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A. dest. Aqua destillata 

AMD Altersabhängige Makuladegeneration 

ARPE-19 Adulte retinale Pigmentepithelzelllinie-19 

BFGF Basic fibroblast growth factor 

Bzw.  Beziehungsweise 

CO Kohlenstoffdioxid 

COX Cyclooxyginase 

d Tage 

DAMPs Damage-associated molecular patterns 

DAPI 4ó,6-Diamidino-2-phenylindol 

DMEM  Dulbeccosôs Modified Eagleós Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dsDNA Doppelsträngige Desoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsäure 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

FKS Fetales Kälberserum 

h Stunden 

HLA Humane Leukozytenantigene 

IFN Interferon 

IgG Immunglobulin G 

IHC Immunhistochemie 

IL  Interleukin 

iNOS Inducible nitric oxide synthase 

kDa Kilodalton 
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KOH Kaliumhydroxid 

LPS Lipopolysaccharid 

Lamp2 Lysosome-associated membrane protein 2 

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 

MeOH Methanol 

mg Milligramm 

MHC Major histocompatibility complex 

min Minute 

ml Milliliter  

mm Milimeter 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

ms Millisekunden 

n Anzahl der Versuchswiederholungen 

NaHCO Natriumhydrogencarbonat 

NEA Nicht essenzielle Aminosäuren 

NFəB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

ng Nanogramm 

nm Nanomol 

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns  

PAS Periodic-acidic-shift 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
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PlGF Placenta growth factor 
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RPE Retinales Pigmentepithel 

TIR Toll-Interleukin-1-Rezeptor-Domäne 
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TNF-Ŭ Tumor Necrosis Factor-alpha 

u. a. Unter anderem 

U/min Umdrehungen pro Minute 
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1 Einleitung  

1.1 Das Auge 

Das Auge ist ein bedeutendes Sinnesorgan des Menschen. Dieses komplexe Organ dient der 

Wahrnehmung elektromagnetischer Strahlen mit Wellenlängen zwischen 400 und 750 nm 

(Klinke et al. 2010). Der Bulbus oculi (Augapfel) wird von außen nach innen grob in drei 

Schichten eingeteilt. Das sind die äußere Augenhaut (Kornea und Sklera), die mittlere 

Augenhaut (Uvea) und die innere Augenhaut (Retina) (Schünke et al. 2012). Der kugelförmige 

Bulbus oculi lässt sich funktionell in einen lichtbrechenden (dioptrischen) und 

lichtwahrnehmenden (sensorischen) Teil einteilen (Klinke et al. 2010). Der dioptrische Teil 

dient der punktförmigen Abbildung einfallenden Lichtes auf der Retina (Klinke et al. 2010; 

Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Schünke et al. 2012). In der Retina, dem sensorischen Teil, 

werden Lichtreize in elektrochemische Impulse umgewandelt (Klinke et al. 2010; Lüllmann-

Rauch und Asan 2019; Schünke et al. 2012). Die Retina ist dabei selbst Teil des zentralen 

Nervensystems (Lüllmann-Rauch und Asan 2019). In der Retina wird der lichtunempfindliche 

Bereich von der Neuroretina unterschieden (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Klinke et al. 

2010). Morphologisch wird die Retina in zehn Schichten unterteilt (Lüllmann-Rauch und Asan 

2019). Für diese Arbeit von Bedeutung ist vor allem die retinale Pigmentepithelschicht (RPE) 

(Lüllmann-Rauch und Asan 2019). Das RPE steht in engem Zusammenhang mit den 

Photorezeptorzellen. Bei den Photorezeptorzellen werden Stäbchen- von Zapfenzellen 

unterschieden (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Klinke et al. 2010). Dabei sind Stäbchenzellen 

für das skotopische und Zapfenzellen für das photopische Sehen verantwortlich. Der 

sensorische Fortsatz der Photorezeptorzellen wird in ein Innen- und Außensegment unterteilt 

(Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Klinke et al. 2010). Die Außensegmente enthalten das 

Sehpigment Rhodopsin und unterliegen einer ständigen Erneuerung (Strauss 2005). In der 

Retina finden sich verschiedene Zelltypen, u.a. Bipolar- und Ganglienzellen, die miteinander 

ein komplexes Zellnetzwerk bilden (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Schünke et al. 2012). 

Elektrochemische Signale werden über dieses Zellnetzwerk neuronal verarbeitet und die 

Informationen letztendlich als Aktionspotentiale über den Nervus opticus (Sehnerv) zur 

Sehrinde des Gehirns weitergeleitet (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Schünke et al. 2012). 

Wird der Augenhintergrund bei einem Patienten ophthalmologisch untersucht, fallen die Papille 

(Austritt des Sehnervs aus dem Auge) und die temporal gelegene Macula lutea (gelber Fleck) 

auf (Lüllmann-Rauch und Asan 2019; Klinke et al. 2010). In der Macula lutea sind die meisten 

Zapfenzellen lokalisiert. Im Zentrum der Macula lutea befindet sich die Fovea centralis 
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(Sehgrube), der Ort des schärfsten Sehens. Hier ist die Dichte der Zapfenzellen am höchsten 

und jede Zapfenzelle wird 1:1:1 auf eine bipolare Zelle und eine Ganglienzelle umgeschaltet. 

Die 1:1:1-Umschaltung schließt eine Signalkonvergenz aus und ermöglicht eine hohe visuelle 

Auflösung. Weil die Fovea selbst gefäßfrei ist, muss die Blutversorgung über die Choroidea 

und die Diffusion über die Bruch-Membran erfolgen (Klinke et al. 2010; Lüllmann-Rauch und 

Asan 2019). Eine Darstellung des Augenaufbaus ist in Abbildung 1 gegeben. 

1.2 Das retinale Pigmentepithel   

1.2.1 Lokalisation im RPE/Bruch-Membran/Aderhaut-Komplex 

Das RPE ist ein einschichtiges kubisches Epithel (Lüllmann-Rauch und Asan 2019), welches 

zahlreiche Melanosomen beinhaltet (Bhutto und Lutty 2012). Die Zellen sind durch Tight 

junctions untereinander verbunden und liegen polarisiert vor (Rizzolo 1997; Cereijido und 

Anderson 2001; Strauss 2005). Im apikalen Bereich weist das RPE Mikrovilli und Mikroplicae 

auf, welche die Spitze der Rezeptorzellfortsätze umgeben (Klettner et al. 2015; Strauss 2005). 

Die basolaterale Membran des RPE sitzt auf der Bruch-Membran (Strauss 2005; Bhutto und 

Lutty 2012). Die Bruch-Membran ist eine dünne Schicht, die aus einer elastin- und 

kollagenreichen, extrazellulären Matrix besteht (Chen et al. 2003; Bhutto und Lutty 2012). 

Hauptfunktionen der Bruch-Membran sind die Diffusionsregulierung von Biomolekülen 

zwischen dem RPE und der Choroidea sowie die Verhinderung einer Zellmigration vom RPE 

Abbildung 1: Querschnitt durch den Bulbus oculi (Augapfel). Die Abbildung zeigt ein vereinfachtes Schema. Die Wand des 

Bulbus oculi ist aus drei Schichten aufgebaut: Äußere Augenhaut (Sklera und Kornea), mittlere Augenhaut (Choroidea) und 

die innere Augenhaut (Retina). Eintreffende Lichtstrahlen werden durch die Linse gebündelt und auf der Retina abgebildet. In 

der Retina werden die Lichtreize in elektrochemische Signale umgewandelt und über den Nervus opticus an das Gehirn 

weitergeleitet (erstellt mit BioRender.com). 
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in die Choroidea und umgekehrt (Bhutto und Lutty 2012; Grindle und Marshall 1978). Die 

Choroidea grenzt an die Bruch-Membran und weist ein fenestriertes Endothel auf (Bhutto und 

Lutty 2012; Blaauwgeers et al. 1999). Das RPE, die Bruch-Membran und die Choroidea bilden 

zusammen einen funktionellen Komplex (Bhutto und Lutty 2012). Ein optimaler 

Interaktionsablauf zwischen den drei Bestandteilen dieses Komplexes ist die Voraussetzung für 

eine vitale Retina. Abbildung  2 ist eine vereinfachte Darstellung der Lokalisation des RPE im 

RPE/Bruch-Membran/Aderhautkomplex. 

