 3 waren die Photorezeptor-Außensegmente größtenteils erhalten. An Tag 6 

kam es erstmals zu einem dezenten Verlust von Außensegmenten, was ab Tag 9 

deutlich und nach 14 Tagen großflächig zu erkennen war. Ab Tag 3 trat außerdem 

zunehmend eine Verringerung der Zellkerndichte in der inneren, später auch in der 

äußeren Kernschicht auf. Alle Schichten der Netzhaut konnten bis einschließlich Tag 

9 klar definiert werden. Allerdings war die Organisation der retinalen Schichtung an 

Tag 14 nicht mehr erkennbar, stattdessen bildete sich eine diffus aufgelöste Struktur 

mit losen Zellkernen zwischen der äußeren Grenzmembran und der 

Nervenfaserschicht.  
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Abb. 4.22: Entwicklung der morphologischen Struktur der kultivierten Schweinenetzhaut in 
H&E Färbungen, repräsentative Bildauswahl (n=3 Explantate pro Zeitpunkt), 400-fache 
Vergrößerung. 
(A) Frische Retina als Kontrolle; (B) Drei Tage in Kultur, vollständiger Erhalt der retinalen Schichtung. 

Erhalt der Photorezeptor-Außensegmente, beginnende Verminderung der Zellkerndichte vor allem in 

der inneren Kernschicht; (C) Sechs Tage in Kultur, vollständiger Erhalt der retinalen Schichtung, 

dezenter Verlust der Photorezeptor-Außensegmente, zunehmend geringere Zellkerndichte in der 

inneren Kernschicht; (D) Neun Tage in Kultur, vollständiger Erhalt der retinalen Schichtung, deutlicher 

Verlust der Photorezeptor-Außensegmente, deutlich verringerte Zellkerndichte in der inneren und 

äußeren Kernschicht; (E) 14 Tage in Kultur, retinale Schichtung aufgelöst; 

ILM: innere Grenzmembran, NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere 

plexiforme Schicht, INL: Innere Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere 

Kernschicht, OLM: Äußere Grenzmembran, POS: Photorezeptor-Außensegmente 
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4.4.2 Die Morphologie der Zapfen blieb bis mindestens Tag 6 erhalten 

Grob konnte die Morphologie der Photorezeptoren und vor allem der Erhalt der 

Außensegmente bereits anhand der H&E Färbungen eingeschätzt werden (Kapitel 

4.4.1). Eine genauere Beurteilung der Zapfen erfolgte anhand des 

Expressionsnachweises von Cone Arrestin, einem Markerprotein für Zapfen, welches 

an der Signaltransduktion beteiligt ist (Abb. 4.23, grün), (Craft and Deming 2014).  

Ab Tag 3 in Kultur stellte das Cone Arrestin-Expressionsmuster eine dezent 

beginnende Desorganisation der Innensegmente der Zapfen dar. An Tag 9 lagen 

deutlich deformierte Zapfen-Innensegmente vor. Dahingegen blieb die synaptische 

Endigung der Zapfen über mindestens neun Tage in Kultur voll ausgeprägt. An Tag 

14 zeigte sich ein deutlicher Rückzug der synaptischen Endigungen zurück in die 

äußere Kernschicht sowie ein Verlust von Zapfen-Innensegmenten.  

S-Opsin, das Photopigmentprotein der „blauen Zapfen“, einer bestimmten Zapfenart, 

wird spezifisch in den Außensegmenten blauer Zapfen exprimiert (Amann et al. 2014; 

Müller et al. 2017). Der Expressionsnachweis von Cone Arrestin und S-Opsin mittels 

immunhistologischer Doppelfärbungen ermöglichte die Identifizierung von blauen 

Zapfen anhand von deren Außensegmenten (Abb. 4.23, rot).  

Bis einschließlich Tag 6 in Kultur zeigte sich eine erhaltene S-Opsin-Expression in 

den Zapfen-Außensegmenten blauer Zapfen. Am Tag 9 ging die Expression von S-

Opsin fast vollständig verloren.  
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Abb. 4.23: Entwicklung der Expression von Cone Arrestin (grün) und S-Opsin (rot) in der 
kultivierten Schweinenetzhaut, repräsentative Bildauswahl (n=3 Explantate pro Zeitpunkt), 630-
fache Vergrößerung. 
(A) Frische Retina als Kontrolle, die Expression von Cone Arrestin in Zapfen kann von den 

synaptischen Endigungen in der inneren plexiformen Schicht (>) über die Zellkörper (*) und die 

Zapfen-Innensegmente (Kreis) bis zu den Zapfen-Außensegmenten (Pfeil) nachvollzogen werden; (B) 

Drei Tage in Kultur, regelmäßige Anordnung von Zapfen-Außensegmenten, speziell auch der 

Außensegmente blauer Zapfen (entspricht der Ko-Lokalisation Cone Arrestin und S-Opsin in Gelb), 

dezent beginnende Desorganisation der Zapfen-Innensegmente; (C) Sechs Tage in Kultur, 

synaptische Endigungen voll ausgeprägt, regelmäßige Anordnung von Zapfen-Außensegmenten inkl. 

der Außensegmente blauer Zapfen, dezente Desorganisation der Zapfen-Innensegmente; (D) Neun 

Tage in Kultur, deutliche Deformation der Zapfen-Innensegmente, deutlicher Verlust von Zapfen-

Außensegmenten und fast vollständiger Verlust von Außensegmenten blauer Zapfen, synaptische 

Endigungen vollständig ausgeprägt; (E) 14 Tage in Kultur, Zapfen-Außensegmente kaum noch 

erhalten, deutlich verändertes Expressionsmuster im Bereich der synaptischen Endigungen; 

INL: Innere Kernschicht, ONL; Äußere Kernschicht, CIS: Zapfen-Innensegmente, COS: Zapfen-

Außensegmente, Zellkernfärbung mit HOECHST 33342 (blau)  
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4.4.3 Müller Gliazellen exprimierten über 14 Tage anhaltend Glutamin 
Synthetase 

Der Expressionsnachweis des RMG-spezifischen Enzyms Glutamin Synthetase 

ergab eine anhaltende Expression bis einschließlich Tag 14 in Kultur (Abb. 4.24). 

Das charakteristische Expressionsmuster schloss zu allen Zeitpunkten die 

Nervenfaserschicht sowie radiär verlaufende RMG-Fortsätze ein.   
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Abb. 4.24: Entwicklung der Expression von Glutamin Synthetase (grün) in der kultivierten 
Schweinenetzhaut, repräsentative Bildauswahl (n=3 Explantate pro Zeitpunkt), 400-fache 
Vergrößerung, Aufnahmen dekonvoliert. 
(A) Frische Retina als Kontrolle; nach drei Tagen (B), sechs Tagen (C), neun Tagen (D), und 14 

Tagen (E) in Kultur hielt die Expression von Glutamin Synthetase im Bereich der Nervenfaserschicht 

sowie in radiären RMG-Fortsätzen an;  

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, Zellkernfärbung mit 

HOECHST 33342 (blau) 
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4.4.4 Müller Gliazellen exprimierten über 14 Tage zunehmend Glial Fibrillary 
Acid Protein 

Der Expressionsnachweis von GFAP ergab eine zunehmende Expression in RMG 

über die Zeit in vitro (Abb. 4.25). Während die Expression in den frischen Netzhäuten 

der Kontrollgruppe auf die Nervenfaserschicht beschränkt war, ergab sich ab Tag 6 

in Kultur ein sich ausweitendes Expressionsmuster entlang radiärer RMG-Fortsätze, 

das an Tag 14 schließlich bis zur äußeren Grenzmembran reichte.   
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Abb. 4.25: Entwicklung der Expression von GFAP (grün) in der kultivierten Schweinenetzhaut, 
repräsentative Bildauswahl (n=3 Explantate pro Zeitpunkt), 400-fache Vergrößerung, 
Aufnahmen dekonvoliert. 
(A) Frische Retina als Kontrolle; (B) Drei Tage in Kultur, zunehmende Expression im Bereich der 

Ganglienzell- und Nervenfaserschicht; (C) Sechs Tage in Kultur, sich ausweitendes 

Expressionsmuster in radiären RMG-Fortsätzen bis in die äußere plexiforme Schicht; (D) Neun Tage 

in Kultur, radiäre Zellfortsätze erreichen teilweise die äußere Grenzmembran; (E) 14 Tage in Kultur, 

starke Expression im Bereich der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht, deutliche Zunahme der 

Expression in radiären Fortsätzen, die regelmäßig die äußere Grenzmembran erreichen; 

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, OLM: Äußere 

Grenzmembran, Zellkernfärbung mit HOECHST 33342 (blau) 
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Um die zunehmende GFAP-Expression in radiären RMG-Fortsätzen und auf Höhe 

der äußeren Grenzmembran näher zu untersuchen, wurden Doppelfärbungen mit 

Anti-GFAP und Anti-Cellular Retinaldehyd Binding Protein (CRALBP) an Tag 0 

(frische Retina) und Tag 14 durchgeführt. CRALBP ist in der Neuroretina ein RMG-

spezifisches Enzym, welches am visuellen Kreislauf beteiligt ist (Xue et al. 2015). In 

der frischen Retina durchzogen feine CRALBP-positive RMG-Fortsätze die Netzhaut 

bis in die äußere Kernschicht. Das entsprach einem RMG-assoziierten 

Expressionsmuster (Abb. 26A). Eine gekippte 3D-Projektion zur unteren Aufsicht auf 

die äußere Grenzmembran ergab keine CRALBP-Expression und damit keine 

sichtbaren Anteile von RMG (Abb. 4.26B). An Tag 14 war die RMG-assoziierte 

GFAP-Expression im Bereich der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht sehr intensiv 

(Abb. 4.26C, illustriert durch die Ko-Lokalisation in gelb). Die nun GFAP-positiven 

und radiär verlaufenden RMG-Fortsätze stellten sich deutlich plump dar. Die 

Expression auf Höhe der äußeren Grenzmembran in der gekippten 3D-Projektion zur 

unteren Aufsicht verdeutlichte die Präsenz von RMG im Bereich des subretinalen 

Raums an Tag 14 in Kultur (Abb. 4.26D).   
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Abb. 4.26: Ko-Lokalisation (gelb) der Expression von GFAP (grün) und CRALBP (rot) im 
Vergleich zwischen frischer Retina und Explantat nach 14 Tagen in Kultur, repräsentative 
Bildauswahl (n=2 Explantate pro Zeitpunkt), 400-fache Vergrößerung, Aufnahmen dekonvoliert. 
(A) Frische Retina als Kontrolle, CRALBP weist ein spezifisches, radiäres Expressionsmuster auf und 

illustriert feine RMG-Fortsätze durch die Retina bis in die äußere Kernschicht; RMG-assoziierte GFAP-

Expression in der Nervenfaserschicht (gelb); (B) Frische Retina, gekippte 3D-Projektion von Bild (A) 

zur unteren Aufsicht auf die äußere Grenzmembran, keine Expression beider Proteine, somit sind 

keine RMG-Fortsätze außerhalb der äußeren Kernschicht erkennbar; (C) 14 Tage in Kultur, Ko-

Lokalisation im Bereich der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht sowie in deutlich plumpen RMG-

Fortsätzen bis unterhalb der äußeren Kernschicht; (D) 14 Tage in Kultur, gekippte 3D-Projektion von 

Bild (C) zur unteren Aufsicht auf die äußere Grenzmembran, Präsenz von RMG-Fortsätzen im 

subretinalen Raum; 

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, OLM: Äußere 

Grenzmembran, Zellkernfärbung mit HOECHST 33342 (blau) 
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4.4.5 Axonbündel der Nervenfaserschicht blieben bis Tag 14 erhalten 

Um den Zustand der Nervenzellfortsätze über die Zeit in vitro zu untersuchen, wurde 

ein Expressionsnachweis von Neurofilament 200 (NEFH) durchgeführt. NEFH hat in 

der Retina verschiedener Spezies ein spezifisches Expressionsmuster entlang 

horizontaler Nervenzellfortsätze (Chévez and Font 1993; Blank, Müller, and Korf 

1997; Ruiz-Ederra et al. 2004). Demnach ergab sich in den frischen Netzhäuten der 

Kontrollgruppe ein spezifisches Expressionsmuster entlang der Axone von 

Ganglienzellen in der Nervenfaserschicht unmittelbar an der vitreoretinalen Grenze, 

sowie in horizontal verlaufenden Nervenzellfortsätzen in der äußeren plexiformen 

Schicht (Abb. 4.27). Mit zunehmender Dauer der Kultivierung (bis einschließlich Tag 

14) kam es zum beinahe vollständigen Verlust der Expression in der äußeren 

plexiformen Schicht. Die Expression in der Nervenfaserschicht begann sich ab Tag 6 

in Kultur geringgradig zu verändern (Fragmentierung und Zurückweichen von der 

vitreoretinalen Grenze), blieb jedoch über den Zeitraum von 14 Tagen erhalten.  
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Abb. 4.27: Entwicklung der Expression von NEFH (grün) in der kultivierten Schweinenetzhaut, 
repräsentative Bildauswahl (n=3 Explantate pro Zeitpunkt), 400-fache Vergrößerung. 
(A) Frische Retina als Kontrolle, Expression entlang horizontaler Nervenzellfortsätze in der 

Nervenfaserschicht sowie in der äußeren plexiformen Schicht; (B) Drei Tage in Kultur, beginnender 

Verlust der Expression im Bereich der äußeren plexiformen Schicht; (C) Sechs Tage in Kultur, 

zunehmender Verlust der Expression in der äußeren plexiformen Schicht, beginnende Veränderung 

des Expressionsmusters in der Nervenfaserschicht; (D) Neun Tage in Kultur, beinahe vollständiger 

Verlust der Expression in der äußeren plexiformen Schicht, (E) 14 Tage in Kultur, Expression in der 

Nervenfaserschicht wirkt verändert (Fragmentierung und Zurückweichen von der vitreoretinalen 

Grenze), ist jedoch erhalten; 

NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere 

Kernschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, ONL: Äußere Kernschicht, POS: Photorezeptor-

Außensegmente, Zellkernfärbung mit HOECHST 33342 (blau) 
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4.4.6 Das Netzhautproteom änderte sich kaum nach drei Tagen in Kultur 

Um einzuschätzen, inwieweit die Retina durch die Kultivierung ihr proteomisches 

Repertoire verändert, wurden Explantate nach drei Tagen in vitro im 

Massenspektrometer proteomisch charakterisiert (n=6). Zum Vergleich wurde ein 

Datensatz mit frischen Schweinenetzhäuten (n=3) erstellt.  