1.2.2 Aufgaben des RPE 

Das RPE übt aufgrund seiner Polarisierung im apikalen und basalen Bereich unterschiedliche 

Funktionen aus (Thumann et al. 2005; Sonoda et al. 2009). Das RPE ist an der Erneuerung des 

Sehpigments beteiligt (Strauss 2005). Für eine Transduktion von Licht in elektrochemische 

Signale ist die lichtinduzierte Umwandlung von 11-cis-Retinal in all-trans-Retinal nötig 

(Silbernagl et al. 2020). Dies führt zu einer Konformationsänderung des Opsins und führt 

letztendlich zu einer Hyperpolarisation der Rezeptorzellmembran. Das Retinal löst sich vom 

Opsin und wird erst nach enzymatischer Überführung in 11-cis-Retinal wieder an Opsin 

gebunden (Lüllmann-Rauch und Asan 2019). Um die Erregbarkeit der Photorezeptoren 

aufrecht zu erhalten, wird das all-trans-Retinal zum RPE transportiert, dort in 11-cis-Retinal 

reisomerisiert und zu den Photorezeptoren zurücktransportiert (Strauss 2005). Eine weitere 

Abbildung 2: RPE/Bruch-Membran/Aderhaut-Komplex (vereinfachtes Schema). Die Photorezeptorzellen grenzen an das 

RPE. Das RPE sitzt auf der Bruch-Membran und vermittelt den Stoffaustausch zwischen der angrenzenden Choroidea und 

den Photorezeptoren (erstellt mit BioRender.com).  
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essentielle Aufgabe des RPE ist die Versorgung der Photorezeptoren mit Nährstoffen. Das RPE 

absorbiert Lichtenergie und transportiert Ionen, Wasser und metabolische Endprodukte aus dem 

subretinalen Raum in das Blut (Strauss 2005). Umgekehrt nimmt das RPE Nährstoffe wie 

Glukose, Retinol und Fettsäuren aus dem Blut auf und liefert diese zu den Photorezeptoren 

(Strauss 2005). Durch das RPE erfolgt weiterhin die Aufnahme von Membranscheiben 

verbrauchter Photorezeptoraußensegmente (Strauss 2005) und es bietet Schutz vor oxidativem 

Stress (Klettner 2012). Die Sekretion von Zytokinen und dem Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) ist eine weitere wichtige Funktion des RPE (Strauss 2005; Klettner 2013), auf 

die im Kapitel 1.2.3 und 1.3 detaillierter eingegangen wird. Es ist darüber hinaus an der äußeren 

Blut-Retina Schranke beteiligt, die über die Tight junctions im apikalen Bereich der RPE-Zellen 

gebildet wird (Detrick und Hooks 2010; Klettner 2015b; Strauss 2005; Bhutto und Lutty 2012). 

Dies verhindert z. B. die unspezifische Diffusion oder den Transport von Stoffen aus der 

Choroidea (Bhutto und Lutty 2012).  

Das RPE spielt eine zentrale Rolle in der Immunregulation (Klettner 2015b; Strauss 2005). 

Neben der Beteiligung an der Blut-Retina-Schranke trägt es zu einem anti-inflammatorischen 

Milieu bei, indem es anti-inflammatorische Zytokine sezerniert und eine T-Zell-Aktivierung 

unterdrückt (Jørgensen et al. 1998; Sugita et al. 2009; Gregerson et al. 2007; Hooks et al. 2008; 

Zamiri et al. 2005). Weiterhin ist es an der Entzündungsantwort in der Retina beteiligt (Strauss 

2005; Klettner 2015b; Bhutto und Lutty 2012). Da Inflammation als Teil der Pathogenese vieler 

Krankheitszustände im Auge angesehen wird und das RPE eine zentrale Rolle im Rahmen einer 

Immunantwort spielt, wird auf diese Funktion im folgenden Kapitel genauer eingegangen 

(Detrick und Hooks 2010; Nussenblatt et al. 2009; Ding et al. 2009).  

  

1.2.3 Das RPE und Inflammation 

Die Retina ist ein hochspezialisiertes, komplexes Gewebe (Detrick und Hooks 2010). Sie ist 

daher sehr vulnerabel gegenüber Noxen und anhaltenden Immunantworten, die durch eine 

Inflammation hervorgerufen werden können (Klettner 2015b). Aufgrund dessen ist dort eine 

inflammatorische Antwort auf die unterschiedlichen Gefahrensignale stark reguliert. Keino et 

al. 2018 beschrieben das Mikromilieu im Auge als Ăimmunsuppressivñ und Ăanti-

inflammatorischñ. Diese Eigenschaft der retinalen Zellen trägt zum Immunprivileg des Auges 

bei (Keino et al. 2018). Das Immunprivileg wird durch verschiedene Mechanismen 

aufrechterhalten und bedeutet, dass eine Aktivierung des gelernten Immunsystems verhindert 

wird (Forrester et al. 2008). Dazu gehören die Blut-Retina-Schranke, das Fehlen eines 

Lymphabflusses und die Expression von immunmodulierenden Faktoren durch die in der 
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Retina vorkommenden Zellen (Klettner 2015b). Weiterhin wird die Expression von Major 

histocompatibility complex (MHC) -I und -II sowie eine T-Zell-Immunantwort strikt reguliert 

(Stein-Streilein 2013). Zu den wichtigen Zelltypen, die an der Aufrechterhaltung des 

Immunprivilegs und an einer Immunantwort beteiligt sind, gehören die Mikroglia und das RPE 

(Klettner 2015b; Langmann 2007). Mikrogliazellen sind die Makrophagen (Immunzellen) des 

zentralen Nervensystems (Langmann 2007). Sie sind in der inneren und äußeren plexiformen 

Schicht der Retina verteilt und besitzen bestimmte Oberflächenproteine (Karlstetter et al. 2015). 

Die Oberflächenproteine beinhalten Rezeptoren für Komponenten des Komplementsystems, 

Zytokine und Danger-associated molecular patterns (DAMPS) (Karlstetter et al. 2015; Rashid 

et al. 2018). Im Rahmen einer Immunantwort können Mikroglia Zelloberflächenproteine 

hochregulieren, z.B. Rezeptoren für Zytokin-/Chemokinrezeptoren und MHC-Marker. 

Mikroglia werden durch sogenannte ĂDanger signalsñ (dt. Gefahrensignale) aktiviert. Durch 

eine Aktivierung gelangen Mikroglia in den subretinalen Raum und können dort auch direkt 

mit dem RPE interagieren (Ellis-Behnke et al. 2013; Langmann 2007).  

Zu den Funktionen, die das RPE im Rahmen einer Immunantwort übernimmt, gehört die 

Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLR), Komplementfaktoren, Fc-Gamma-Rezeptoren 

und die Regulierung der Expression von MHC-I und -II -Molekülen (Detrick und Hooks 2010). 

Das RPE kann zusätzlich als antigenpräsentierende Zelle fungieren. Die Zellen sezernieren 

Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren (Detrick und Hooks 2010). T-Zellen sind in der 

gesunden Retina nicht vorzufinden (Klettner 2015b). Das liegt zum einen an der Blut-Retina-

Schranke, zum anderen an der Suppression der T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung durch 

das RPE (Klettner 2015b; Klettner und Roider 2021; Detrick und Hooks 2010). Der Ablauf 

einer Interaktion zwischen T-Zellen und dem RPE ist komplex und dabei abhängig von dem 

jeweiligen Aktivitätsstatus dieser beiden Zelltypen (Klettner 2015b). Ein Hauptinteraktionsweg 

findet mittels MHC-I und -II statt. Bei dem MHC handelt sich um Zelloberflächenproteine, die 

für die Antigenpräsentation und -erkennung durch T-Zellen wichtig sind. Die MHC-Klassen I 

und II werden in der Retina gering exprimiert (Klettner 2015b; Stein-Streilein 2013). Das RPE 

kann durch das proinflammatorische Zytokin Interferon-ɔ (IFN-ɔ) stimuliert werden, MHC- II 

zu exprimieren und kann hierdurch zur antigenpräsentierenden Zelle werden. Hierdurch wird 

die T-Zell-Aktivierung unterdrückt (Klettner 2015b; Percopo et al. 1990).  

TLR gehören zum angeborenen Immunsystem (Ebihara et al. 2007; Klettner 2015b). Bei ihnen 

handelt es sich um Pattern recognition receptors, die potenzielle Gefahrensignale erkennen 

können. Solche Gefahrensignale sind zum Beispiel die Pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPS) und DAMPS (Chow et al. 1999; Bernard et al. 2012). Die Erkennung der 
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Gefahrensignale führt zu einer Signalkaskade, welche letztendlich eine schnelle und effektive 

Immunantwort generiert (Detrick und Hooks 2010). Diese Immunantwort beinhaltet die 

Aktivierung von Zellen, Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, 

Typ-I-Interferonen und begünstigt die T-Zell-Differenzierung (Detrick und Hooks 2010). TLR 

sind Transmembranproteine (Kawasaki und Kawai 2014). Die extrazelluläre Domäne besteht 

aus Leucin-reichen Repeats (dt. Wiederholungen) die DAMPS und PAMPS binden. Eine 

intrazelluläre Toll-Interleukin-1-(TIR)-Domäne ist verantwortlich für die weitere 

Signaltransduktion (Kawai und Akira 2010). Eine Aktivierung und Signalweiterleitung ist 

jeweils abhängig vom TLR und dessen Liganden. Durch eine TLR-Aktivierung wird 

hauptsächlich die Expression von inflammatorischen Zytokinen induziert. Die Expression wird 

dann über Nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B-cells (NFkB) vermittelt 

(Kawai und Akira 2010; Kawasaki und Kawai 2014). Beim Menschen sind bisher 10 

verschiedene TLR bekannt. Davon spielen TLR-2, -3 und -4 die größte Rolle im RPE 

(Kawasaki und Kawai 2014). Eine Aktivierung dieser drei TLR hat unterschiedliche Effekte 

zur Folge.  

Der TLR-2 befindet sich an der Zelloberfläche (Kawai und Akira 2010) und erkennt u. a. 

Peptidoglykane gram-positiver Bakterien (Klettner 2015b; Fujimoto et al. 2010; Schwandner 

et al. 1999). Eine Aktivierung von TLR-2 kann, abhängig von dem Agonisten, die Sekretion 

von Interleukin (IL)-6, IL-8 VEGF, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Ŭ, Monocyte 

chemoattractant protein (MCP)-1 sowie eine erhöhte Expression der Komplementfaktoren 

CFB und C3 induzieren (Fujimoto et al. 2010; Mulfaul et al. 2020; Feng et al. 2017; Dietrich 

et al. 2020). Zusätzlich kann die Aktivierung von TLR-2 Tight junctions und somit die 

Barrierefunktion des RPE beeinflussen (Terheyden et al. 2021). 

Der TLR-3 ist der wichtigste TLR im RPE und kommt dort fast ausschließlich intrazellulär vor 

(Kawai und Akira 2010; Kumar et al. 2004b). Er wird konstitutiv vom RPE exprimiert (Kumar 

et al. 2004b). TLR-3 ist im Rahmen der Abwehr gegen virale Infektionen wichtig, da es dsRNA, 

ein Zwischenprodukt der Virusreplikation, erkennt (Detrick und Hooks 2010). 

Polyinosinsäure:Polycytidylsäure (Poly I:C) ist eine künstliche, virale, doppelsträngige RNA, 

die ebenfalls eine Aktivierung von TLR-3 induzieren kann (Alexopoulou et al. 2001). Eine 

Aktivierung von TLR-3 kann in einer Expression bzw. Sezernierung von IL-6, IL-8, TNF-Ŭ, 

MCP-1, IFN-ɓ, CFB und VEGF resultieren (Ebihara et al. 2007; Klettner et al. 2013a; Kumar 

et al. 2004b; Wörnle et al. 2011; Brosig et al. 2015; Terheyden et al. 2021; Dietrich et al. 2020; 

Klettner et al. 2020). Die Expression von MHC-II kann durch eine TLR-3-Aktivierung 

hochreguliert werden (Chen et al. 2013). Für den TLR-3 wurde ebenso wie für TLR-2 ein 
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Einfluss auf die Barrierefunktion des RPE beschrieben (Terheyden et al. 2021). Des Weiteren 

wurde in vorherigen Studien festgestellt, dass eine TLR-3-Aktivierung den Zelltod im RPE 

induzieren kann (Yang et al. 2008; Murakami et al. 2014; Shiose et al. 2011; Klettner et al. 

2013a; Klettner et al. 2020).  

Ebenso wie TLR-2 ist der TLR-4 an der Zelloberfläche des RPE lokalisiert (Kawai und Akira 

2010). Der TLR-4 detektiert Lipopolisacharide (LPS), ein Indikator für gram-negative 

Bakterien (Chow et al. 1999). Für die Aktivierung von TLR-4 wurde eine Expression bzw. 

Ausschüttung von IL-6, IL-8, TNF-Ŭ, IL-1ɓ sowie Cyclooxyginase (COX)-2 und Inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) beschrieben (Terheyden et al. 2021; Klettner et al. 2020; Elner et 

al. 2005; Chen et al. 2017). Auch für TLR-4 wurde ein Einfluss auf die Barrierefunktion des 

RPE beschrieben (Terheyden et al. 2021; Chen et al. 2017). Darüber hinaus wurde in vorherigen 

Studien eine Reduktion der Viabilität und der Phagozytose primärer RPE-Zellen durch eine 

LPS-Aktivierung festgestellt (Klettner et al. 2020). Eine Langzeitstimulation mit LPS 

resultierte zusätzlich in einer reduzierten Expression des retinalen Pigmentepithel-spezifischen 

65-kDa-Proteins (RPE65), ein Enzym, welches für die Erneuerung des Sehpigments eine Rolle 

spielt (Klettner et al. 2020). 

Zusätzlich zu den bisher beschriebenen Einflüssen einer TLR-Aktivierung kann eine solche 

Aktivierung im RPE wiederum Einfluss auf die Expression von Enzymen und die Sezernierung 

von Zytokinen in Makrophagen, Monozyten und Mikroglia haben (Mulfaul et al. 2020; Feng et 

al. 2017; Dietrich et al. 2020; Ebihara et al. 2007; Hettich et al. 2014; Klettner et al. 2014a).  

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Aktivierung von TLR die Protein- und 

Zytokinausschüttung im RPE, in Monozyten und in Mikroglia beeinflusst und dies 

Auswirkungen auf die Interaktionen zwischen Monozyten und Mikroglia mit dem RPE haben 

kann.  

Der TNF- Ŭ ist ein Zytokin, welches an der Zelloberfläche lokalisiert ist und von lymphatischen 

Zellen, Mastzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Mikroglia produziert wird (Wajant et al. 

2003). TNF- Ŭ interagiert mit zwei Rezeptoren, p55 (TNF-R1) und p75 (TNF-R2). Diese 

Rezeptoren werden wiederum auf Neuronen, Astrozyten und Mikroglia exprimiert (Park und 

Bowers 2010). Das Zytokin vermittelt viele zelluläre Aktivitäten, u. a. die Induzierung einer 

Zellproliferation, Zelldifferenzierung und der Apoptose. Er ist zudem ein wichtiger Faktor für 

die Induzierung und Aufrechterhaltung einer Immunantwort (Vandenabeele et al. 1995). 

TNF- Ŭ kann eine Angiogenese induzieren und mit VEGF synergieren, um die 

Gefäßpermeabilität zu erhöhen (Lejeune 2002). Es aktiviert die Transkription von NFəB (dela 

Paz et al. 2007; Kumar et al. 2004a). Die TNF-Rezeptoren befinden sich auch auf RPE-Zellen. 
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Nach Bindung von TNF- Ŭ an seinen spezifischen Rezeptor kann die Expression von 

Chemokinen und Zytokinen im RPE erhöht werden (Shi et al. 2008; Elner et al. 2006; Nagineni 

et al. 1996). Das ist wiederum mit einer Erhöhung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in 

der RPE-Zelle verbunden (Yang et al. 2007). 

 

1.3 Der Vascular Endothelial Growth Factor 

Der VEGF ist ein heterodimerisches Glycoprotein mit einer Masse von 40 kDa (Yamazaki und 

Morita 2006; Takahashi und Shibuya 2005). Er ist Teil der VEGF/platelet-derived growth-

Familie und sein Gen ist auf dem 6p21.3 Chromosom lokalisiert (Yamazaki und Morita 2006; 

Takahashi und Shibuya 2005; Niu und Chen 2010). VEGF ist vor allem ein 

proangiogenetischer, aber auch neuroprotektiver Faktor (Melincovici et al. 2018; Iyer und 

Acharya 2011; Baffert et al. 2006; Storkebaum et al. 2004; Nishijima et al. 2007). Während der 

Embryogenese und unter physiologischen Bedingungen, z.B. während der Schwangerschaft 

und der Wundheilung, ist er an der Gefäßneubildung und der Neoangiogenese beteiligt (Olsson 

et al. 2006; Ferrara 2004; Ucuzian et al. 2010). VEGF ist darüber hinaus der Hauptfaktor im 

Rahmen einer pathologischen Angiogenese. Dazu gehören Gefäßneubildungen im Rahmen 

eines Tumor- und Metastasenwachstums, bei Entzündungs- und Ischämievorgängen, der 

Entstehung der diabetischen Retinopathie und der altersabhängigen Makuladegenration (AMD) 

(Risau 1997; Folkman 1995; Ferrara 2000; Ferrara et al. 2003). Beim Menschen sind mehrere 

VEGF bekannt, die zu der ĂVEGF-Familieñ gehºren. Das sind beispielsweise VEGF-A, -B, -C 

und der Placenta growth factor (PlGF) (Yamazaki und Morita 2006; Ferrara 2004; Folkman 

1995; Qiu et al. 2009; Duffy et al. 2011; Tjwa et al. 2003). VEGF-A existiert in verschiedenen 

Isoformen und ist für die Angiogenese am bedeutendsten (Senger et al. 1983; Hoeben et al. 