Insgesamt konnten 2214 gleiche Proteine sowohl in frischer als auch in kultivierter 

Retina identifiziert werden. Wir verglichen die Abundanzverteilung dieser gemeinsam 

identifizierten Proteine bezogen auf den jeweiligen Gesamtdatensatz. Die 

resultierende Korrelation ist in einem Abundanzplot dargestellt (Abb. 4.28). Dabei 

wurde insbesondere die Abundanz ausgesuchter Netzhautmarkerproteine 

berücksichtigt. Dazu zählen zelltypspezifische Marker, wie Vimentin und GFAP (für 

RMG), Recoverin und Rhodopsin (für Photorezeptoren), Calbindin (für 

Horizontalzellen), Syntaxin (für Amakrinzellen) und das strukturelle Neurofilament 

200 (für horizontale Nervenzellfortsätze), (Johansson, Eftekhari, and Warfvinge 2010; 

Haverkamp and Wässle 2000; Cheng, Djajadi, and Molday 2013). Funktionelle 

Marker waren Glutamin Synthetase und der Glial High Affinity Glutamate Transporter 

(für RMG), Synaptobrevin (für die synaptische Vesikelbildung) und Synapse 

Associated Protein 90 (ein synaptisches Protein der Photorezeptoren), (Johansson, 

Eftekhari, and Warfvinge 2010; Haverkamp and Wässle 2000; Cheng, Djajadi, and 

Molday 2013). 

Die Abundanzverteilung der gemeinsam identifizierten Proteine war in beiden 

Datensätzen sehr ähnlich (mittelstarke Korrelation, Abb. 4.28). Wichtige 

Netzhautmarkerproteine wurden relativ zum Gesamtdatensatz mit vergleichbaren 

Abundanzwerten exprimiert (abzulesen an der Nähe zur Trendlinie, Abb. 4.28). Dabei 

zeigten Glutamin Synthetase und VAMP1 nahezu identische relative Abundanzwerte 

(abzulesen an der Lage direkt auf der Trendlinie). Fast alle anderen Markerproteine 

wurden in frischer Retina verglichen mit den Explantaten nach drei Tagen in vitro 

bezogen auf den jeweiligen Datensatz geringfügig höher exprimiert (abzulesen an 

der Lage oberhalb der Trendlinie).  
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Abb. 4.28: Korrelation der Abundanz von 2214 gemeinsam identifizierten Proteinen in frischer 
(n=3) verglichen mit drei Tage lang kultivierter Retina (n=6). 
Abundanzverteilung (log10 transformierte Abundanzwerte) in frischer (y-Achse) und in kultivierter 

Retina (x-Achse) bezogen auf den jeweiligen Datensatz. Die linear verlaufende Trendlinie zeigt für die 

Gesamtheit der untersuchten Proteine eine Korrelation zwischen beiden Abundanzverteilungen mit 

einem Bestimmtheitsmaß R2 von 0,6. Wichtige zelluläre, strukturelle und funktionelle 

Netzhautmarkerproteine sind rot gekennzeichnet. 

GS: Glutamin Synthetase, VIM: Vimentin, GFAP: Glial Fibrillary Acid Protein, RCVRN: Recoverin, 

RHO: Rhodopsin, VAMP1 und 2: Synaptobrevin 1 und 2, NEFH: Neurofilament 200, CALB1: 

Calbindin, STX1A: Syntaxin, SLC1A2: Glial High Affinity Glutamate Transporter, DLG4: Synapse-

associated Protein 90 
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5 DISKUSSION 

Die DR ist eine Komplikation von Diabetes mellitus, die zu einer erheblichen 

Beeinträchtigung des Sehvermögens bis hin zur vollständigen Erblindung führen 

kann (Flaxman et al. 2017). Für die Untersuchungen im Rahmen dieses Projekts 

standen uns Erkenntnisse aus einem neuen Diabetesmodell im INSC94Y-Schwein zur 

Verfügung, das unsere Gruppe kürzlich hinsichtlich der Pathophysiologie am Auge 

charakterisiert hat (Kleinwort et al. 2017). Dabei konnten etliche Merkmale der DR 

des Menschen nachgewiesen werden, die das Modell als vielversprechendes 

translationales Modell erscheinen lassen (Kleinwort et al. 2017). Zu diesen 

Merkmalen gehören auch funktionelle Veränderungen von RMG (Kleinwort et al. 

2017). In der Pathophysiologie der DR scheinen veränderte RMG eine wichtige 

Bedeutung zu haben (Coughlin, Feenstra, and Mohr 2017). Die molekularen 

Mechanismen, die sich in RMG bei Diabetes mellitus verändern, sind allerdings 

bisher unverstanden (McDowell et al. 2018). Ein wesentliches Ziel dieses Projekts 

war deshalb die Aufklärung von Mechanismen, die in RMG des Schweines unter 

einer diabetischen Stoffwechselsituation auf Proteinebene auftreten. 

Um diabetische Bedingungen in unserem RMG-Modell zu simulieren, standen wir vor 

der Herausforderung, das komplexe diabetische Milieu in vivo in Kultur herzustellen 

(Mohammad Shamsul Ola et al. 2012). Bei Diabetes mellitus spielen dysregulierte 

Werte von Glukose, Lipiden und Aminosäuren sowie zahlreiche Mediatoren, wie 

Wachstumsfaktoren und Entzündungsmoleküle, eine Rolle (Mohammad Shamsul Ola 

et al. 2012). Alle Faktoren unter Versuchsbedingungen zu berücksichtigen ist so gut 

wie unmöglich. Hier konzentrierten wir uns, in Anlehnung an eine Publikation über in 

vitro Alternativen in der DR-Forschung, auf den Aspekt des diabetischen 

Glukosestoffwechsels (Valdés et al. 2016). Wir simulierten in getrennten 

Behandlungsansätzen zwei Formen eines gestörten Glukosestoffwechsels, die bei 

Diabetes mellitus auftreten: Die Hyperglykämie und die Glykolysehemmung (Valdés 

et al. 2016). Valdés et al. beschreiben beide Ansätze als geeignet, um die DR in der 

Mäusenetzhaut in vitro zu studieren (Valdés et al. 2016).  

Unseres Wissens nach existiert keine Studie, die den Einfluss einer 

Glykolysehemmung auf RMG in einem diabetischen Kontext untersucht (Pubmed-

Recherche: Stand 17. Dezember 2019). Und das obwohl bekannt ist, dass die 

Glykolyse in der Rattennetzhaut bei Diabetes mellitus gehemmt ist (M. Shamsul Ola 
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et al. 2006; Santiago 2009). Diese Hemmung könnte auf die Inaktivität glykolytischer 

Enzyme zurückzuführen sein, die bei Ratten in direktem Zusammenhang mit der 

Entwicklung einer Retinopathie steht (Kanwar and Kowluru 2009). In Anlehnung an 

diesen Befund erschien es uns plausibel, die Glykolysehemmung in unserem Modell 

durch enzymatische Hemmung auszulösen. Dazu eignet sich die Zugabe von 2-

Deoxyglukose (2-DG) in das Kulturmedium (D. Zhang et al. 2016). 2-DG ist ein 

synthetisches Glukoseanalogon, welches von RMG aus Säugetieren in vitro wie 

Glukose aufgenommen und phosphoryliert wird (C. Poitry-Yamate and Tsacopoulos 

1991; Barry S. Winkler et al. 2003). Die Aufnahme von 2-DG steht in Konkurrenz mit 

der Glukoseaufnahme, da es über dieselben Transporter transferiert wird (Tran et al. 

2016). Phosphoryliertes 2-DG kann nicht weiter metabolisiert werden und reichert 

sich in der Zelle an, was zu einer nicht-kompetitiven Hemmung der Hexokinase und 

somit zur Hemmung der Glykolyse führt (D. Zhang et al. 2016). Valdés et al. setzen 

in ihrem diabetischen Mäusenetzhautmodell zur Glykolysehemmung eine 2-DG 

Konzentration im Verhältnis 1:1 zur Glukosekonzentration während 24 Stunden ein 

(Valdés et al. 2016). In Anlehnung daran wendeten wir 2-DG in der 

Glykolysehemmungs-Gruppe ebenfalls über 24 Stunden an, allerdings im fast 

vierfachen Überschuss verglichen mit der Glukosekonzentration, um eine möglichst 

umfassende Hemmung der Glykolyse zu erreichen. 

Sowohl durch die hyperglykämische Behandlung als auch durch die 

Glykolysehemmung induzierten wir eine behandlungsspezifische Veränderung im 

gesamten RMG-Proteom des Schweines, das insgesamt 2744 Proteine umfasste 

(Kapitel 4.1.1). Unter Berücksichtigung der statistischen Signifikanz und eines, auf 

den Daten basierenden, Mindestwerts für die Expressionsänderung waren in der 

Hyperglykämie-Gruppe insgesamt 103 Proteine und in der Glykolysehemmungs-

Gruppe 240 Proteine differenziell exprimiert (Kapitel 4.1.2, 4.1.4). Interessanterweise 

ergab der biologische Kontext der differenziell veränderten Proteine für beide 

Behandlungsgruppen unabhängig voneinander dieselben ECM-assoziierten 

Prozesse (Abb. 4.3, 4.5). Dementsprechend waren unter den signifikant veränderten 

Proteinen in beiden Gruppen auffallend viele Mitglieder der ECM-Proteinfamilie 

(Tabelle 4.1, 4.2). Besonders auffällig war, dass der Großteil dieser ECM-Proteine in 

beiden Gruppen vermindert exprimiert vorlag. Unter den verminderten Proteinen 

befanden sich in beiden Gruppen einige Kollagen-α-Ketten, als Bestandteil der 

Kollagene, sowie Glykoproteine, wie Fibronektin. Sieben der Kollagen-α-Ketten 
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sowie Fibronektin lagen in beiden Behandlungsansätzen übereinstimmend 

vermindert vor (Tabelle 4.3). Der übereinstimmenden Verminderung dieser Proteine 

in beiden Behandlungsgruppen schrieben wir eine besonders hohe Aussagekraft zu, 

weil so die zwei Formen des gestörten Glukosestoffwechsels bei Diabetes mellitus 

unabhängig voneinander einbezogen wurden. Dies gewährleistet es unserer 

Meinung nach, das diabetische Milieu in vivo hinsichtlich des Glukosestoffwechsels 

möglichst umfassend zu berücksichtigen.  

Kollagene sind aus α-Ketten aufgebaut und bilden in der ECM ein Gerüst aus 

Fasern, das die strukturelle Hauptkomponente der ECM darstellt (Frantz, Stewart, 

and Weaver 2010). Auch Fibronektin ist ein faserförmiges ECM-Protein, welches 

eine wichtige Bedeutung als Verbindungsglied zwischen Zellen und der umliegenden 

ECM hat (Singh, Carraher, and Schwarzbauer 2010). Die Verminderung dieser ECM-

Komponenten in RMG könnte eine verminderte Sekretion in die umliegende ECM 

bedeuten. Dabei käme es über eine Verminderung von Gerüstsubstanz (Kollagen-α-

Ketten) sowie über eine Verschlechterung der zellulären Anheftung (Fibronektin) zu 

einer Destabilisierung der ECM, die die RMG umgibt.  

Mit dieser Hypothese übereinstimmend lagen auch ECM-Regulatorproteine, wie die 

Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenasen 1 bis 3, vermindert exprimiert vor 

(Tabelle 4.1, 4.2, 4.3). Diese Enzyme haben eine essentielle Rolle bei der 

Kollagenfaserbildung und somit beim Aufbau eines intakten Fasergerüsts (Qi and Xu 

2018). Die verminderte Expression dieser Proteine könnte daher zu einer weiteren 

Destabilisierung der ECM um RMG beitragen.  

Eine ECM-Struktur mit enger Verknüpfung zu den Endfüßen von RMG ist die ILM, 

eine dünne ECM-Schicht an der Innenfläche der Netzhaut (Syrbe et al. 2018). 

Zellkulturexperimente an RMG des Menschen deuten darauf hin, dass RMG ECM-

Proteine, wie Kollagen-α-Ketten, produzieren, die in der ILM vorkommen (Ponsioen 

et al. 2008). Basierend auf diesem Ergebnis stellen wir die Hypothese auf, dass RMG 

in der DR einen Einfluss auf die Zusammensetzung der ECM in der ILM ausüben. 

Die RMG-vermittelte Destabilisierung der ECM könnte so zu strukturellen Schäden 

der ILM bei der DR führen. Damit übereinstimmend beobachteten wir in beiden 

Behandlungsgruppen eine verminderte Expression von drei Integrin-α-Untereinheiten 

(Tabelle 4.3). Integrine sind aus α- und β-Untereinheiten aufgebaut und gelten als 

Schlüsselfaktoren für die korrekte Verknüpfung von ECM-Proteinen in der ILM 

(Halfter et al. 2008). Eine verminderte Expression von Integrin-α-Untereinheiten in 
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RMG könnte eine verminderte Bereitstellung von Integrinen für die Verknüpfung der 

ECM in der ILM bedeuten. Dies würde zu einer zusätzlichen Destabilisierung dieser 

Membran führen. 