2004; Klettner et al. 2015; Carmeliet et al. 1996; Ferrara et al. 1996). Weiterhin ist es an der 

Zellproliferation, Apoptoseinhibierung, Vasodilatation, Erhöhung der Gefäßpermeabilität und 

der Rekrutierung von Entzündungszellen beteiligt (Ferrara 2004; Takahashi und Shibuya 2005; 

Senger et al. 1983; Neufeld et al. 1999; Koch und Claesson-Welsh 2012; Melincovici et al. 

2018). Die Hauptquelle von VEGF in der Retina ist das RPE (Blaauwgeers et al. 1999; D'Amore 

et al. 1981). VEGF-A wird unter physiologischen Bedingungen konstitutiv vom RPE 

ausgeschüttet (Adamis et al. 1993; Blaauwgeers et al. 1999; Yi et al. 1997; Shima et al. 1996; 

Stone et al. 1995; Klettner et al. 2013b). Der VEGF bindet an Tyrosinkinase-Rezeptoren. Diese 

Rezeptoren bestehen aus drei Domänen, eine VEGF-bindende extrazelluläre Domäne, eine 

transmembrane und eine intrazelluläre Domäne mit Tyrosinkinase-Aktivität (Yamazaki und 

Morita 2006; Neufeld et al. 1999; Shibuya 2006, 2013). Die Bindung von VEGF an den VEGF-
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Rezeptor findet extrazellulär statt. Nach Bindung an den VEGF-Rezeptor erfolgt eine 

Dimerisierung der Rezeptoren. Anschließend folgt eine Autophosphorylierung der VEGF-

Rezeptoren und somit eine intrazelluläre Aktivierung eines Tyrosin-Kinase-Enzyms 

(Abbildung 3).  

Dies wiederum aktiviert intrazelluläre Signalwege (Neufeld et al. 1999; Melincovici et al. 2018; 

Wu et al. 2000; Matsumoto und Claesson-Welsh 2001). Für die Aktivierung von Tyrosin-

Kinase-Rezeptoren sind sogenannte Ko-Rezeptoren wie die Neuropiline mitverantwortlich. 

Neuropilin-1 und -2 sind ebenfalls transmembrane Rezeptoren und binden selektiv VEGF-

Subtypen. Als Ko-Rezeptoren beeinflussen sie den Aktivitätsstatus der VEGF-Rezeptoren 

(Yamazaki und Morita 2006; Olsson et al. 2006; Nakamura und Goshima 2002). Bisher sind 

drei VEGF-Rezeptoren bekannt: VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3 (Yamazaki und Morita 

2006; Olsson et al. 2006; Takahashi und Shibuya 2005; Neufeld et al. 1999). VEGFR-3 wird 

von endothelialen lymphatischen Zellen exprimiert. Da er VEGF-A nicht bindet, ist VEGFR-3 

für diese Arbeit nicht weiter von Bedeutung (Hamrah et al. 2004; Olsson et al. 2006). Die 

VEGFR-1 und -2 werden von vaskulären endothelialen Zellen und nicht-endothelialen Zellen 

exprimiert (Yamazaki und Morita 2006; Duffy et al. 2011; Neufeld et al. 1999; Shibuya 2006). 

Abbildung 3: Vereinfachtes Schema zur Darstellung der Bindung von VEGF an den transmembranen VEGF-Rezeptor. 

Nach extrazellulärer Bindung von VEGF an den Rezeptor folgt eine Dimerisierung der Rezeptoren. Anschließend werden 

intrazellulär Signalkaskaden aktiviert, welche die Gefäßneubildung, erhöhte Gefäßdurchlässigkeit und eine Zellproliferation 

induzieren können. VEGF-Inhibitoren können die Bindung von VEGF an den VEGF-Rezeptor verhindern (erstellt mit 

BioRender.com). 
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Sie binden beide VEGF-A (Rosen 2002; Yamazaki und Morita 2006; Shibuya 2006; Ferrara 

2004, 2011). VEGFR-1 wird von Entzündungszellen, Monozyten, Makrophagen und 

endothelialen Zellen exprimiert (Olsson et al. 2006; Neufeld et al. 1999; Shibuya 2006; Tjwa 

et al. 2003). Der VEGFR-1 spielt eine wichtige Rolle in der Migration von endothelialen Zellen, 

Monozyten und Makrophagen und somit in der pathologischen Angiogenese (Takahashi und 

Shibuya 2005; Tjwa et al. 2003; Ng et al. 2006b). VEGFR-1 besitzt eine höhere 

Bindungsaffinität zu VEGF als VEGFR-2. Er weist jedoch eine geringere Tyrosinkinase-

Aktivität als VEGFR-2 auf (Takahashi und Shibuya 2005; Ferrara 2004; Shibuya 2006; Ferrara 

2011). Über den VEGFR-2 werden die meisten zellulären Antworten vermittelt, während dem 

VEGFR-1 eine Modulation der VEGFR-2-Wirkung zugesprochen wird (Matsumoto und 

Claesson-Welsh 2001; Olsson et al. 2006; Ferrara 2004). Der Hauptfaktor für das Induzieren 

der Angiogenese ist die Hypoxie (Rosen 2002; Ferrara 2004; Melincovici et al. 2018). Andere 

bekannte Faktoren sind eine Hypoglykämie, Hypertonie, ein niedriger pH-Wert und eine 

chronische Inflammation (Melincovici et al. 2018; Rosen 2002). Im Auge ist die VEGF-A 

Expression streng reguliert. Eine vermehrte Ausschüttung von VEGF-A durch das RPE kann 

durch Hypoxie, oxidativen Stress, Zytokine und Hyperthermie ausgelöst werden (Kannan et al. 

2006; Klettner und Roider 2009; Faby et al. 2014). 

 

1.4 Die altersabhängige Makuladegeneration 

Bei der AMD handelt es sich um eine fortschreitende, degenerative, multifaktorielle 

Erkrankung (Grehn 2006; Lang et al. 2008; Walter und Plange 2017). Sie stellt die häufigste 

Erblindungsursache von Menschen ab einem Alter von 65 Jahren in Industrienationen dar 

(Bourne et al. 2017). Die Prävalenz wird bei über 65-jährigen weltweit auf 10 - 13% geschätzt 

(Schmidt-Erfurth et al. 2014). Als gesicherte Risikofaktoren für die Entstehung der AMD gelten 

der Nikotinabusus, das Alter sowie genetische Prädispositionen (Grehn 2006; Lang et al. 2008; 

Walter und Plange 2017). Auch die Ernährung wird als Risikofaktor diskutiert (Knobbe und 

Stojanoska 2017). Klinisch wird die Erkrankung in eine Früh-, Intermediär- und Spätform 

unterschieden. Die AMD betrifft in den meisten Fällen beide Augen. Da die Erkrankung zu 

einer Degeneration der Makula führt, wird von betroffenen Patienten meist ein grauer Schatten 

im zentralen Gesichtsfeld beschrieben. Insbesondere das zentrale Sehen wie z. B. die 

Lesefähigkeit ist bei dieser Erkrankung beeinträchtigt. Des Weiteren zählen Metamorphopsien 

und eine Abnahme des Kontrastempfindens zu den Symptomen. Das periphere Sehen bleibt 

auch im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung erhalten. Ein Verlust der Sehfähigkeit tritt 
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in den Spätformen der feuchten und trockenen AMD auf (Grehn 2006; Lang et al. 2008; Walter 

und Plange 2017).  

Die Spätformen der AMD werden in eine exsudative (feuchte) und in eine nicht-exsudative 

(trockene) Form klassifiziert. Die nicht-exsudative Form der AMD kommt mit ca. 80% häufiger 

vor als die exsudative Form. Sie zeichnet sich durch Drusen (s. 1.4.1), Sehstörungen und einer 

langsameren Fortschreitung der Erkrankung aus. Die seltener vorkommende exsudative AMD 

zeichnet sich insbesondere durch choroidale Neovaskularisationen, (sub-)retinale Exsudationen 

und Blutungen, Bildung von Gefäßmembranen unter der Retina sowie eine schnelle 

Progredienz der Symptomatik aus (Grehn 2006; Lang et al. 2008; Walter und Plange 2017).  

 

1.4.1 Pathogenese und Pathomechanismen der AMD 

Die AMD ist eine degenerative Erkrankung der Makula. Als ursächlich werden altersbedingte 

Veränderungen im RPE/Bruch-Membran/Aderhaut-Komplex angenommen. Mit 

zunehmendem Alter verändert sich die Pigmentierung der RPE-Zellen und die 

Melanosomenzahl im RPE reduziert sich. Des Weiteren kommt es zu einer Reduktion der 

Zelldichte und wiederum zu einer Zunahme von Lipofuszingranula im RPE (Delori et al. 2001; 

Hageman 2001; Mullins et al. 2000). Das RPE wird mit zunehmendem Alter anfälliger 

gegenüber oxidativem Stress (Strauss 2005).  