Die Vermutung, dass eine Destabilisierung der ECM zur Destabilisierung der ILM 

führen könnte, deckt sich mit Erkenntnissen unserer Gruppe über eine Auflösung der 

ILM im diabetischen Schweinemodell (Kleinwort et al. 2017). Die in unserem RMG-

Diabetesmodell gewonnenen Erkenntnisse könnten einen möglichen 

Pathogenesemechanismus erklären, der sich hinter der Auflösung der ILM im 

diabetischen Schweinemodell verbirgt.  

Bei der Auswertung unserer Daten, bei der wir diesen potenziellen 

Pathogenesemechanismus identifiziert haben, sind wir bewusst „nicht-

hypothesengesteuert“ vorgegangen. Wir haben zunächst die Veränderungen im 

RMG-Proteom in ihrer Gesamtheit berücksichtigt (Kapitel 4.1.1) und anschließend 

eine ganze Gruppe funktionell verwandter ECM-Proteine für die 

Hypothesengenerierung herangezogen (Kapitel 4.1.2, 4.1.4, 4.1.7). Uns ist keine 

Studie bekannt, in der eine proteomweite Reaktion in RMG unter einer diabetischen 

Stoffwechselsituation anhand einer umfassenden, differenziellen Proteomanalyse 

beschrieben wird (Pubmed-Recherche: Stand 23. Dezember 2019). Einige Studien 

beschäftigen sich zwar mit Proteinexpressionsänderungen in RMG unter 

hyperglykämischen Kulturbedingungen, die Untersuchungen sind dabei allerdings 

auf einzelne Proteine und damit zusammenhängende Mechanismen beschränkt (Fan 

et al. 2014; Zhao et al. 2015; Matteucci et al. 2014; Duarte et al. 2016; Zhou et al. 

2016; Luo et al. 2016). Beispielsweise wurde in primären RMG aus Ratten der 

Mechanismus der RMG-Gliose anhand der Expressionsänderung des gliotischen 

Markerproteins GFAP untersucht (Matteucci et al. 2014; Duarte et al. 2016; Fan et al. 

2014; Zhao et al. 2015). Die genannten Studien basieren bei der Untersuchung von 

veränderten Proteinexpressionsmustern auf einer Hypothese, der die gezielte 

Untersuchung bestimmter Proteine folgt. Eine proteomweite Untersuchung 

ermöglicht es hingegen, neue Zielmoleküle mit einer Schlüsselposition in der 

Pathogenese der DR und damit verbundene, unbekannte Mechanismen zu 

identifizieren (Hauck et al. 2012). Die RMG-vermittelte Destabilisierung der ECM, die 

möglicherweise zur Auflösung der ILM bei Diabetes mellitus beiträgt, wäre ein 
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solcher bisher unbekannter Mechanismus (Pubmed-Recherche: Stand 17. Dezember 

2019).  

In unserem Modell war eine dreitägige diabetische Behandlung ausreichend, um eine 

substantielle Expressionsänderung von ECM-Proteinen zu induzieren (Kapitel 4.1.3, 

4.1.5). Das ist unserer Meinung nach ein Hinweis darauf, dass die Auflösung der ILM 

bereits in einem sehr frühen Stadium der DR von RMG initiiert werden könnte. Das 

Verständnis von Prozessen, die in der Pathogenese initial passieren, ist eine wichtige 

Grundlage für die Entwicklung von Therapieformen, die in einem frühen 

Krankheitsstadium ansetzen (Miljković and Spasojević 2013). Wenn die Auflösung 

der ILM bei der DR in Zukunft therapeutisch verhindert werden könnte, könnten auch 

schwere Folgekomplikationen, wie die Ansammlung von harten Exsudaten, 

vermieden werden (Kleinwort et al. 2017).  

Die Übertragbarkeit der hier beobachteten ECM-Proteinexpressionsänderungen in 

vitro auf die in vivo Situation bei Diabetes mellitus könnte durch die artifiziellen 

Bedingungen grundsätzlich eingeschränkt sein (Ghallab 2013). Durch die 

Verwendung von primären RMG bewegten wir uns deutlich näher an der in vivo 

Situation als es bei der Verwendung von immortalisierten Zellen möglich gewesen 

wäre (Zalis, Johansson, and Englund-Johansson 2017; Ponsioen et al. 2008). 

Trotzdem entsprechen primäre Netzhautzellen in Kultur nicht dem dissoziierten 

Ebenbild der Zellen in vivo (Hauck, Suppmann, and Ueffing 2003; Szober et al. 

2012). Beispielsweise hat eine vorangegangene Studie gezeigt, dass primäre 

Schweine RMG ihr Proteom durch die Kultivierung deutlich verändern (Hauck, 

Suppmann, and Ueffing 2003). Es ist nicht auszuschließen, dass diese 

kulturinduzierten Veränderungen auch das ECM-Proteinrepertoire betreffen. 

Überdies ist bekannt, dass insbesondere die ECM-Proteinexpression stark von der 

zellulären Umgebung abhängt, die im Fall der Einzelzellkultur nicht der in vivo 

Situation entspricht (Jhala et al. 2019). Somit wäre es denkbar, dass die von uns 

beobachtete Expressionsänderung zahlreicher ECM-Proteine infolge einer 

diabetischen Stoffwechselsituation in vitro die Reaktion von RMG bei Diabetes 

mellitus in vivo nicht bzw. nicht vollumfänglich repräsentieren kann. Für 

weiterführende Untersuchungen würden sich deshalb organotypische 

Netzhautkulturen aus Schweinen anbieten, weil sie die Netzhaut nahe an der in vivo 

Situation abbilden (Schnichels et al. 2019). Wir gehen davon aus, dass das ECM-
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Proteinrepertoire von RMG und damit verbunden auch die Expressionsänderung von 

ECM-Proteinen unter diabetischen Bedingungen in intakten Netzhautkulturen 

umfassender als in isolierten RMG studiert werden können. Zu diesem Zweck haben 

wir im Rahmen des Projekts ein organotypisches Schweinenetzhautmodell aufgebaut 

(Kapitel 4.2). In Zukunft könnten bildgebende Verfahren an 

Schweinenetzhautexplantaten unter diabetischen Kulturbedingungen im Vergleich 

zur Kontrollbedingung zeigen, ob in der ILM ein verminderter Gehalt von Kollagen-α-

Ketten oder Fibronektin vorliegt. Auch die verminderte Expression der Integrin-α-

Untereinheiten und der Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenasen könnten so 

verifiziert werden. Unsere Liste veränderter ECM-Proteine könnte dabei Hinweise 

geben, welche weiteren ECM-Proteine potenziell entscheidende Kandidaten für die 

Auflösung der ILM sein könnten (Tabelle 4.3).  

Schlussendlich wird geklärt werden müssen, in welchem Umfang die Ergebnisse aus 

unseren Modellen auf die Pathogenese der DR des Menschen übertragbar sind. 

Grundsätzlich ist von einem hohen translationalen Wert auszugehen, da sich 

Schweine- und Menschenaugen nicht nur grundsätzlich gleichen, sondern auch 

identische pathophysiologische Merkmale aufgrund von Diabetes mellitus entwickeln 

(Kleinwort et al. 2017). Dennoch ist die Übertragbarkeit aller in diesem Tiermodell 

gewonnenen Erkenntnisse auf die DR des Menschen nicht garantiert. In einem 

ersten Schritt könnte versucht werden, die Ergebnisse in Spendernetzhautkulturen 

des Menschen zu reproduzieren.  

Bei der Auswertung der Proteinexpressionsänderungen in unserem RMG-

Diabetesmodells war für uns, neben den ECM-Proteinen, vor allem SPP1 ein 

interessanter Kandidat (Kapitel 4.1.2, 4.1.4, 4.1.7). Auch dieses Protein lag in beiden 

Behandlungsgruppen übereinstimmend vermindert vor, was die Berücksichtigung 

beider Formen des gestörten Glukosestoffwechsels bei Diabetes mellitus 

gewährleistete (Tabelle 4.3). Unsere Gruppe war bisher an zwei proteomischen 

Studien über Schweine RMG beteiligt, in denen die SPP1-Sekretion von RMG 

nachgewiesen wurde (von Toerne et al. 2014; Ruzafa, Pereiro, Lepper, et al. 2018). 

Dennoch fehlen in der Literatur unserer Kenntnis nach nähere Informationen zu 

SPP1 in dieser Spezies, darunter beispielsweise das Expressionsmuster in der 

Schweinenetzhaut (Pubmed-Recherche: Stand 29. November 2019). Darüber hinaus 

hat unsere Gruppe in der Netzhaut von Pferden mit autoimmuner Uveitis eine SPP1-
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Expressionsminderung in RMG nachgewiesen (Deeg et al. 2011). Deshalb 

interessierten wir uns besonders für die Expressionsminderung in einem 

diabetischen Kontext. Außerdem wird die Rolle von SPP1 in der Netzhaut kontrovers 

diskutiert, sodass neue Erkenntnisse in einem Diabetesmodell wertvolle 

Informationen über die Funktion von SPP1 in der Netzhaut liefern könnten (Deeg et 

al. 2011; Ruzafa, Pereiro, Aspichueta, et al. 2018). Aus diesen Gründen haben wir 

SPP1 für weitere Untersuchungen ausgewählt. Für die Verifizierung wollten wir 

organotypische Netzhautkulturen aus Schweinen verwenden. Ziel war es, die 

Netzhaut in Kultur denselben diabetischen Behandlungen zu unterziehen, wie wir sie 

in unserem isolierten RMG-Modell durchgeführt haben. Die Definition des SPP1-

Expressionsmusters in der Schweinenetzhaut sowie die Verifikation der SPP1-

Expressionsminderung sollten dann mittels bildgebender Verfahren erfolgen. Um 

dies umsetzen zu können, haben wir optimierte Methoden für die Präparation und 

Kultivierung von Schweinenetzhautexplantaten sowie für deren Weiterverarbeitung 

für bildgebende Verfahren entwickelt (Kapitel 4.2).  

Dabei zählte es zu unseren Anforderungen, ein diabetisches Netzhautmodell mit 

möglichst hohem translationalen Wert für die DR im Menschen aufzubauen. In der 

Schweinenetzhaut gibt es den visual streak, einen Bereich der durch eine hohe 

Dichte an Ganglienzellen und Zapfen gekennzeichnet ist (Kapitel 4.2.1), (Garcá et al. 

2005; Hendrickson and Hicks 2002). Die Region innerhalb des visual streak 

unmittelbar am Sehnervenkopf weist dabei die höchste Zapfendichte auf und 

entspricht so dem funktionellen Feinbau der Makula des Menschen (Kleinwort et al. 

2017; Chandler et al. 1999; Hendrickson and Hicks 2002). Ein Funktionsverlust der 

Makula trifft Patienten mit einer DR besonders schwer, da er häufig zur vollständigen 

Erblindung führt (H. Lee et al. 2019). Unserer Ansicht nach ist die Erforschung 

pathologischer Mechanismen speziell in diesem Bereich der Netzhaut bei der DR von 

zentraler Bedeutung. Bei der Modellentwicklung haben wir uns daher auf den 

Makula-ähnlichen Bereich der Schweinenetzhaut konzentriert. Um den visual streak 

zuverlässig auffinden zu können, vermittelt unsere Arbeit Kenntnisse über die 

topographische Anatomie der Neuroretina des Schweines (Kapitel 4.2.1). Wir haben 

die Schweinenetzhaut durch ein gedachtes Raster in neun Felder unterteilt und diese 

benannt. Damit kann die Region der Netzhaut, aus der ein Explantat entnommen 

wird, eindeutig lokalisiert werden. Für das Modell haben wir die Makula-ähnliche 
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Region aus dem visual streak nasal des Sehnervenkopfs explantiert (Abb. 4.8, 

Region 2b).  

Es gelang uns, eine manipulationsarme Präparationsmethode zu entwickeln, bei der 

eine korrekte topographische Orientierung im eröffneten Augapfel und somit die 

gezielte Auswahl von Explantaten aus dem visual streak stets gewährleistet waren 

(Kapitel 4.2.2, Abb. 4.13). Diese Methode erforderte das Ausschneiden des 

Explantats aus der zuvor abgelösten Neuroretina, die im intakten Augapfel schwamm 

und über die feste Verbindung zum Sehnervenkopf in Position gehalten wurde (Abb. 

4.10). Hierfür erwies sich das Ausstechen mit einer Biopsiestanze anstelle des 

herkömmlichen Ausschneidens mit einem Skalpell als praktikabel (Abb. 4.13). Das 

Ausstechen mit der Stanze ermöglichte eine sehr präzise Auswahl des zu 

explantierenden Bereichs. Die Manipulation beim Ausstechvorgang war dabei auf ein 

Minimum reduziert. Die kreisrunde Schnittkante, die beim Ausstechen mit einer 

Stanze entstand, hatte außerdem entscheidende Vorteile für die weitere 

Handhabung: Die glatten Schnittränder konnten sich nicht ineinander verhaken und 

gewährleisteten später ein flächiges Anliegen des Explantats auf der Kulturmembran 

(Abb. 4.12, Abb. 4.13). Die eckigen Kanten bei der Präparation mit einem Skalpell 

verhakten sich hingegen häufig ineinander, was die Handhabung deutlich erschwerte 

und zu eingeschlagenen Rändern beim Ablegen auf der Membran führte. Es ist 

bekannt, dass ein flaches Aufliegen des Explantats auf der Kulturmembran die 

Kultivierbarkeit der Schweinenetzhaut verbessert (Taylor et al. 2013). Außerdem 

beruht das Prinzip der Medium-zu-Luft Kultivierung von Netzhautkulturen auf der 

ausreichenden Nährstoffversorgung über das Medium sowie auf dem unbehinderten 

Gasaustausch über die Umgebungsluft (Bull 2011). Dafür ist es unserer Meinung 

nach essentiell, dass das Netzhautgewebe flach und ohne Überlagerungen auf der 

Kulturmembran ausgebreitet ist.  