Zur altersbedingten Veränderung der Bruch-Membran gehört die Dickenzunahme. Die 

Dickenzunahme der Bruch-Membran wird durch eine erhöhte Ablagerung von Biomolekülen 

und Vernetzung von Kollagenfibrillen bedingt. Bei den meisten Biomolekülen handelt es sich 

um Abfallprodukte, die u. a. im Rahmen von intrazellulären Vorgängen im RPE entstehen 

können. Berichtet wurde über eine Akkumulation von Periodic-acid-shift-(PAS)-positiven 

Granula, Membranbestandteilen, Filamenten und Ăvesikulären Materialienñ. Die anfallenden 

Abfallprodukte können letztlich die Entstehung fokaler Ablagerungen und Drusen (s. u.) 

begünstigen (Guymer et al. 1999; Anderson et al. 2002). Eine Dickenzunahme der Bruch-

Membran resultiert in einer Veränderung ihrer Permeabilität. Der Transport über die Bruch-

Membran ist erschwert und vermindert (Starita et al. 1996). Der Stoffaustausch zwischen dem 

RPE und der Choroidea ist somit beeinträchtigt (Moore et al. 1995).  

Charakteristisch für die AMD ist das Vorkommen von sogenannten pathognomonischen 

Drusen (Hageman 2001). In Studien wurde diskutiert, dass es sich bei Drusen um inkomplett 

verdaute Abfallmaterialien des RPE handelt, welche die Bruch-Membran nicht passieren 

können. Die Abfallmaterialien gelangen somit nicht in die Choroidea und können daher nicht 

entfernt werden (Crabb et al. 2002; Bird 1992; Lutty et al. 1999). Kleine Drusen, wie sie in 
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Augen von vielen Menschen im höheren Lebensalter vorkommen können, sind kein Anzeichen 

einer AMD. Dies ändert sich, wenn Drusen an ihrer Größe und Anzahl zunehmen (Bhutto und 

Lutty 2012) Das Vorhandensein von großen Drusen kann somit das erste Anzeichen für eine 

bisher unbemerkte AMD-Erkrankung sein (Kaarniranta et al. 2013; Bird et al. 1995; Fraccaro 

et al. 2015; Sallo et al. 2009). Drusen beinhalten z. B. Lipide, Lipoproteine, Lipofuszin und 

Inflammationsfaktoren wie Komplementfaktoren, Immunoglobuline, Human leukocyte 

antigen- (HLA)-Moleküle und Akute-Phase-Proteine (An et al. 2006; Ebrahimi und Handa 

2011; Johnson et al. 2011; Anderson et al. 2004; Crabb et al. 2002, 2002; Anderson et al. 2002). 

Erhöhter oxidativer Stress, eine chronische Entzündung und anhaltende 

Komplementaktivierung sollen eine entscheidende Rolle in der Bildung von Drusen spielen 

(Anderson et al. 2002; Johnson et al. 2011; Hageman 2001; Anderson et al. 2010; Johnson et 

al. 2001; Krohne et al. 2010; Wang et al. 2009). 

Der oxidative Stress, die vermehrte Ablagerung von Lipiden und die Neoangiogenese tragen 

zum größten Anteil der Entwicklung der AMD bei (Curcio et al. 2011; Miller et al. 2013; Shaw 

et al. 2016). Ein weiterer Hauptrisikofaktor der AMD-Entstehung ist eine chronische 

Inflammation (Datta et al. 2017; Kauppinen et al. 2016; Xu et al. 2009), die insbesondere durch 

oxidativen Stress im RPE hervorgerufen werden kann (Kauppinen et al. 2016). Oxidativer 

Stress und die chronische Inflammation induzieren eine erhöhte Sekretion von VEGF-A 

(Klettner und Roider 2012; Kannan et al. 2006; Faby et al. 2014; Adamis et al. 1993; Klettner 

et al. 2013b), was auch in in vitro Studien belegt werden konnte (Bian et al. 2007; Nagineni et 

al. 2012). Eine erhöhte Sekretion von VEGF-A bei gleichzeitigem Vorhandensein von Defekten 

in der Bruch-Membran ist Voraussetzung für die Bildung von choroidealen 

Neovaskularisationen. Neue Gefäße können von der Choroidea in den subretinalen Raum und 

direkt unter das RPE einwachsen (Bhutto und Lutty 2012; Green und Wilson 1986). Im 

subretinalen Raum kann es weiterhin zu einer Ödembildung und fibrotischen Veränderungen 

kommen. Die pathologischen Veränderungen können in ihrer Gesamtheit zu einem Verlust des 

Sehvermögens führen (Lang et al. 2008; Walter und Plange 2017; Fraccaro et al. 2015; Bhutto 

und Lutty 2012). 

 

1.4.2 Therapie mit VEGF-Inhibitoren 

Der Goldstandard zur Behandlung der exsudativen AMD ist die Therapie mit VEGF-

Inhibitoren. Die VEGF-Inhibitoren werden hierfür in bestimmten zeitlichen Intervallen 

intravitreal injiziert (Holz et al. 2011; Velez-Montoya et al. 2013; Schmidt-Erfurth et al. 2014). 

Fünf VEGF-Inhibitoren stehen für die Behandlung der exsudativen AMD zur Verfügung. Das 
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sind Ranibizumab (Lucentis®), Aflibercept (Eylea®), Bevacizumab (Avastin®), 

Brolucizumab (Beovu®) und Pegaptanib (Macugen®) (Mitchell et al. 2010; Heier et al. 2012; 

Jyothi et al. 2010; Markham 2019; Ng et al. 2006a). Pegaptanib rückte aufgrund der geringeren 

Wirksamkeit im Vergleich zu Aflibercept, Ranibizumab und Bevacizumab zur Therapie der 

AMD in den Hintergrund (Schmid-Kubista et al. 2011; Nagpal et al. 2007). Ranibizumab, 

Aflibercept, Bevacizumab und Brolucizumab weisen sowohl molekulare Unterschiede als auch 

Unterschiede in ihrer Bindungsaffinität zum VEGF auf (Avery et al. 2017). 

Der Angiogenesehemmer Aflibercept ist ein rekombinantes Fusionsprotein mit einem 

Molekulargewicht von 115 kDa. Das Fusionsprotein besteht aus einem Fc-Fragment eines 

humanen Immunglobulin G (IgG) sowie einer Ig-Domäne von VEGFR-1 und einer Ig-Domäne 

von VEGFR-2. Aflibercept bindet an verschiedene Isoformen von VEGF-A, VEGF-B und an 

den Placenta growth factor (Papadopoulos et al. 2012; Heier et al. 2014; Avery et al. 2017).  

Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikörper mit einem Molekulargewicht von 

149 kDa. Er besitzt zwei Bindungsstellen und bindet an alle Isoformen von VEGF-A. Ebenso 

wie Aflibercept enthält Bevacizumab ein Fc-Fragment (Ferrara et al. 2004). Hierbei handelt es 

sich um ein Zytostatikum, welches aufgrund finanzieller Gründe off-label in der AMD-

Therapie eingesetzt wird (Bro et al. 2020).  

Bei Ranibizumab handelt es sich um ein monoklonales Antikörperfragment mit einer 

molekularen Masse von 48 kDa. Es besitzt im Vergleich zu Aflibercept und Bevacizumab kein 

Fc-Fragment und hat von den vier VEGF-Inhibitoren die kürzeste Halbwertszeit (Ferrara et al. 

2006; Xu et al. 2013). Ebenso wie Bevacizumab bindet Ranibizumab alle Isoformen von 

VEGF-A (Ferrara et al. 2006; Lowe et al. 2007). Brolucizumab ist der neuste VEGF-Inhibitor, 

welcher für die Therapie der exudativen AMD zugelassen wurde. Er bindet die drei 

Hauptformen von VEGF-A und verhindert die Interaktion zwischen den beiden VEGF-

Rezeptoren, VEGFR-1 und -2 (Markham 2019). Brolucizumab weist das niedrigste molekulare 

Gewicht der vier VEGF-Inhibitoren mit 26 kDa auf (Tadayoni et al. 2021). Es handelt sich um 

ein humanisiertes monoklonales Antikörperfragment mit einer einzelnen Fv-Kette (Single-

chain antibody fragment) (Tadayoni et al. 2021; Dugel et al. 2020; Markham 2019). In einer 

Phase-III -Studie erreichte Brolucizumab eine ähnliche Wirksamkeit und Sicherheit wie 

Aflibercept. Intraokuläre Entzündungen, einschließlich retinale Vaskulitis und retinale 

Gefäßverschlüsse, wurden in der Brolucizumab-Gruppe jedoch häufiger als in der Aflibercept-

Gruppe beobachtet (Khanani et al. 2022). Da die Anwendung von Brolucizumab zu einem 

andauerndem Visusverlust führen kann, ist dessen Gebrauch umstritten (Rosenfeld und 

Browning 2020). Die Abbildung  4 verdeutlicht die Unterschiede der vier VEGF-Inhibitoren. 
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Aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften sind Aflibercept und Bevacizumab Bestandteil 

dieser Arbeit. 