Der Transfer des Explantats auf die Kulturmembran mithilfe des oberen Endes einer 

Glaspasteurpipette hat sich als weiterer sehr praktikabler Schritt erwiesen (Abb. 

4.13). Eine Publikation beschreibt den Transfer von Schweinenetzhautexplantaten 

auf sterilem Filterpapier, woran wir unsere erste Idee des Transfers auf Parafilm 

anlehnten (Jianfeng Wang et al. 2011). Allerdings erforderte das Ablegen des 

Explantats auf der Kulturmembran die Manipulation mit Pinzetten. Fast gänzlich ohne 

Manipulation ist hingegen der Transfer von Mäusenetzhautexplantaten in vorne 

abgeschnittenen Pinzettenspitzen aus Plastik beschrieben, wobei die Schnittkanten 
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der Pinzettenspitzen geglättet werden sollten (Gustmann and Dünker 2010). 

Aufgrund der Größe unserer Explantate (6 mm Durchmesser, festgelegt durch die 

Größe der Biopsiestanze) kam der Transfer in einer Pinzettenspitze nicht in Frage. 

Das obere Ende einer Glaspasteurpipette erwies sich dahingegen als genau 

passend (Abb. 4.12, 4.13). Zudem ist das obere Ende der Pipette nicht verjüngt und 

die Ränder sind stumpf, sodass beim Aufnehmen des Explantats keinerlei Schaden 

entstehen kann. Darüber hinaus erwies sich die Transparenz der Glaspipette als 

äußerst hilfreich für die makroskopische Selektion. Sichtbare Schäden, wie Risse 

oder Kerben, die bei der bisherigen Präparation entstanden waren, schlossen ein 

Explantat für die Kultivierung aus. Auch ein Verlust der Photorezeptor-

Außensegmente konnte bei ganz genauer Betrachtung als Aufhellung der samtigen 

Schicht der Photorezeptoren erkannt werden und führte zum Ausschluss des 

Explantats.  

Der größte Gewinn der Glaspipettenmethode bestand darin, sehr praktikabel 

bestimmen zu können, welche die innere (liegt in vivo dem Glaskörper an) bzw. die 

äußere Oberfläche (liegt in vivo dem RPE an) der Netzhautexplantate war (Abb. 

4.12A,B). Dies war entscheidend, weil man bei der Kultivierung der Neuroretina zwei 

Ausrichtungen unterscheidet, das heißt welche Oberfläche der Neuroretina auf der 

Kulturmembran aufliegt und welche sich an der Luft befindet (Taylor et al. 2014). 

Lange Zeit war es üblich, die Explantate mit der äußeren Oberfläche und somit mit 

den Photorezeptoren nach unten auf der Membran zu kultivieren (Murali et al. 2019). 

Das hatte den Grund, dass so die Photorezeptoren, als der stoffwechselaktivste 

Zelltyp in der Netzhaut, einen bestmöglichen Zugang zur Nährstoffversorgung über 

das Medium hatten (Ogilvie et al. 1999). Anhand von Netzhautkulturen der Ratte 

wurde allerdings bald diskutiert, dass diese Ausrichtung auf der Kulturmembran für 

die Kultivierung maturer Netzhäute nicht uneingeschränkt empfehlenswert sei 

(Johnson and Martin 2008). Als Alternativmethode wurden Rattennetzhautexplantate 

mit der inneren Oberfläche auf der Kulturmembran kultiviert, was die Anheftung auf 

der Membran und die Kultivierbarkeit deutlich verbesserte (Pinzón-Duarte et al. 

2000). Diesem Beispiel folgten Studien an Mäuse- und 

Schweinenetzhautexplantaten (Xin et al. 2007; Jianfeng Wang et al. 2011; Taylor et 

al. 2014). Taylor et al. fanden heraus, dass der Erhalt der Morphologie der 

Schweinenetzhaut nach zehn Tagen in vitro von dieser Ausrichtung auf der 

Kulturmembran deutlich profitierte. Sie begründeten dies mit der Theorie, dass das 
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Aufliegen der vergleichsweise steifen inneren Neuroretina auf der unelastischen 

Kulturmembran die gesamte Netzhaut mechanisch stabilisiert (Taylor et al. 2014). 

Diese Art der Ausrichtung wurde daher als „inner retinal support“ (IRS) bezeichnet 

(Taylor et al. 2014). Die erreichte Versteifung könnte die im Auge in vivo 

vorherrschenden, biomechanischen Stabilisierungskräfte simulieren (Taylor et al. 

2014). Wir selbst konnten beim Erhalt der morphologischen Struktur keine 

Unterschiede zwischen beiden Methoden der Kultivierung nach drei Tagen in vitro 

feststellen (Abb. 4.16). In Anlehnung an Taylor et al. haben wir für alle 

nachfolgenden Experimente ausschließlich Explantate in der IRS-Ausrichtung 

verwendet (Taylor et al. 2014). Ob sich über einen längeren Zeitraum der 

Kultivierung auch bei uns Unterschiede zwischen beiden Methoden ergeben hätten, 

können wir nicht beurteilen.  

Nachdem wir eine geeignete Präparationsmethode für unsere 

Schweinenetzhautexplantate entwickelt hatten, musste es uns gelingen, die 

Neuroretina bestmöglich in Kultur zu erhalten. Wir beschäftigten uns daher detailliert 

mit einer Optimierung der Kulturbedingungen (Kapitel 4.2.4, Abb. 4.16). Das am 

häufigsten verwendete Kultivierungsprinzip für Netzhautkulturen unterschiedlicher 

Spezies ist die Medium-zu-Luft Kultivierung (Kapitel 3.1.2.1.2), (Ying Li et al. 2018). 

Unter Anwendung des Prinzips der Medium-zu-Luft Kultivierung haben wir einige 

Modifikationen der Kulturbedingungen für unser Netzhautmodell getestet. Die 

Evaluierung unserer Modifikationen erfolgte anhand der Beurteilung des Erhalts der 

Morphologie der kultivierten Netzhäute nach der Fixation (Kapitel 4.2.3). 

Bei der Auswahl des Zellkulturmediums (DMEM/F12, Neurobasalmedium) haben wir 

uns an anderen Studien über Schweinenetzhautexplantate orientiert (Taylor, Arnér, 

and Ghosh 2016; Di Lauro et al. 2016; Cepeda et al. 2016). Die Idee zur 

Verwendung von RPMI 1640 Medium stammte aus Veröffentlichungen zu 

Netzhautexplantaten aus anderen Spezies (Burden-Gulley, Ensslen, and Brady-

Kalnay 2002; Oblander et al. 2007). Wir verglichen die Kultivierung mit allen drei 

Medien mit einer jeweiligen FBS-Konzentration von 10%. Durch die Kultivierung mit 

RPMI 1640 Medium konnten wir das beste Ergebnis erzielen, was sich insbesondere 

im vollständigen Erhalt der Photorezeptor-Außensegmente über zwei Tage in Kultur 

zeigte (Abb. 4.15, 4.16). RPMI 1640 ist das einzige der drei Zellkulturmedien, 

welches Glutathion enthält (vergleiche Herstellerangaben, Stand November 2019). 
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Glutathion ist ein wichtiges Antioxidans, das in der Netzhaut von Mäusen natürlich 

vorkommt (Schultz et al. 2018; Navneet, Zhao, et al. 2019; Navneet, Cui, et al. 2019; 

Grosche et al. 2016). Jedoch haben Untersuchungen an Ratten, Kaninchen, 

Meerschweinchen und auch Primaten gezeigt, dass die Außensegmente von 

Photorezeptoren nahezu kein Glutathion enthalten (Carter-Dawson et al. 2004; 

Huster et al. 1998; Schütte and Werner 1998; Pow and Crook 1995). In 

Übereinstimmung damit haben Untersuchungen im Kaninchen ergeben, dass die 

Photorezeptor-Außensegmente besonders sensibel auf oxidativen Stress reagieren 

(Baksheeva et al. 2018). Oxidativer Stress tritt auch in der Schweinenetzhaut durch 

die Kultivierung auf (Åkerström et al. 2017). In Anlehnung an das Ergebnis aus 

Kaninchen gehen wir davon aus, dass sich der oxidative Stress in der kultivierten 

Schweinenetzhaut vor allem auf die Photorezeptor-Außensegmente auswirkt 

(Baksheeva et al. 2018). Dies könnte die Veränderungen der Photorezeptor-

Außensegmente durch Kultivierung mit DMEM/F12 und Neurobasalmedium erklären. 

Der vergleichsweise sehr gute Erhalt der Photorezeptor-Außensegmente durch 

Kultivierung mit RPMI 1640 Medium könnte auf eine verbesserte oxidative 

Stressbewältigung durch das in diesem Medium enthaltene Glutathion 

zurückzuführen sein. Dass Photorezeptoren in der Lage sind, Glutathion aus dem 

Medium aufzunehmen, erscheint plausibel, da in der Mäusenetzhaut die Aufnahme 

von Glutathion aus extraretinalen Quellen beschrieben ist (Trachsel-Moncho et al. 

2018). Um die Aufnahme von Glutathion aus dem RPMI 1640 Medium in die 

Photorezeptor-Außensegmente unserer Netzhautkulturen nach zwei Tagen in vitro 

zu überprüfen, könnte die Expression von Glutathion in bildgebenden Verfahren 

nachgewiesen werden (B.S. Winkler et al. 2005). Dabei könnte der Vergleich 

zwischen Explantaten, die mit RPMI 1640 bzw. DMEM/F12 Medium kultiviert wurden, 

vorgenommen werden. Der Vergleich mit Explantaten, die mit Neurobasalmedium 

kultiviert wurden, wäre angesichts des großflächigen Verlusts der Photorezeptor-

Außensegmente nach zwei Tagen in Kultur nicht sinnvoll. Um anschließend zu 

überprüfen, ob sich mögliche Unterschiede im Glutathiongehalt auch funktionell auf 

die oxidative Stressbewältigung auswirken, könnte ein vergleichender 

Expressionsnachweis von Markern für oxidativen Stress, wie Avidin oder 4-

Hydroxynonenal, erfolgen (Trachsel-Moncho et al. 2018). Darüber hinaus könnten 

weitere Experimente zeigen, ob eine zusätzliche Supplementierung von 

Antioxidantien, wie Glutathion, in RPMI 1640 Medium den Erhalt der Photorezeptor-
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Außensegmente in Schweinenetzhautexplantaten über die Zeit in vitro weiter 

verbessern könnte.  

Das gute Ergebnis, das wir bei der Kultivierung mit RPMI 1640 Medium erzielen 

konnten, hing allerdings vom FBS-Zusatz als der limitierende Faktor für den Erhalt 

der gesamten Netzhautmorphologie ab (Abb. 4.16). Der Verzicht auf den Zusatz von 

10% FBS in das RPMI 1640 Medium führte bereits nach drei Tagen in vitro zu einer 

vollständigen Auflösung der morphologischen Struktur der Netzhautexplantate. Der 

Verzicht auf FBS beruhte auf der Tatsache, dass Serum als Kulturzusatz bei der 

Netzhautkultivierung umstritten ist (Murali et al. 2019). Aufgrund der nicht exakt zu 

definierenden Zusammensetzung gilt es als ein unkontrollierbarer Faktor mit 

unbekannter Einflussnahme auf Experimente (Murali et al. 2019). Daher gab es 

immer wieder Versuche, Netzhautexplantate unter serumfreien Bedingungen zu 

kultivieren, was vor allem für Nagetiernetzhäute hinsichtlich des Erhalts der 

Morphologie erfolgreich war (Johnson and Martin 2008; Caffé et al. 2001; 

Alarautalahti et al. 2019). Mäusenetzhautexplantate können bis zu vier Wochen unter 

serumfreien Bedingungen mit erhaltener morphologischer Struktur kultiviert werden 

(Caffé et al. 2001). Im Gegensatz zu Netzhautexplantaten aus Nagetieraugen lässt 

sich die serumfreie Kultivierung für Netzhautexplantate des Menschen nicht 

anwenden (Murali et al. 2019). Unsere Ergebnisse zeigen, dass auch für die 

Schweinenetzhaut von einer serumfreien Kultivierung definitiv abzuraten ist. Das 

deckt sich mit zahlreichen Berichten über die Kultivierung von Schweinenetzhäuten, 

in denen, übereinstimmend mit unserem Protokoll, der Zusatz von 10% FBS in das 

Kulturmedium beschrieben wird (Åkerström et al. 2017; Taylor et al. 2017; 

Engelsberg and Ghosh 2007; Di Lauro et al. 2016; Ivan Fernandez-Bueno et al. 

2008).  

Die Notwendigkeit einer Serum-Zugabe bei der Kultivierung von Schweine- und 

Menschennetzhaut wirft die Frage auf, welche Auswirkungen einzelne Komponenten 

des Serums auf die Kultur haben. Interessanterweise ist für 

Menschennetzhautexplantate der Zusatz von Wachstumsfaktoren beschrieben 

(Murali et al. 2019). Wachstumsfaktoren gehören zu den wichtigsten Inhaltsstoffen 

von FBS (Arora 2013). Dazu zählen unter anderen der Glial Growth Factor (GGF), 

der Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und der Insulin‐like Growth Factor 1 

(IGF1), wie Analysen der Zusammensetzung von FBS gezeigt haben (Honegger and 

Humbel 1986; Zheng et al. 2006). Für die genannten Wachstumsfaktoren ist in 
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Netzhautzellen unterschiedlicher Spezies ein neuroprotektiver Effekt beschrieben 

(Bermingham-McDonogh, McCabe, and Reh 1996; Traverso et al. 2003; Homma et 

al. 2007). Ein Zusatz von GGF bzw. bFGF in serumfreies Kulturmedium bewirkt in 

vitro eine deutlich verbesserte Überlebensrate von Ganglienzellen aus Ratten und 

primären Photorezeptoren aus Schweinen (Traverso et al. 2003; Bermingham-

McDonogh, McCabe, and Reh 1996). Die intraokulare Injektion von IGF1 bei einem 

Rattenmodell für Sehnerventraumata führte zu signifikant verbesserten 

Überlebensraten der Ganglienzellen (Homma et al. 2007). In Anlehnung an die 

genannten Studien halten wir es für denkbar, dass die im FBS enthaltenen 

Wachstumsfaktoren für das Überleben von Nervenzellen in der kultivierten 

Schweinenetzhaut bedeutend sind. Es liegt nahe, dass sich die potenziell 

neuroprotektiven Eigenschaften auch positiv auf die gesamte Morphologie der 

Netzhaut auswirken könnten. Das würde den deutlich besseren Erhalt der 

morphologischen Netzhautstruktur durch Zusatz von 10% FBS in das Kulturmedium 

im Vergleich zu einer serumfreien Kultivierung erklären. Weitere Untersuchungen 

könnten zeigen, ob ein experimenteller Zusatz ausgesuchter Wachstumsfaktoren in 

serumfreies RPMI 1640 Medium den Erhalt der Netzhautmorphologie nach drei 

Tagen in Kultur gewährleisten kann. GGF, bFGF und IGF1 wären dafür aufgrund 

ihrer beschriebenen neuroprotektiven Eigenschaften vielversprechende Kandidaten 

(Bermingham-McDonogh, McCabe, and Reh 1996; Homma et al. 2007; Traverso et 

al. 2003). Das Ziel könnte die Vermeidung oder zumindest die Reduktion des FBS-

Zusatzes in das Kulturmedium sein.  

Bei der Kultivierung von Schweinenetzhaut könnte eine Reduktion des FBS-Zusatzes 

durch negative Effekte auf RMG limitiert sein, da FBS eine besondere Bedeutung für 

Schweine RMG in vitro zu haben scheint (Ruzafa, Pereiro, Lepper, et al. 2018). In 

Kultur hängen sowohl die Ausprägung der Zellfortsätze primärer Schweine RMG als 

auch deren Fähigkeit, neuroprotektive Faktoren zu produzieren, von der 

Konzentration des zugesetzten FBS ab (Ruzafa, Pereiro, Lepper, et al. 2018). Wir 

halten es für wahrscheinlich, dass sich diese Erkenntnisse aus isolierten Schweine 

RMG auch auf RMG in unserem Schweinenetzhautmodell übertragen lassen. Damit 

wäre es denkbar, dass sich gut ausgeprägte RMG-Fortsätze sowie ein hohes Maß 

an Neuroprotektion positiv auf den morphologischen Erhalt unserer 

Netzhautexplantate auswirken könnten. Dies würde indirekt den positiven Effekt von 

FBS auf die Netzhautmorphologie nach drei Tagen in Kultur erklären. Um die 
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Ausprägung von RMG-Fortsätzen in unseren Netzhautkulturen in Abhängigkeit von 

der FBS-Konzentration zu ermitteln, könnten RMG morphologisch untersucht 

werden. Dazu ist in der Schweinenetzhaut der Expressionsnachweis von Vimentin 

als RMG-Marker beschrieben (Hurst et al. 2017). Für dieses Experiment sollten 

verschiedene FBS-Konzentrationen ausgetestet werden, die wenn möglich unter 

10% liegen, aber nicht zum vollständigen Auflösen der Netzhautmorphologie führen. 

Auch die mögliche Abhängigkeit des RMG-vermittelten neuroprotektiven Potentials 

von der FBS-Konzentration im Kulturmedium könnte so ermittelt werden. Dazu 

könnte ein vergleichender Expressionsnachweis von neuroprotektiven Faktoren 

erfolgen. Kandidaten könnten dabei Faktoren sein, die unsere Gruppe durch 

proteomische Analysen des Zellkulturüberstands von primären Schweine RMG 

detektiert hat, wie Transferrin, Clusterin oder Basigin (Ruzafa, Pereiro, Lepper, et al. 

2018; von Toerne et al. 2014).  

Ein Ziel beim Ersatz von FBS bei der Kultivierung von Schweinenetzhautexplantaten 

wäre der Zusatz möglichst weniger, chemisch klar definierter Substanzen (van der 

Valk et al. 2010). Zu diesem Zweck sind chemisch definierte Kulturzusätze erhältlich 

(van der Valk et al. 2010). Durch deren definierte Zusammensetzung werden 

ungewollte und unbekannte Einflüsse auf Experimente verhindert (van der Valk et al. 

2010). Sollten zukünftige Untersuchungen zeigen, dass es die positiven Effekte auf 

RMG sind, die den FBS-Zusatz in das Kulturmedium von 

Schweinenetzhautexplantaten erforderlich machen, könnten chemisch definierte 

Zusätze speziell für die Bedürfnisse von Gliazellen angewandt werden. Sie könnten 

ähnlich positive Effekte auf diesen Zelltyp und somit auf die gesamte Netzhaut in 

Kultur ausüben. Der Einsatz eines chemisch definierten Zusatzes basierend auf der 

Bottenstein G5 Rezeptur ist zu diesem Zweck in Mäusenetzhautexplantaten 

beschrieben (Toops et al. 2012). Dabei handelt es sich um eine klar definierte 

Rezeptur, die speziell für die Kultivierung von Gliazellen unter serumfreien 

Bedingungen entwickelt wurde (Michler-Stuke, Wolff, and Bottenstein 1984). Die 

Beurteilung des morphologischen Erhalts von Schweinenetzhautexplantaten nach 

drei Tagen in Kultur könnte zeigen, ob der Zusatz von Bottenstein G5 in serumfreies 

RPMI 1640 Medium eine gleichwertige Alternative zum FBS-Zusatz darstellt.  

Die Ko-Kultur der Neuroretina mit anderen Netzhautzellen war ein weiterer Aspekt, 

den wir beim Aufbau unseres Netzhautmodells betreffend möglicher Effekte auf die 
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Netzhautmorphologie untersuchten (Abb. 4.16). Die Idee einer Ko-Kultivierung beruht 

auf der Tatsache, dass die Netzhaut ein permanent mit sich selbst und mit der 

Umgebung interagierendes, zelluläres Netzwerk darstellt (Elena Vecino et al. 2016). 

Das RPE spielt bei diesen Interaktionen eine bedeutende Rolle (Strauss 2005).  

Um potenziell positive Effekte des RPE auf die Neuroretina in Kultur zu untersuchen, 

stellen Di Lauro et al. ein Modell für die Ko-Kultivierung der Schweineneuroretina mit 

Schweine RPE vor (Di Lauro et al. 2016). Sie präparieren dafür dissoziiertes, 

primäres RPE, das zu einem Monolayer heranwächst (Di Lauro et al. 2016). Die 

Neuroretina wird nach dem Prinzip der Medium-zu-Luft Kultivierung auf einer 

Kulturmembran kultiviert, wobei sich auf dem Boden der Kulturplatte das RPE 

befindet, sodass eine räumlich getrennte Ko-Kultur entsteht (Di Lauro et al. 2016). Di 

Lauro et al. beschreiben einen signifikant besseren Erhalt der neuroretinalen 

Morphologie durch Ko-Kultur mit RPE im Vergleich zu einer Kontrollgruppe nach 

neun Tagen in Kultur (Di Lauro et al. 2016). Aus dieser Publikation haben wir den 

experimentellen Aufbau für unseren Versuch übernommen (Di Lauro et al. 2016). 

Nach vier Tagen in Kultur konnten wir keinen Effekt der Ko-Kultivierung von 

Neuroretina und RPE auf den Erhalt der morphologischen Struktur im Vergleich zur 

Kontrollgruppe feststellen. Wir halten es für möglich, dass ein positiver Effekt auf den 

Erhalt der Netzhautmorphologie erst nach einem längeren Zeitraum in vitro auftritt, 

was durch ein weiterführendes Experiment untersucht werden könnte. 

Unabhängig von den Effekten auf den morphologischen Erhalt könnte dieses Ko-

Kulturmodell zukünftig für spezielle Untersuchungen zur Netzhautablösung 

interessant sein (Di Lauro et al. 2016). Die Lauro et al. beschreiben das Modell 

hierfür als besonders geeignet, da die räumliche Trennung der Neuroretina vom RPE 

den Zustand einer Netzhautablösung in vivo simuliert (Di Lauro et al. 2016). Eine 

Netzhautablösung tritt auch bei der DR als eine schwerwiegende Komplikation auf 

(D. Q. Li and Choudhry 2018). In unserem Modell könnte die Ko-Kultur mit RPE den 

Aspekt der Netzhautablösung bei der DR simulieren. So könnte das Modell 

hinsichtlich der Abbildung dieser Komplikation erweitert werden.  

Da wir unsere Netzhautkulturen als diabetisches Netzhautmodell für die Verifizierung 

von SPP1 in bildgebenden Verfahren verwenden wollten, haben wir uns intensiv mit 

einem geeigneten Protokoll für die Fixation, Einbettung und Schnitterstellung von 

Netzhautexplantaten beschäftigt (Kapitel 4.2.5, Abb. 4.20).  
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Bei der Fixation mit PFA, einem additiven Fixanz, kommt es primär zur Anlagerung 

an Proteine und sekundär zu deren chemischer Vernetzung (Stradleigh and Ishida 

2015). Die reversible Vernetzung von Proteinen führt zur Stabilisierung der 

Gewebestruktur, wodurch Schäden durch die Weiterverarbeitung vermieden werden 

(Stradleigh and Ishida 2015). Die Netzhaut ist ein sehr empfindliches Gewebe, das 

durch inadäquate Fixation leicht zu Schaden kommt (Stradleigh and Ishida 2015). 

In der Literatur wird die Fixation von Retinaexplantaten unterschiedlicher Spezies mit 

PFA 4% beschrieben, wobei die Zeitdauer von 30 Minuten bis zu einem Tag variiert 

und die Temperatur zwischen 4 °C und Raumtemperatur liegt (Smedowski et al. 

2018; Åkerström et al. 2017; Alarautalahti et al. 2019; Müller et al. 2017; Kobuch et 

al. 2008). Diese Variationen machen deutlich, dass für die Fixation der Netzhaut 

keine definitiven Empfehlungen bestehen (Stradleigh and Ishida 2015).  

Für unsere Fixationsversuche haben wir eine Fixationsdauer von drei Stunden und 

eine Temperatur von 4 °C gewählt. Entscheidend war unserer Erfahrung nach, an 

welche Stellen und in welcher Menge die Zugabe des PFA erfolgte (Abb. 4.20). Beim 

schrittweisen Herantasten an die beste Methode orientierten wir uns an den wenigen 

Publikationen über Netzhautexplantate aus anderen Spezies, die Informationen über 

den Zugabeort und die Fixanzmenge enthalten (Kechad et al. 2012; Peynshaert et al. 

2017; Johnson and Martin 2008). Dabei konnten wir ein befriedigendes 

Fixationsergebnis im Hinblick auf eine erhaltene Netzhautmorphologie nach der 

Fixation erst erreichen, als wir die Explantatoberfläche vollständig mit PFA bedeckten 

und zusätzlich PFA von unterhalb der Kulturmembran zugaben (Abb. 4.17). 

Als Erklärungen für eine unzureichende Fixation bei unseren Fixationsversuchen 

ziehen wir die zwei folgende Aspekte in Betracht: (a) Die Menge des Fixanz reichte 

nicht aus, um das gesamte Gewebe zu penetrieren und dadurch kam es zur 

unzureichenden Stabilisierung der Gewebestruktur (trifft auf das alleinige Benetzen 

der Explantate zu), (Stradleigh and Ishida 2015). (b) Durch das PFA selbst könnte es 

zu hyperosmolare Schäden am Gewebe gekommenen sein (etwa dann, wenn die 

Fixationswirkung aufgrund einer zu geringen Fixanzmenge unzureichend war), 

(Stradleigh and Ishida 2015). 

Aus den fixierten Netzhautexplantaten wollten wir qualitativ hochwertige 

Netzhautschnitte erstellen. Unser Anspruch an die Netzhautschnitte war, dass sie 

geradlinig auf dem Objektträger lagen und möglichst exakt den 90° Querschnitt der 

Netzhaut repräsentierten. Beide Qualitätsmerkmale ließen sich erreichen, indem alle 
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Arbeitsschritte der Fixation, Entwässerung und Einbettung mitsamt der am Explantat 

haftenden Kulturmembran durchgeführt wurden (Abb. 4.19, 4.20). Die glättende 

Membran gewährleistete dabei glatte Explantate, die praktikabel im OCT-Block 

positioniert werden konnten. Um eine dauerhafte Explantat-Membran-Anheftung in 

allen Arbeitsschritten zu erreichen, erwies sich die tropfenweise Zugabe von PFA auf 

die Explantatoberfläche im Insert in Kombination mit der Entwässerung der 

ausgestochenen Explantat-Membran-Kombination in Biopsiekapseln als hilfreich. Die 

Verwendung von Einbettformen ermöglichte es, die Netzhautexplantate mit exakt 

paralleler Ausrichtung im OCT-Block zu positionieren. Anschließend konnte der 

quaderförmige Block so auf dem Probenhalter des Kryostats platziert werden, dass 

die Schnittkante exakt im rechten Winkel zum Block lag. Die parallele Ausrichtung 

der Netzhaut im Block sowie der Schnitt im 90° Winkel zum Block gewährleisteten 

ein exakt im Querschnitt getroffenes Schnittbild.  