 

1.4.3 Interaktionen von VEGF-Inhibitoren mit dem RPE  

Die Therapie der exsudativen AMD mit VEGF-Inhibitoren ist kein kurativer Therapieansatz. 

Zu Beginn der Therapie ist ein Visusgewinn möglich, der im Laufe der Therapie jedoch meist 

wieder verloren geht. Vielmehr wird das Voranschreiten der Erkrankung verhindert. Um dies 

zu gewährleisten, ist eine Langzeitbehandlung mit wiederholten intravitrealen Injektionen nötig 

(Schmidt-Erfurth et al. 2014; Rofagha et al. 2013). Vorherige Studien konnten Interaktionen 

zwischen Ranibizumab, Aflibercept und Bevacizumab mit dem RPE nachweisen (Klettner et 

al. 2010; Klettner et al. 2014c; Aboul Naga et al. 2015; Dithmer et al. 2016; Ranjbar et al. 2016; 

Vo et al. 2018). Dabei wurde festgestellt, dass Ranibizumab, Aflibercept und Bevacizumab 

vom RPE aufgenommen werden und sich auf die Funktionen des RPE auswirken können 

(Klettner et al. 2014c; Spitzer et al. 2006; Klettner et al. 2009). Dies gilt insbesondere für 

Aflibercept und Bevacizumab, die in dieser Arbeit genauer betrachtet werden, da sie aufgrund 

ihres Fc-Fragments über den Fc-Rezeptor in das RPE aufgenommen und im Gegensatz zu 

Ranibizumab auch dort gespeichert werden können (Dithmer et al. 2016). 

An der Aufnahme und dem intrazellulären Transport von Aflibercept und Bevacizumab sind 

insbesondere das Aktin und Myosin7a beteiligt (Aboul Naga et al. 2015; Dithmer et al. 2016). 

Die Zellen des retinalen Pigmentepithels beinhalten eine hohe Anzahl an Aktinfilamenten 

(Aboul Naga et al. 2015; Haley et al. 1983). Aktin übernimmt unterschiedliche Funktionen. 

Dazu gehören die Bildung des Zytoskeletts sowie der intrazelluläre Transport von Substanzen 

Abbildung 4: Die vier VEGF-Inhibitoren zur Behandlung der exsudativen altersabhängigen Makuladegeneration. 

Vereinfachte Darstellung der VEGF-Inhibitoren zur Veranschaulichung ihrer unterschiedlichen molekularen Strukturen 

und Molekülmassen.  
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und Zellbestandteilen (Miura und Roider 2009; Wittchen et al. 1999; Zajac et al. 2013). Aktin 

ist ein Strukturprotein und lässt sich in die drei Formen Ŭ-, ɓ-, und ɔ-Aktin einteilen. Ein 

Aktinmolekül wird als G-Aktin bezeichnet. Hierbei handelt es sich um ein Monomer. Mehrere 

Aktinmonomere bilden filamentöses F-Aktin. Im RPE ist F-Aktin am Endosomentransport, der 

Phagozytose und an dem Transport von Melanosomen beteiligt (Zajac et al. 2013; Futter 2006; 

Chaitin und Hall 1983). Für die bisher beschriebenen Transportvorgänge im RPE konnte eine 

Interaktion zwischen F-Aktin und Myosin7a festgestellt werden (Futter 2006). 

Myosin7a ist ein Mitglied der Familie der unkonventionellen Myosine (Hasson et al. 1996). Es 

handelt sich um ein Aktin-bindendes Motorprotein mit diversen Funktionen. Primär ist 

Myosin7a in der Bewegung von intrazellulären Substanzen, Membranen und Organellen 

entlang der Aktinfilamente beteiligt. Neben der Niere, der Lunge, und dem Innenohr ist das 

Vorhandensein von Myosin7a auch in der Retina und dem RPE zu verzeichnen (Hasson et al. 

1996; Weil et al. 1995). Myosin7a ist z.B. an dem intrazellulären Transport von Phagosomen 

beteiligt, die u.a. verbrauchte Photorezeptoraußensegmente beinhalten (Gibbs et al. 2003). Des 

Weiteren wurde in vorherigen Studien beschrieben, dass Myosin7a an dem Transport von 

Melanosomen und dem Sehpigment RPE65 beteiligt ist (El-Amraoui et al. 2002; Lopes et al. 

2011). In den Arbeiten von Aboul Naga et al. 2015 sowie Borchers et al. 2021 wurde sowohl 

eine Interaktion zwischen Myosin7a mit VEGF-Inhibitoren als auch mit Aktin in Kurz- und 

Langzeitversuchen beschrieben (Aboul Naga et al. 2015; Borchers et al. 2021).  

Im RPE interagiert Myosin7a mit Lysosomen (Soni et al. 2005). Bei Lysosomen handelt es sich 

um Membran-umschlossene Zellorganellen. Sie enthalten hydrolytische Enzyme und 

Phosphatasen, die wiederum Fremdstoffe oder körpereigene Stoffe abbauen. Ein Abbau von 

VEGF-Inhibitoren durch Lysosomen im RPE wird diskutiert (Borchers et al. 2021; Hunziker 

und Geuze 1996; Soni et al. 2005). 

Die intravitreal applizierten VEGF-Inhibitoren müssen für ihre Wirkung den subretinalen 

Raum erreichen, um der Bildung von choroidealen Neovaskularisationen entgegenzuwirken. In 

Studien wurde untersucht, inwiefern das RPE mittels Aktin, Myosin7a und Lysosomen an der 

Aufnahme, dem intrazellulären Transport und dem Abbau von VEGF-Inhibitoren eine Rolle 

spielt (Dithmer et al. 2016; Heiduschka et al. 2007; Klettner et al. 2009; Aboul Naga et al. 2015; 

Ramsay et al. 2019). Mögliche Auswirkungen der Anti-VEGF-Therapie auf das RPE sind 

Gegenstand vieler Studien (Schottler et al. 2018; Rofagha et al. 2013; Lois et al. 2013; Gerding 

2016). In vitro konnten bereits Auswirkungen bzw. Interaktionen zwischen VEGF-Inhibitoren 

und dem RPE herausgearbeitet werden (Aboul Naga et al. 2015; Dithmer et al. 2016; Klettner 

et al. 2009; Klettner et al. 2010; Klettner et al. 2014c; Saenz-de-Viteri et al. 2016; Schnichels 
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et al. 2013).  In der Studie von Klettner et al. 2009 wurde u. a. die Aufnahme von Bevacizumab 

und Ranibizumab in primäre RPE-Zellen über verschiedene Zeiträume untersucht (Klettner et 

al. 2009). Bevacizumab konnte nach einem Zeitraum von sieben Tagen noch in den primären 

RPE-Zellen nachgewiesen werden, während Ranibizumab bereits nach einem Tag nicht mehr 

in den Zellen nachzuweisen war (Klettner et al. 2009). Eine weitere Studie dieser Arbeitsgruppe 

beschäftigte sich mit Bevacizumab und Ranibizumab und deren Auswirkungen auf die 

Proliferation primärer RPE-Zellen, die Wundheilung und Phagozytose (Klettner et al. 2010). 

Bevacizumab hatte einen stärkeren Einfluss auf die Zellproliferation verglichen mit 

Ranibizumab. Zusätzlich zeigte sich eine reduzierende Wirkung von Bevacizumab auf die 

Phagozytose primärer RPE-Zellen (Klettner et al. 2010). In Schnichels et al. 2013 wurde 

beschrieben, dass Stimulationen mit Aflibercept nach einer, 24, 48 und 72 Stunden den 

geringsten Einfluss auf beispielsweise die Zellmorphologie, die Apoptose, die Zellviabilität der 

in der Studie untersuchten Zelllinie verglichen mit Bevacizumab und Ranibizumab aufwies 

(Schnichels et al. 2013). Die Auswirkungen von Aflibercept auf die Funktionen primärer RPE-

Zellen war ebenso Bestandteil von Klettner et al. 2014 (Klettner et al. 2014c). Aflibercept 

konnte in den dort verwendeten Experimenten bis zu sieben Tagen im RPE nachgewiesen 

werden (Klettner et al. 2014c). Ein Einfluss auf die Zytotoxizität konnte in dieser Arbeit nicht 

festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch eine Beeinträchtigung der Wundheilungs- und 

Phagozytosefunktion des RPE (Klettner et al. 2014c). Für Bevacizumab konnten Interaktionen 

mit Endosomen, Aktinfilamenten und Myosin7a beobachtet werden, die auf einen 

intrazellulären Transport im RPE durch diese Moleküle bzw. Zellbestandteile hindeuten (Aboul 

Naga et al. 2015). Nach Stimulationen über sieben Tagen zeigte sich zusätzlich eine 

Akkumulation von Bevacizumab innerhalb des RPE (Aboul Naga et al. 2015). Die Ergebnisse 

der Studie von Saenz-de-Viteri et al. 2016 weisen darüber hinaus auf einen möglichen 

präventiven Effekt der VEGF-Inhibitoren Aflibercept, Bevacizumab und Ranibizumab auf die 

Barrierefunktion des RPE unter oxidativem Stress (Saenz-de-Viteri et al. 2016).  

 

1.5 Fragestellung 

Die Mehrzahl der bisher durchgeführten Studien beschäftigte sich mit möglichen 

Auswirkungen der VEGF-Inhibitoren in Kurzzeitversuchen. Eine Therapie mit VEGF-

Inhibitoren wird jedoch wiederholt über einen langen Zeitraum durchgeführt (Schmidt-Erfurth 

et al. 2014; Holz et al. 2011; Velez-Montoya et al. 2013). Die Auswirkungen einer 

Langzeitbehandlung mit VEGF-Inhibitoren sind nicht ausreichend erforscht. Des Weiteren 

wurden in den meisten bisherigen Experimenten vorangegangener Studien gesunde und vitale 
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RPE-Zellen verwendet. Das RPE durchläuft über die Jahre jedoch gewisse altersbedingte 

Veränderungen (Delori et al. 2001; Hageman 2001; Guymer et al. 1999; Mullins et al. 2000). 

Dabei spielen Entzündungsprozesse eine Rolle in der Pathogenese der exsudativen AMD, die 

neben altersbedingten Veränderungen des RPE weitere Veränderungen hervorrufen können 

(Datta et al. 2017; Kauppinen et al. 2016; Xu et al. 2009). Erste Effekte einer 

proinflammatorischen Aktivierung auf die Viabilität und Funktion des RPE sind in vorherigen 

Studien untersucht worden (Terheyden et al. 2021; Klettner et al. 2020). So konnte unter der 

Gabe von proinflammatorischen Substanzen eine herabgesetzte Viabilität und  

Barrierefunktion, reduzierte RPE65-Expression und Wundheilung der getesteten RPE-Zellen 

festgestellt werden (Klettner et al. 2020). TLR-Agonisten wie z. B. Poly I:C und LPS können 

eine Zytokinexpression im RPE induzieren (Terheyden et al. 2021). Die Ergebnisse der bisher 

durchgeführten Studien weisen darauf hin, dass sich proinflammatorisch induzierte 

Veränderungen im RPE auf die Aufnahme, den Transport sowie auf den Abbau der VEGF-

Inhibitoren auswirken könnten (Terheyden et al. 2021; Klettner et al. 2020). 

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine proinflammatorische Aktivierung einen 

Einfluss auf die RPE-VEGF-Inhibitor-Interaktion haben könnte. Hierfür erfolgten Experimente 

mit den TLR-Agonisten LPS (TLR-4), Poly I:C (TLR-3) und dem Entzündungsmediator 

TNF- Ŭ sowie den beiden VEGF-Inhibitoren Aflibercept und Bevacizumab. Die 

Stimulationszeiträume betrugen einen, sieben und 28 Tage. Nach Beendigung der jeweiligen 

Stimulationszeit erfolgte eine Messung der Zellviabilität sowie Anzahl der Zellkerne. 

Veränderungen des Aktinskeletts wurden ebenfalls betrachtet. Des Weiteren wurden die 

Aufnahme der VEGF-Inhibitoren, der intrazelluläre Transport durch Myosin7a und der Abbau 

durch Lysosomen untersucht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Verwendete Laborgeräte 

Geräte/Instrumente Beschreibung Firma Firmensitz 

Abzug 7560 F Köttermann GmbH Uetze, D 

Autoklav Varioklav® H+P Thermo Fisher 

Scientific GmbH 

Dreieich, D 

Brutschränke HeracellÊ VIOS 

160i 

CO-Inkubator 

Thermo Fisher 

Scientific GmbH 

 

Dreieich, D 

Feinwaage  Sartorius Analytic  Göttingen, D 

Fluoreszenzfilter- 

Set 49 

Excitation 365/50, 

Emission 445/50 

Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Fluoreszenzfilter- 

Set 38 High 

efficiency (HE) 

Excitation 470/40 

(HE), Emission 

525/50 (HE) 

Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Fluoreszenzfilter- 

Set 43 HE 

Excitation 550/25 

(HE), Emission 

605/70 (HE) 

Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Fluoreszenzfilter- 

Set 50 

Excitation 640/30, 

Emission 690/50 

Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Mikroskopkamera  AxioCam MRm, 

monochrom 

Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Mikroskop 

AxioImager.M2 

 Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Gefrierschränke -20 °C  Liebherr Kirchdorf an der 

Iller, D 

 -80 °C  Thermo Fisher 

Scientific GmbH 

Dreieich, D 

Inkubationsschüttler  Infors HT Bottmingen, CH 

Inverses Mikroskop  Axiovert 100 Carl Zeiss AG Oberkochen, D 
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Magnetrührer  Combimag RCT IKA® -Werke, GmbH & 

Co.KG 

Staufen, D 

Mikroplattenleser  ELx800Ê BioTek Instruments, 

Inc. 

Winooski, VT, 

USA 

Mikroskop Apotome.2 Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Mikroskopkamera AxioCam MRc5 Carl Zeiss AG Jena, D 

Pipetten 2,5 ï 1000 µl 

Research Plus 

Eppendorf AG Hamburg, D 

Saugpumpe Integra Vacusafe 

comfort 

Integra Bioscience AG Zizers, CHE 

Sterilbank Safe 2020 Thermo Fisher 

Scientific GmbH 

Dreieich, D 

Wasserbad  1086 GFL® Burgwedel, D 

Vortexer Vortex Genie 2 

Mixer 

Scientific Industries Bohemia, NY, 

USA 

Zentrifugen Centrifuge 5414 Eppendorf AG Hamburg, D 

 Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher 

Scientific GmbH 

Dreieich, D 

 Sorvall ST 40 Thermo Fisher 

Scientific GmbH 

Dreieich, D 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Größe/Volumen Firma Firmensitz 

Deckgläschen 18 mm Ø Th. Geyer GmbH 

& Co.KG 

Renningen, D 

Einkanalpipetten 10 µl, 100 µl, 

1000 µl 

Eppendorf AG Hamburg, D 

Reaktionsgefäße 1,5 ml Eppendorf AG Hamburg, D 

Objektträger 76 × 26 mm Karl Hecht Sondheim, D 

Parafilm  Bemis Company Oshkosh, WI, 

USA 
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Pipettenspitzen 10 ï 1000 µl 

Biosphere Filter 

Tips 

Eppendorf AG Hamburg, D 

Pipettenspitzen 10 ï 1000 µl Sarsted AG & 

Ko.KG 

Nümbrecht, D 

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarsted AG & 

Ko.KG 

Nümbrecht, D 

Zellkulturschale 21 cm² Sarsted AG & 

Ko.KG 

Nümbrecht, D 

Zellkultur Titerplatte 12-, 24- und 96-

Well 

Sarsted AG & 

Ko.KG 

Nümbrecht, D 

Zentrifugationsröhrchen 15 ml, 25 ml und       

50 ml 

Sarsted AG & 

Ko.KG 

Nümbrecht, D 

 

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller Herstellersitz 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

> 99,5 % 

Carl Roth GmbH + Co.KG Karlsruhe, D 

Kaliumhydroxid (KOH) 10 % Walter-CMP GmbH & Co. KG  Kiel, D 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

(MTT) 

Sigma-Aldrich Corporation St. Louis, MO, USA 

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH + Co.KG  Karlsruhe, D 

TritonÊ X-100 Carl Roth GmbH + Co.KG  Karlsruhe, D 

 

2.1.4 Antikörper und Färbemittel  

Tabelle 4: Verwendete Antikörper und fluoreszierende Farbstoffe für die Immunfluoreszenz 

Antikörper  Wirt  Stamm- 

lösung 

Verdünnung Hersteller  Hersteller-

sitz 

Anti-Human 

IgG (H+L) 

Ziege,  2 mg/ml 1:1000  Invitrogen AG Carlsbad, 

CA, USA 
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Alexa Fluor 

® 555 

Anti-

Kaninchen 

Esel, 

Alexa Fluor 

® 647 

2 mg/ml 1:500  Invitrogen AG Carlsbad, 

CA, USA 

Anti-Ziege 

IgG (H+L) 