Nachdem die Etablierung von Schweinenetzhautexplantaten abgeschlossen war, 

diente das Netzhautmodell der weiterführenden Untersuchung von SPP1 als 

Kandidat aus unserem RMG-Diabetesmodell (Kapitel 4.1.2, 4.1.4, 4.1.7). Wir 

untersuchten das SPP1-Expressionsmuster in der kultivierten Schweinenetzhaut 

mittels immunhistologischer Färbungen (Kapitel 4.3.1). Es zeigte sich ein bisher 

unbekanntes, RMG-assoziiertes Muster in der Nervenfaserschicht (Abb. 4.21). 

Anhand dieses Expressionsmusters konnten wir RMG in der Schweinenetzhaut als 

Quelle der SPP1-Expression identifizieren.  

In Schweinenetzhautexplantaten unter diabetischen Kulturbedingungen konnten wir 

einen Verlust der RMG-assoziierten SPP1-Expression in der Nervenfaserschicht 

zeigen (Abb. 4.21). Mit diesem Ergebnis konnte die RMG-vermittelte SPP1-

Expressionsminderung auch in einem komplexeren Diabetesnetzhautmodell bestätigt 

werden. Die SPP1-Expressionsminderung ist eine bisher unbekannte Veränderung in 

RMG in einem diabetischen Kontext (Pubmed-Recherche: Stand 29. November 

2019). Sie ist besonders interessant, da SPP1 in der Ratte einen Einfluss auf die 

Volumenregulation von RMG hat (Wahl et al. 2013). Die Volumenregulation befähigt 

RMG zur gezielten Flüssigkeitsabgabe bei steigendem Zellvolumen und wurde in 

zahlreichen in vitro Studien an Säugetier RMG nachgewiesen (Fernández et al. 

2013; Wahl et al. 2013; Vogler et al. 2016). Sie ist Teil der wichtigen Aufgabe von 

RMG, die Flüssigkeitsmenge im Extrazellularraum zu regulieren (Bringmann et al. 
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2006). RMG müssen konstant den Extrazellularraum dehydrieren, indem sie 

Flüssigkeit, die im Rahmen des zellulären Stoffwechsels entsteht, in sich aufnehmen 

(Bringmann et al. 2006). Die gezielte Flüssigkeitsabgabe schützt die RMG 

anschließend vor einer Ödematisierung (Fernández et al. 2013; Vogler et al. 2016; 

Wahl et al. 2013). Eine experimentelle Zugabe von SPP1 zu frisch isolierten 

Netzhautschnitten aus Ratten verbessert die Volumenregulation von RMG erheblich 

(Wahl et al. 2013). Sogar unter massiver Herausforderung der Volumenregulation 

durch experimentell induziertes osmotisches Anschwellen können RMG sich bei 

Zugabe von SPP1 vor einer Ödematisierung schützen (Wahl et al. 2013). Wir ziehen 

daraus den Schluss, dass ein Rückgang der endogenen SPP1-Expression in RMG 

infolge diabetischer Bedingungen möglicherweise eine Verschlechterung der 

Fähigkeit zur Volumenregulation bewirkt. Dies könnte zur Ödematisierung von RMG 

bei Diabetes mellitus führen. Es ist bekannt, dass ödematisierte RMG (intrazelluläres 

Ödem) ihre Aufgabe der Flüssigkeitsregulation nicht mehr erfüllen können, was zum 

extrazellulären Ödem beiträgt (Bringmann, Reichenbach, and Wiedemann 2004). 

Passend zu dieser Hypothese hat unsere Gruppe ein zentrales Netzhautödem im 

diabetischen Schweinemodell festgestellt (Kleinwort et al. 2017). Die SPP1-

Expressionsminderung könnte entscheidend an dem Mechanismus beteiligt sein, der 

zur Entstehung des Netzhautödems bei den diabetischen Schweinen führt. Dabei 

würden RMG schon in einem sehr frühen Stadium Einfluss auf diese wichtige 

Pathologie nehmen. Hinzu kommt, dass das zentrale Ödem im Schwein in der 

Nervenfaserschicht auftritt, also exakt in dem Bereich, in dem die RMG-assoziierte 

SPP1-Expressionsminderung bei den hier durchgeführten Experimenten vorlag (Abb. 

4.21), (Kleinwort et al. 2017). Daher ist es denkbar, dass die verminderte SPP1-

Expression nicht nur indirekt (über eine Ödematisierung von RMG und folglich den 

Zusammenbruch der Flüssigkeitshomöostase), sondern auch direkt zum Ödem in der 

Nervenfaserschicht beiträgt. Um unsere Annahmen zu überprüfen, könnten weitere 

Experimente an Netzhautkulturen aus Schweinen erfolgen. Beispielsweise könnte 

die Ödematisierung von RMG bzw. der Nervenfaserschicht in Netzhautexplantaten 

experimentell induziert und dabei Explantate unter diabetischen Bedingungen mit 

einer Kontrollgruppe verglichen werden. Die Auswertung könnte mikroskopisch 

erfolgen. Die gezielte, Antikörper-basierte Blockade von SPP1 in den 

Kontrollexplantaten könnte dann beweisen, dass es sich um einen spezifisch mit 

SPP1 assoziierten Mechanismus handelt.  
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Die Ödempathogenese in den diabetischen Schweinen aufzuklären ist eine 

vielversprechende Chance, um das Makulaödem des Menschen zu erforschen. Denn 

die diabetischen Schweine bilden als Alleinstellungsmerkmal unter allen 

Tiermodellen ein zentrales Ödem aus, welches durch seine Lokalisation im Makula-

ähnlichen Bereich der Schweinenetzhaut eindeutige Parallelen zum Makulaödem im 

Menschen zulässt (Kleinwort et al. 2017). Wenn der vermutete Mechanismus 

tatsächlich derart früh im Krankheitsgeschehen passiert, ist eine gezielte 

Untersuchung im Menschenauge schwierig. Dazu müssten Augen von frisch 

diagnostizierten Diabetikern zur Verfügung stehen, die ein Vorstadium des 

Makulaödems zeigen. Umso wichtiger ist die Erforschung am Schweinemodell, da 

ein Zugang zu Probenmaterial in jedem Krankheitsstadium möglich ist. Unser 

diabetisches Netzhautmodell könnte einen wichtigen Beitrag leisten, um die 

Vorgänge im Schwein besser zu verstehen. Wenn die RMG-assoziierte SPP1-

Expressionsminderung tatsächlich an der Pathogenese des Ödems beteiligt wäre, 

würde dies ein enormes Potential für eine präventive Beeinflussung bergen. Die 

SPP1-Expression in RMG aufrecht zu erhalten, könnte dabei einen 

vielversprechenden Ansatz darstellen.  

Neben dem möglichen Einfluss auf die Ödementstehung war die SPP1-

Expressionsminderung biologisch besonders interessant, da die Zugabe von SPP1 

auf Mäusenetzhautexplantate in vitro einen neuroprotektiven Effekt ausübt (Del Río 

et al. 2011). Der neuroprotektive Mechanismus beruht vermutlich auf einer SPP1-

induzierten Autostimulation von RMG, die dann zur Überexpression weiterer 

neuroprotektiver Zytokine führt (Del Río et al. 2011). Wir schließen daraus, dass eine 

Abnahme der Expression von SPP1 in RMG zu einer schwächeren Autostimulation 

neuroprotektiver Prozesse führt. Es wäre denkbar, dass dieser Mechanismus bei der 

DR im Zusammenhang mit neurodegenerativen Prozessen steht. Der Verlust RMG-

vermittelter Neuroprotektion könnte so zu neuronalen Schäden bei der DR beitragen. 

Dabei wären die Auswirkungen deshalb so verheerend, weil RMG im Mausmodell die 

Hauptquelle neuroprotektiver Signale sind, auch bei Diabetes mellitus (Fu et al. 

2015). Weitere Untersuchungen in unserem Netzhautkulturmodell könnten zeigen, 

inwieweit eine verminderte SPP1-Expression unter diabetischen Kulturbedingungen 

tatsächlich Auswirkungen auf das Überleben von Nervenzellen hat. Dazu könnte ein 

vergleichender Nachweis des Untergangs von Nervenzellen in Netzhautexplantaten 

mittels der TUNEL-Methode erfolgen (Kaempf et al. 2008). Dabei könnten 
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Netzhautexplantate unter diabetischen Kulturbedingungen im Vergleich zur 

normoglykämischen Kontrollbedingung analysiert werden. In Anlehnung an die 

Untersuchungen zur SPP1-induzierten Ödematisierung könnte die gezielte, 

Antikörper-basierte Blockade von SPP1 in den Kontrollexplantaten dann bestätigen, 

ob es sich um einen spezifisch mit SPP1 assoziierten Mechanismus handelt.  

Interessanterweise hat unsere Gruppe eine signifikante Verminderung der RMG-

assoziierten SPP1-Expression in der Retina von Pferden mit Uveitis beschrieben 

(Deeg et al. 2011). Dies könnte darauf hindeuten, dass eine SPP1-

Expressionsminderung generell an pathologischen Prozessen der Netzhaut beteiligt 

ist. Wir nehmen an, dass die Gemeinsamkeit zwischen den Pferdenetzhäuten und 

unserem Diabetesmodell in einer Aktivierung der RMG (Gliose) liegt. Denn sowohl 

bei den Pferden als auch im vorliegenden proteomischen Datensatz gab es Hinweise 

darauf, dass eine Aktivierung von RMG stattgefunden hat (Deeg et al. 2011). Die 

RMG-Gliose kann zur veränderten Expression von Proteinen führen (Hauck et al. 

2007; Eberhardt et al. 2011). Wir stellen die Hypothese auf, dass SPP1 ein weiteres 

Protein ist, dessen Expression in RMG im Kontext der Gliose verändert wird. Gliose 

ist eine Reaktion von RMG auf jegliche Form von pathogenen Reizen (Graca, 

Hippert, and Pearson 2018). Eigentlich stellt sie den zellulären Versuch dar, die 

Netzhaut vor weiteren Schäden zu schützen (Graca, Hippert, and Pearson 2018). 

Allerdings ist bekannt, dass sie ebenso schädliche Einflüsse nehmen kann (Graca, 

Hippert, and Pearson 2018). Übereinstimmend mit der schädlichen Komponente 

haben Untersuchungen im diabetischen Mausmodell gezeigt, dass die RMG-Gliose 

maßgeblich an neurodegenerativen Prozessen bei Diabetes mellitus beteiligt ist (C. 

Liu et al. 2016). Unserer Ansicht nach könnten die beobachteten neurodegenerativen 

Effekte der RMG-Gliose im Mausmodell dadurch erklärt werden, dass die Gliose 

möglicherweise mit einer SPP1-Expressionsminderung einhergeht und diese 

wiederum zu einem Verlust von RMG-vermittelter Neuroprotektion führt. Dieser 

Mechanismus könnte eine Gliose-induzierte Neurodegeneration nicht nur bei der DR, 

sondern bei allen, mit einer Gliose einhergehenden, Krankheitsprozessen erklären. 

Damit bekäme die SPP1-Expressionsminderung in RMG als genereller Mechanismus 

infolge pathogener Reize eine extrem wichtige Bedeutung für sämtliche 

neurodegenerative Prozesse der Netzhaut.  
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Unsere neuroretinalen Kulturen haben sich als ein geeignetes Modell erwiesen, um 

die SPP1-Expression unter diabetischen Kulturbedingungen auf Gewebeebene zu 

verifizieren (Kapitel 4.3). Um unser Netzhautmodell auch für die Anwendung in 

weiteren Fragestellungen zu etablieren, wollten wir Kenntnisse über die durch 

Kultivierung hervorgerufenen Veränderungen sammeln. Zu diesem Zweck haben wir 

eine Charakterisierung der Netzhautexplantate an vier Zeitpunkten innerhalb von 14 

Tagen Kultivierungsdauer im Vergleich zu frischer Netzhaut durchgeführt (Kapitel 

4.4). Dabei haben wir ausschließlich Explantate aus dem visual streak, aus der 

Region 2b der Schweinenetzhaut, untersucht (Kapitel 4.2.1). Wir halten es für 

möglich, dass sich dieser Bereich der Schweinenetzhaut aufgrund der spezifischen 

zellulären Zusammensetzung bei der Kultivierung anders entwickelt als die übrigen 

Bereiche der Netzhaut (Hendrickson and Hicks 2002; E. Vecino et al. 2004). Daher 

sind die im Folgenden diskutierten Ergebnisse nicht zwingend auf Explantate anderer 

Regionen der Schweinenetzhaut übertragbar.  

Die durch die Kultivierung hervorgerufenen Veränderungen charakterisierten wir 

zunächst anhand des Erhalts der morphologischen Struktur. Dies erfolgte in 

Anlehnung an zahlreiche Studien über Schweinenetzhautexplantate, die eine 

Beurteilung der Modelle mithilfe morphologischer Gesichtspunkte beschreiben 

(Rettinger and Wang 2018; Taylor et al. 2014; Kobuch et al. 2008; Di Lauro et al. 

2016; J. Winkler et al. 2002; Ivan Fernandez-Bueno et al. 2008; Engelsberg and 

Ghosh 2007). Die Evaluierung erfolgte unter anderen nach den Kriterien 

„Definierbarkeit der einzelnen Netzhautschichten“ und „Erhalt der Photorezeptor-

Außensegmente“ (Kapitel 4.2.3). 

Wir erreichten den Erhalt der neuroretinalen Schichtung über mindestens neun Tage 

in Kultur (Kapitel 4.4.1, Abb. 4.22). Dies deckt sich mit den Ergebnissen unserer 

Kooperationspartner, welche uns initial das Protokoll für die Arbeit mit 

Schweinenetzhautkulturen zur Verfügung gestellt haben (Taylor et al. 2014). Dabei 

beschreiben Taylor et al. eine erhaltene Netzhautschichtung nach 10 Tagen in Kultur 

(Taylor et al. 2014). Bemerkenswert ist, dass dieses Ergebnis von der IRS-

Ausrichtung der Explantate auf der Kulturmembran abhängt, bei der die innere 

Neuroretina dieser aufliegt (Taylor et al. 2014). Dahingegen weisen gegenteilig 

ausgerichtete Explantate deutliche strukturelle Schäden zum selben Zeitpunkt der 

Kultivierung auf (Taylor et al. 2014). Dementsprechend sind auch von anderen 

Autoren, die Schweinenetzhautexplantate über zehn Tage in vitro mit den 
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Photorezeptoren nach unten auf der Membran kultivieren, keine vergleichbaren 

Ergebnisse beschrieben (Di Lauro et al. 2016). In Anlehnung an Taylor et al. haben 

wir für die Charakterisierung über 14 Tage ausschließlich Explantate in der IRS-

Ausrichtung untersucht. Wir halten es für wahrscheinlich, dass unser gutes Ergebnis 

auf diese Art der Kultivierung zurückzuführen ist.  

Neben der Netzhautschichtung waren wir am Erhalt der Photorezeptoren interessiert, 

da sie die empfindlichsten Zellen der Netzhaut sind (Kapitel 4.4.2), (Stone et al. 

1999). Degeneration und Verlust von Photorezeptoren sowie insbesondere von 

deren Außensegmenten sind häufige Veränderungen in Netzhautexplantaten aus 

verschiedenen Spezies (Alarautalahti et al. 2019; Müller et al. 2017; Di Lauro et al. 

2016; Taylor et al. 2014; Kobuch et al. 2008). Da wir speziell Explantate aus der 

zapfenreichen Region der Schweineretina untersucht haben, waren wir besonders 

am Zustand der Zapfen über die Zeit in vitro interessiert. Der Expressionsnachweis 

von Cone Arrestin erlaubte uns dabei die morphologische Beurteilung der Zapfen 

(Abb. 4.23). Die synaptischen Endigungen der Zapfen blieben über mindestens neun 

Tage erhalten. Dieses Ergebnis bestätigte vorangegangene Untersuchungen in der 

Schweinenetzhaut in vitro (Fontainhas and Townes-Anderson 2011; Iván Fernandez-

Bueno et al. 2012). An Tag 9 in Kultur kam es zu einer deutlichen Deformation der 

Zapfen-Innensegmente sowie zum großflächigen Verlust der Außensegmente. 

Dieses Ergebnis deckt sich mit ähnlichen Untersuchungen zur Morphologie der 

Zapfen in Netzhautkulturmodellen aus Mensch und Maus (Iván Fernandez-Bueno et 

al. 2012; Müller et al. 2017).  

Photorezeptor-Außensegmente sind aus Scheibchen aufgebaut, die in vivo einer 

ständigen Abstoßung und Erneuerung unterliegen (Kocaoglu et al. 2016). In 

Abwesenheit des RPE ist dieser Vorgang in vitro nicht möglich und das fehlende 

Recycling führt schlussendlich zur Degeneration der gesamten Photorezeptorzelle 

(Müller et al. 2017). Unserer Recherche nach liegen keine Daten zur in vivo 

Umsatzrate von Photorezeptor-Außensegmenten in der Schweinenetzhaut vor 

(Pubmed-Recherche: Stand 29. November 2019). Bei Primaten hat ein einzelnes 

Photorezeptor-Außensegment eine Umsatzrate von zehn Tagen, das heißt in diesem 

Zeitraum wird es in vivo einmal komplett abgestoßen und erneuert (Strauss 2005; 

Young 1971). Wir halten es für denkbar, dass der Verlust von Zapfen-

Außensegmenten in unseren Schweinenetzhautexplantaten nach spätestens neun 
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Tagen in Kultur der physiologischen Überlebensdauer eines Außensegments 

entspricht, welches in vitro nicht erneuert werden kann.  

Der am neunten Tag in Kultur beobachtete, großflächige Verlust von Zapfen-

Außensegmenten ist ein limitierender Faktor für spezielle Untersuchungen an Zapfen 

in unserem Netzhautmodell. Da sich die Zapfen zwischen den Untersuchungen an 

Tag 6 und Tag 9 stark verändert haben, sollten weitere Experimente zeigen, ob die 

Obergrenze für morphologisch intakte Zapfen an Tag 6, 7 oder 8 erreicht ist. Zudem 

könnte der Nachweis eines spezifischen Markers für Stäbchen zeigen, ob für diesen 

Photorezeptor-Zelltyp ähnliche Restriktionen bezüglich der Kultivierungsdauer gelten. 

In der Schweinenetzhaut ist Rhodopsin als spezifischer Marker für Stäbchen 

beschrieben (Johansson, Eftekhari, and Warfvinge 2010).  

Eine weitere Struktur, die wir auf den Erhalt über die Zeit in vitro untersuchen wollten, 

waren die Nervenzellfortsätze. Die Präparation von Netzhautexplantaten geht 

unweigerlich mit einer Axotomie einher (Fisher et al. 2005; Alarautalahti et al. 2019; 

Murali et al. 2019). Die Axotomie führt in der kultivierten Rattennetzhaut zur raschen 

Degeneration der Ganglienzellfortsätze, was letztlich die Degeneration der gesamten 

Ganglienzelle (RGC) bewirkt (Nadal-Nicolás et al. 2015). Um den Zustand der RGC-

Fortsätze in unserem Schweinenetzhautmodell über die Zeit in vitro zu 

charakterisieren, haben wir die Expression von NEFH untersucht (Kapitel 4.4.5). 

NEFH haben wir aus praktischen Gründen als Vertreter der Neurofilamente 

ausgewählt, da uns ein geeigneter Antikörper für immunhistologische Färbungen auf 

der Schweinenetzhaut zur Verfügung stand (Kleinwort et al. 2017). 

Die NEFH-Expression blieb in Axonbündeln der Nervenfaserschicht über 14 Tage in 

Kultur erhalten (Abb. 4.27). Hingegen ging die Expression in horizontal verlaufenden 

Nervenzellfortsätzen in der äußeren plexiformen Schicht nach neun Tagen in Kultur 

fast vollständig verloren. Zu einem ähnlichen Befund kamen auch Johnson et al. bei 

ihren Expressionsstudien über Neurofilamentmarkerproteine in Netzhautexplantaten 

aus dem Menschen über 14 Tage in Kultur (Johnson and Martin 2008). Die Autoren 

bewerteten die anhaltende Expression in der Nervenfaserschicht als Indikator für 

intakte Axonbündel (Johnson and Martin 2008). Der Verlust der NEFH-Expression 

würde hingegen für eine Degeneration der Nervenzellfortätze sprechen (J. Winkler et 

al. 2002). Intakte Axonbündel in Schweine- und Menschennetzhautexplantaten nach 

14 Tagen in Kultur sind unserer Ansicht nach ein Hinweis auf eine langsame 
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Degeneration der RGC-Fortsätze und damit der RGC selbst. Um die Degeneration 

dieser Zellen in vitro, beispielsweise infolge eines Pathogens, untersuchen zu 

können, ist es von Vorteil, wenn die kulturinduzierte Degeneration möglichst langsam 

fortschreitet (Niyadurupola et al. 2011). Um die potenzielle Eignung unseres 

Schweinenetzhautmodells für solche Studien über die RGC-Degeneration zu 

evaluieren, sind weitere Untersuchungen notwendig. Dazu könnte anhand des 

Expressionsnachweises von Neuronal Nuclei Protein, das in der Schweinenetzhaut 

als RGC-Marker beschrieben ist, sowie mithilfe der TUNEL-Methode der Zustand von 

RGC in Netzhautexplantaten über 14 Tage in vitro bewertet werden (Johansson, 

Eftekhari, and Warfvinge 2010; Kaempf et al. 2008). Eine aktuelle Studie stellt ein 

Verfahren zur funktionellen Beurteilung von RGC in Mäusenetzhautexplantaten vor 

(Alarautalahti et al. 2019). Mithilfe eines Mikroelektroden-Arrays kann die Aktivität 

von RGC gemessen werden, indem ein chemisches Potential in ein elektrisches 

Signal umgewandelt und an den Elektroden detektiert wird (Alarautalahti et al. 2019). 

Solche Verfahren könnten es zukünftig ermöglichen, den funktionellen Erhalt von 

RGC in unserem Netzhautmodell direkt zu beurteilen. 

Die Expression bzw. die Expressionsänderung von funktionellen Proteinen in RMG 

konnte uns Aufschluss darüber geben, welchen Veränderungen dieser Zelltyp durch 

Kultivierung im intakten Zellverbund unterworfen ist (Kapitel 4.4.3, 4.4.4). Isolierte 

Schweine RMG erfahren durch eine Kultivierung von 14 Tagen eine 

Dedifferenzierung (Hauck, Suppmann, and Ueffing 2003). Diese ist beispielsweise 

durch den Expressionsverlust von Glutamin Synthetase (GS) gekennzeichnet 

(Hauck, Suppmann, and Ueffing 2003). GS ist ein RMG-spezifisches Enzym, das die 

Umwandlung von Glutamat zu Glutamin katalysiert (Lin et al. 2018). Der aus dem 

synaptischen Spalt in die RMG aufgenommene Neurotransmitter Glutamat kann 

dadurch den Nervenzellen in Form von Glutamin, einem Vorläufer von Glutamat, 

erneut zur Verfügung gestellt werden (Lin et al. 2018). Anders als bei den isolierten 

RMG blieb die Expression von GS in unseren Schweinenetzhautkulturen über 14 

Tage in vitro erhalten (Abb. 4.24). In den Netzhautkulturen ist die anhaltende GS-

Expression vermutlich auf den Erhalt glia-neuronaler Interaktionen zurückzuführen, 

wie es schon Untersuchungen an Ratten RMG in vitro gezeigt haben (Heidinger et al. 

1999). Die erhaltene Expression eines funktionell bedeutenden Enzyms deutet 

darauf hin, dass selbst nach 14 Tagen in Kultur noch eine anhaltende 

Differenzierung von RMG vorliegt. Damit wird deutlich, dass die Beibehaltung des 
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differenzierten Zustands von RMG in vitro von einem intakten Umfeld abhängt. Es 

liegt daher nahe, dass sich RMG im Netzhautmodell näher an der in vivo Situation 

befinden und daher näher an der in vivo Situation untersucht werden können als 

isolierte RMG.  

Dabei ist zu berücksichtigen, dass es in unserem Netzhautmodell zu einer 

zunehmenden GFAP-Expression über 14 Tage in Kultur kam (Abb. 4.25). Dies 

stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien über Schweinenetzhautexplantate 

überein, die eine zunehmende GFAP-Expression als Marker einer kulturinduzierten 

RMG-Gliose beschreiben (J. Winkler et al. 2002; Ivan Fernandez-Bueno et al. 2008). 

In unserem Modell ergaben sich noch weitere Hinweise auf eine Aktivierung von 

RMG. Über den Nachweis von GFAP und dem RMG-spezifischen Marker CRALBP 

zeigte sich nach 14 Tagen in vitro verglichen mit frischer Retina eine Hypertrophie 

radiärer RMG-Fortsätze (Abb. 4.26). Die Hypertrophie kann ebenfalls auf eine Gliose 

zurückgeführt werden und wurde zuvor in Rattennetzhautexplantaten beschrieben 

(Kuhrt et al. 2008; Bringmann and Wiedemann 2012). Zudem kam es zum 

Einwachsen von RMG-Fortsätzen in die äußere Grenzmembran nach 14 Tagen in 

Kultur (Abb. 4.26). Dieser Befund ist mehrfach in Schweinenetzhautkulturen als 

Konsequenz der Kultivierung beschrieben (J. Winkler et al. 2002; Ivan Fernandez-

Bueno et al. 2008; Di Lauro et al. 2016). Auch hier wird ein Zusammenhang mit der 

Gliose von RMG angenommen (J. Winkler et al. 2002). Unsere Ergebnisse lassen 

vermuten, dass es zu einer kulturinduzierten RMG-Gliose im 

Schweinenetzhautmodell kommt. Dieser Aspekt sollte unserer Meinung nach 

berücksichtigt werden, wenn RMG-spezifische Vorgänge in 

Schweinenetzhautexplantaten untersucht werden. Demnach wäre es nicht 

zielführend, in Netzhautexplantaten eine RMG-Reaktion zu erwarten, wie sie in der 

gesunden Netzhaut in vivo passiert. Dafür könnten RMG in unserem Netzhautmodell 

aber möglicherweise in einer Stresssituation untersucht werden, die auch in 

sämtlichen pathologischen Prozessen der Netzhaut in vivo auftritt und daher gerade 

für die Untersuchung pathologischer Zustände interessant ist. Dabei ist allerdings zu 

berücksichtigen, dass sich die Mechanismen, die die RMG-Gliose auslösen, in vivo 

und in vitro unterscheiden könnten. Kuhrt et al. fanden heraus, dass die RMG-Gliose, 

die durch die Kultivierung von Rattennetzhaut hervorgerufen wird, die RMG-Gliose 

nach einer Ischämie in vivo imitiert (Kuhrt et al. 2008). In diesem Fall liegt es nahe, 

dass die Kultivierung die Netzhaut in einen ischämischen Zustand versetzt und dass 
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daher auch die auslösenden Mechanismen der RMG-Gliose ähnlich sind (Kobuch et 

al. 2008). Inwieweit die kulturinduzierte RMG-Gliose in unserem Netzhautmodell 

gliotische Prozesse in vivo bei anderen Netzhautpathologien, wie der DR, abzubilden 

vermag, bliebe genauer zu untersuchen. Dazu könnten in unserem Netzhautmodell 

die Veränderungen in RMG über die Zeit in Kultur durch proteomische Analysen 

charakterisiert werden. Unsere Gruppe hat das bereits mit Erfolg im Rahmen der 

equinen rezidivierenden Uveitis vorgenommen (Hauck et al. 2010; Eberhardt et al. 

2011). Um die molekularen Veränderungen spezifisch für RMG ermitteln zu können, 

könnten RMG vor der Proteomanalyse aus der Netzhaut isoliert werden (Grosche et 

al. 2016). Für einen Vergleich mit der RMG-Gliose bei der DR könnten Analysen von 

nativen RMG aus diabetischen Schweinen in einem initialen Krankheitsstadium 

erfolgen, welches hinsichtlich der Erkrankungsdauer mit unserem Modell 

vergleichbar wäre. Die proteomischen Signaturen in vitro und in vivo könnten dann 

verglichen und potenzielle Gemeinsamkeiten bei der RMG-Gliose detektiert werden.  

Neben dem Nachweis ausgesuchter Netzhautproteine in unserem Modell wollten wir 

herausfinden, inwieweit sich das gesamte Netzhautproteom durch die Kultivierung 

veränderte (Kapitel 4.4.6). Eine vergleichende Proteomanalyse von frischer und drei 

Tage lang kultivierter Schweinenetzhaut ermöglichte es uns, die Abundanz 

gemeinsam identifizierter Proteine bezogen auf den jeweiligen Datensatz zu 

vergleichen. Insgesamt wurden 2214 Proteine in beiden Datensätzen identifiziert, 

was für eine große Ähnlichkeit im Hinblick auf die qualitative Zusammensetzung des 

Netzhautproteoms zu beiden Zeitpunkten sprach. Eine ähnliche Abundanzverteilung 

deutete zudem auf eine große Ähnlichkeit bei der quantitativen Zusammensetzung 

hin (Abb. 4.28). Wichtige funktionelle und strukturelle Netzhautmarkerproteine 

wurden relativ zum Gesamtdatensatz mit nur sehr geringgradigen Abweichungen 

ihrer Abundanzwerte exprimiert. Besonders hervorzuheben war der stabile relative 

Gehalt an GS in der Schweinenetzhaut nach drei Tagen in Kultur. Dabei ist der 

proteomisch detektierte Gesamtgehalt an GS in der Netzhaut allein der Expression in 

RMG zuzuordnen, da es sich um ein RMG-spezifisches Protein handelt (Germer et 

al. 1997). Dieses proteomische Ergebnis bestätigt damit unsere vorangegangene 

Untersuchung zur Darstellung des erhaltenen GS-Expressionsmusters in RMG nach 

drei Tagen in Kultur (Abb. 4.24).  
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Die bemerkenswerte qualitative und quantitative Ähnlichkeit des Proteoms zwischen 

unserem Netzhautmodell und frischer Schweinenetzhaut spricht dafür, dass unser 

Modell die frische Retina nach drei Tagen in Kultur auf molekularer Ebene 

umfassend abzubilden vermag. Die vorliegende Untersuchung bestätigt damit auf 

proteomweiter Ebene die Nähe des Netzhautkulturmodells zur in vivo Situation. Im 

Gegensatz dazu haben zahlreiche Untersuchungen an isolierten Netzhautzellen aus 

Säugetieren im Vergleich zu den entsprechenden nativen Zellen gezeigt, dass diese 

einer deutlichen Veränderung des gesamten Proteoms aufgrund der Kultivierung 

unterworfen sind (Hauck, Suppmann, and Ueffing 2003; Alge et al. 2003; Alge et al. 

2006; Szober et al. 2012).  

Zusammenfassend ist uns der Aufbau eines Schweinenetzhautmodells gelungen, 

das mindestens neun Tage mit erhaltener Netzhautschichtung und mindestens sechs 

Tage mit morphologisch intakten Zapfen verwendet werden kann. Das Modell bildet 

die Zusammensetzung des Proteoms von frischer Schweinenetzhaut nach drei 

Tagen in Kultur umfassend ab. Expressionsstudien ausgesuchter RMG-Proteine über 

14 Tage in vitro deuten auf eine erhaltene Differenzierung sowie auf eine Aktivierung 

von RMG hin. Die kulturinduzierte Aktivierung könnte es erlauben, RMG im 

Netzhautmodell in einer Stresssituation zu untersuchen, die pathologische Prozesse 

in vivo simulieren könnte und daher interessant ist.  

Unser Netzhautmodell fand bereits Anwendung im Rahmen der Aufklärung von 

RMG-vermittelten Mechanismen infolge einer diabetischen Stoffwechselsituation. 

Dabei ist es uns gelungen, die in isolierten Schweine RMG durch differenzielle 

Proteomanalyse beobachtete SPP1-Expressionsminderung auf Gewebeebene zu 

verifizieren. Die bisher unbekannte SPP1-Expressionsminderung könnte einen RMG-

vermittelten Pathogenesemechanismus darstellen, der bei der DR schon in einem 

sehr frühen Krankheitsstadium mit der Ödementwicklung und mit 

neurodegenerativen Prozessen in Zusammenhang steht. Dies sollte weiterführend 

untersucht werden, indem eine experimentell induzierte Ödematisierung und das 

neuronale Überleben in Schweinenetzhautexplantaten vergleichend beurteilt werden. 

Dazu könnten Netzhautexplantate unter diabetischen Kulturbedingungen mit einer 

Kontrollgruppe verglichen werden. Die gezielte, Antikörper-basierte Blockade von 

SPP1 in den Kontrollexplantaten könnte dann bestätigen, dass es sich um einen 

spezifisch mit SPP1 assoziierten Mechanismus handelt.  
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Unsere Analysen zeigten zudem, dass Schweine RMG unter diabetischen 

Kulturbedingungen eine Reihe von ECM-Proteinen vermindert exprimierten, die 

einen stabilisierenden Effekt auf die ECM-Struktur haben. Die Destabilisierung der 

ECM um RMG könnte ein wichtiger Mechanismus sein, der bei der DR zur Auflösung 

der ILM beiträgt. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Die diabetische Retinopathie (DR) ist eine schwere Komplikation von Diabetes 

mellitus, die zur vollständigen Erblindung führen kann. Schweineaugen eignen sich 

aufgrund der ähnlichen Anatomie und des funktionell ähnlichen Feinbaus der 

Netzhaut besonders für die Erforschung der DR des Menschen. Ein wesentliches Ziel 

dieses Projekts war die Etablierung organotypischer Netzhautkulturen aus 

Schweineaugen, um daran die Pathophysiologie der DR untersuchen zu können. 

Organotypische Netzhautkulturen erlauben Untersuchungen an der Netzhaut nahe 

an der in vivo Situation, ohne dass dafür Experimente im Tier nötig sind.  

Wir entwickelten eine reproduzierbare und manipulationsarme Präparationsmethode, 

mit der die Region aus dem visual streak der Schweinenetzhaut explantiert werden 

kann, die in ihrer zellulären Zusammensetzung der Makula des Menschen entspricht.  

Um kulturinduzierte Veränderungen der Neuroretina einschätzen und von 

behandlungsinduzierten Effekten abgrenzen zu können, haben wir eine 

Charakterisierung unseres Netzhautmodells durchgeführt. Diese erfolgte anhand von 

bildgebenden Verfahren, wobei zu diesem Zweck ein geeignetes Protokoll entwickelt 

wurde. Es zeigte sich der Erhalt der neuroretinalen Schichtung über mindestens 

neun Tage in Kultur. Müller Gliazellen (RMG) zeigten eine anhaltende Expression 

des RMG-spezifischen Enzyms Glutamin Synthetase, die für einen anhaltend 

differenzierten Zustand dieses Zelltyps im Netzhautmodell sprach. Zudem deutete 

die zunehmende Expression von Glial Fibrillary Acid Protein auf eine Aktivierung der 

RMG hin. Diese kulturinduzierte Aktivierung könnte es erlauben, RMG im 

Netzhautmodell in einer Stresssituation zu studieren, die für pathologische Prozesse 

in vivo repräsentativ sein könnte und daher interessant ist.  

In einer vorangegangenen Studie konnte unsere Gruppe zeigen, dass in einem 

diabetischen Schweinemodell ein wesentliches pathologisches Merkmal der 

Netzhaut, die Auflösung der inneren Grenzmembran (ILM), mit funktionellen 

Veränderungen von RMG einhergeht. Darauf basierend war eine weitere 

Aufgabenstellung des Projekts, die Rolle von RMG in der diabetischen 

Schweinenetzhaut weiterführend zu untersuchen. Zu diesem Zweck haben wir 

proteomweite Veränderungen in isolierten Schweine RMG unter einer diabetischen 

Stoffwechselsituation untersucht.  
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Die vorgenommene differenzielle Proteomanalyse deutete auf eine Umstrukturierung 

der extrazellulären Matrix (ECM) um RMG hin. Dies kam durch eine 

Expressionsminderung von Kollagen-α-Ketten, Fibronektin und ECM-regulierenden 

Enzymen (Prokollagen-Lysin 2-Oxoglutarat 5-Dioxygenase 1 bis 3) zum Ausdruck. 

Diese Proteine nehmen eine stabilisierende Rolle bei der ECM-Struktur ein. 

Demnach könnte die von uns detektierte Expressionsminderung in vivo zu einer 

Destabilisierung der ECM führen und so zur Auflösung der ILM beitragen. 

Darüber hinaus zeigte sich in unserem Experiment eine Expressionsminderung von 

Secreted Phosphoprotein 1 (SPP1). Ergänzend zu den proteomischen Analysen auf 

Einzelzellebene verwendeten wir unser Schweinenetzhautmodell, um die 

beobachtete SPP1-Expressionsminderung zu verifizieren. Anhand 

immunhistologischer Färbungen konnten wir die SPP1-Expressionsminderung in 

RMG auf Ebene der intakten Netzhaut bestätigen. SPP1 ist ein ECM-Protein, das der 

Literatur zufolge sowohl an der Flüssigkeitshomöostase in RMG als auch an den 

RMG-vermittelten neuroprotektiven Prozessen in der Netzhaut beteiligt ist. Die 

beobachtete Expressionsminderung in RMG könnte deshalb mit der 

Ödementwicklung und mit neurodegenerativen Prozessen in der diabetischen 

Schweinenetzhaut in Verbindung stehen.  

Im Rahmen dieses Projekts ist es gelungen, ein Schweinenetzhautmodell für 

Untersuchungen zur Pathogenese der DR zu entwickeln. Damit ergibt sich die 

Möglichkeit, Fragestellungen über die Rolle von RMG bei der DR nahe an der in vivo 

Situation zu klären. Ein interessanter Kandidat für weiterführende Untersuchungen 

wäre SPP1, das bei der DR auf Molekularebene an wichtigen RMG-vermittelten 

Pathogenesemechanismen beteiligt sein könnte.  
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7 SUMMARY 

Diabetic retinopathy (DR) is a severe complication of diabetes mellitus that can lead 

to loss of vision. Because of the high similarity between porcine and human retina 

with respect to anatomy and cellular composition of the retina, porcine eyes are 

particularly suitable for research of DR. A major goal of this project was to establish 

porcine retinal organotypic cultures in order to investigate the pathophysiology of DR. 

Retinal organotypic cultures allow investigations of the retina close to the in vivo 

situation thus avoiding animal experiments.  

We developed a reproducible preparation method for explanting the region from the 

visual streak of the porcine retina which resembles the cellular composition of the 

human macula.  

In order to assess retinal adaption to culture conditions and to distinguish adaptive 

changes from treatment-induced effects, we performed a characterization of the 

retinal culture model by using optimized imaging techniques. Neuroretinal layering 

remained well preserved over a period of at least nine days in culture. Müller glial 

cells (RMG) continuously expressed the RMG-specific enzyme glutamine synthetase 

indicating a persistent differentiated state. Furthermore, the expression of glial 

fibrillary acid protein increased over time in vitro indicating an activation of RMG. 

Activation of RMG is a common occurrence upon pathological processes in vivo and 

therefore a condition of particular interest. Collectively, our porcine retinal culture 

model is potentially suitable for investigations on involvement of RMG in pathological 

processes. 

In a diabetic pig model our group previously discovered functional changes of RMG 

being associated with disruption of the inner limiting membrane (ILM), which is an 

essential characteristic of retinal pathology. Based on these findings, another aim of 

this project was to investigate the role of RMG in the diabetic pig retina. To this end, 

changes in isolated porcine RMG under diabetic culture conditions were investigated 

on the proteome-wide level.  

Differential quantitative proteome analysis revealed RMG-mediated remodeling of the 

extracellular matrix (ECM) under diabetic conditions. Several proteins involved in the 

stabilization of the ECM-structure showed decreased expression levels, such as 

several collagen-α-chains, fibronectin and ECM-regulating enzymes (procollagen-

lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 to 3). A decreased expression level of ECM 



 Summary 
 
 

150 
 

structural proteins might point to a destabilization of the ECM in vivo and thus might 

contribute to the disruption of the ILM. 

We also detected a decreased protein expression level of secreted phosphoprotein 1 

(SPP1) upon diabetic conditions. By immunohistochemistry we confirmed decreased 

protein expression of SPP1 in porcine retinal cultures under diabetic conditions. 

SPP1 is involved in regulation of fluid homeostasis by RMG and RMG-mediated 

neuroprotective processes in the retina. Therefore, the observed decrease in protein 

levels in RMG might contribute to edema development and neurodegenerative 

processes in the diabetic pig retina.  

We have successfully developed a porcine retinal culture model for studying the 

pathogenesis of DR and in particular the role of RMG close to the in vivo situation. 

We suggest SPP1 as an interesting candidate for further investigations being 

potentially involved in relevant pathomechanisms mediated by RMG in DR at a 

molecular level. 
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