Esel, 

Alexa Fluor 

® 647 

2 mg/ml 1:500  Invitrogen AG Carlsbad, 

CA, USA 

Hoechst 

33258, 

Bisbenzimide 

H 

Flourescent 

Dye 

358 

1 mg/ml 1:500  Sigma-Aldrich 

Corporation 

St. Louis, 

MO, USA 

Lamp-2 

(C-20) 

Ziege 200 µg/ml 1:200  Santa Cruz 

Biotechnology 

Dallas, TX, 

USA 

Myosin VIIa 

(H-60) 

Kaninchen 

 

200 µg/ml 1:200  Santa Cruz 

Biotechnology 

Dallas, TX, 

USA 

Phalloidin-

Atto 488 

 10 nmol in 

500 µl 

Methanol 

(MeOH) 

1:50 Sigma-Aldrich 

Corporation 

St. Louis, 

MO, USA 

 

2.1.5 Zellkulturmedien, Lösungen und Reagenzien  

Tabelle 5: Verwendete Zellkulturmedien, Lösungen und Reagenzien 

Zellkulturmedium/  

Lösung/Reagenzien  

Zusätze Hersteller Herstellersitz 

Ampuwa (Aqua bidest)  Fresenius Kabi 

Deutschland 

GmbH 

Bad Homburg, D 

Collagen A  Biochrom GmbH Berlin, D 

DAPI Fluoromount-G®   SouthernBiotech Birmingham, AL, 

USA 
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Dulbeccoôs Modified 

Eagleós Medium (DMEM) -

High Glucose  

Mit 

Natriumhydrogen-

carbonat 

(NaHCO), D-

Glucose 4,5 g/ml, 

Na-Pyruvat, 

Nicht-essentielle 

Aminosäuren, 

HEPES, Phenolrot 

Biochrom GmbH Berlin, D 

Dulbeccoôs Modified 

Eagleós Medium (DMEM) - 

High Glucose  

Mit NaHCO , D-

Glucose 4,5 g/ml, 

ohne Phenolrot 

Biochrom GmbH Berlin, D 

Dulbeccoôs 

Phosphatgepufferte 

Salzlösung (PBS), 10× 

 Biochrom GmbH Berlin, D 

Fetales Kälberserum (FKS)  LINARIS 

Biologische 

Produkte GmbH  

Dossenheim, D 

Immersionsöl (ImmersolÊ 

518 F) 

 Carl Zeiss AG Oberkochen, D  

Nicht essentielle 

Aminosäuren (NEA), 100× 

 Biochrom GmbH Berlin, D 

Penicillin/Streptomycin,  

10.000 U/ml 

 Biochrom GmbH Berlin, D 

ROTI®ImmunoBlock  Carl Roth GmbH 

+ Co.KG 

Karlsruhe, D 

Trypsin  Biochrom GmbH   Berlin, D  

Trypsin/EDTA 

(Ethylendiamintetraacetat) 

 Biochrom GmbH Berlin, D  
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2.1.6 Anti-VEGF-Substanzen  

Tabelle 6: Verwendete Anti-VEGF-Substanzen 

Wirkstoff  Handelsname Konzentration Hersteller Herstellersitz 

Aflibercept Eylea® 40 mg/ml Bayer AG Leverkusen, D 

Bevacizumab Avastin®  25 mg/ml F. Hoffmann-La 

Roche AG  

Basel, Schweiz 

 

2.1.7 Entzündungsmediatoren 

Tabelle 7: Verwendete Entzündungsmediatoren 

Bezeichnung Lösungsmittel Hersteller Herstellersitz 

Lipopolysaccharid aus 

Escherichia coli O55:B5 

(LPS) 

Phosphatgepufferte 

Salzlösung (PBS)  

Sigma-

Aldrich 

Corporation 

St. Louis, MO, USA 

Polyinosinsäure:Polycy-

tidylsäure (Poly I:C) 

Aqua bidest  Tocris 

Bioscience 

Bristol, UK 

Rekombinanter humaner 

Tumornekrosefaktor-Ŭ 

CF (rhTNFŬ) 

PBS Research and 

Diagnostic 

Systems, Inc. 

Minneapolis, MN, USA 

 

2.1.8 Software 

Tabelle 8: Verwendete Software 

 

Software Version Firma Firmensitz 

Axiovision Rel. 4.8 Carl Zeiss AG Oberkochen, D 

Gen5Ê 1.04.5 Biostep GmbH Burkhardtsdorf, D 

Microsoft Office Ver. 2010 Microsoft Redmond, WA, USA 

Image-J (freie 

Software) 

Fiji  Wayne Rasband (NIH) Bethesda, MD, USA 

Zen 2 2012 Carl Zeiss AG Oberkochen, D 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Kultivierung von ARPE-19-Zellen 

Die Arbeiten mit zellbiologischem Material fanden unter sterilen Bedingungen unter einer 

Sicherheitswerkbank statt. Die in den Experimenten verwendete adulte retinale 

Pigmentepithelzelllinie-19 (ARPE-19) entstammt einer humanen Zelllinie, welche 

ursprünglich vom Augapfel eines 19-jährigen Spenders isoliert wurde (Dunn et al. 1996). 

Hierbei handelt es sich um ein etabliertes in vitro Modell, da diese retinale 

Pigmentepithelzellinie einige funktionelle und strukturelle Eigenschaften des RPE besitzt. Bis 

zur Verwendung wurden ARPE-19-Zellen mit niedriger Passagezahl in Kryoröhrchen bei - 

80 °C konserviert. 

Trypsin - Ethylendiamintetraacetat (EDTA), phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) und das 

ARPE-19-Nährmedium wurden im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Für die Herstellung des 

ARPE-19-Nährmediums wurde eine Flasche Dulbeccoôs Modified Eagleôs Medium (DMEM) ï 

high glucose von Biochrom GmbH verwendet. In die Flasche wurden zusätzlich 5 ml 

Penicillin/Streptomycin (Pe/St), 50 ml fetales Kälberserum (FKS), 5 ml nicht essentielle 

Aminosäuren (NEA) und 5,5 ml Natriumpyruvat appliziert.  

Vor jeder Vermehrung wurden die Zellen unter dem Mikroskop auf Wachstum und Aussehen 

beurteilt. Nur konfluente und vitale Zellen wurden vermehrt. Dafür wurden die Überstände 

abgesaugt und 1 ml warmes PBS + Pe/St mit einer Pipette in die Zellkulturschale hinzugegeben. 

Nach Absaugen von PBS + Pe/St wurden 1,5 ml Trypsin-EDTA in die Zellkulturschale 

appliziert und diese für zehn Minuten in einen Brutschrank gestellt. Anschließend wurden zum 

Neutralisieren von Trypsin-EDTA 3 ml ARPE-19-Nährmedium der Zellkulturschale 

hinzugefügt. Zum Ablösen der Zellen vom Schalenboden wurde das ARPE-19-Nährmedium 

mit einer Pipette mehrmals vorsichtig auf und ab pipettiert. Die Zellsuspension wurde in einem 

50-ml-Zentrifugenröhrchen gesammelt und anschließend bei 900 U/min für fünf Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet in 2 ml ARPE-19-Nährmedium 

resuspendiert. Zuletzt wurden 10 ml ARPE-19-Nährmedium in das Zentrifugenröhrchen 

hinzugefügt und das ARPE-19-Nährmedium mit der Suspension vorsichtig vermischt. Für die 

Vermehrung wurden jeweils 3 ml der entstandenen Zellsuspension in eine neue 

Zellkulturschale verteilt. Für Experimente wurde 1 ml Zellsuspension in jedes Well einer 12-

Well-Titerplatte oder je 0,5 ml pro Well einer 24-Well-Titerplatte pipettiert. Für die 

Kultivierung der ARPE-19-Zellen wurden die Zellkulturschalen bzw. 12-/24-Well-Titerplatten 
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im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 - Gehalt aufbewahrt. Ein Austausch des ARPE-19-

Nährmediums erfolgte alle drei bis vier Tage. Bei jedem Wechsel des ARPE-19 -Nährmediums 

wurden die Zellen auf Wachstum und Vitalität überprüft. 

 

2.2.1.2 Kollagenbeschichtung von Deckgläschen 

Die Oberflächenmodifikation der Deckgläschen erfolgte mit Kollagen, um eine ausreichende 

Adhäsion der ARPE-19-Zellen für die nachfolgende Immunfluoreszenz zu gewährleisten. Zum 

Ansetzen der Kollagengebrauchslösung wurde Collagen A (1 mg/ml) nach Herstellerangaben 

1:3 mit sterilem PBS auf 0,33 mg/ml verdünnt. In jedes Well einer 12-Well-Titerplatte wurde 

vorab ein Deckgläschen gelegt. Mithilfe einer Pipette wurden 325 µl der 

Kollagengebrauchslösung auf jedes Deckgläschen appliziert. Die 12-Well-Platte wurde 

daraufhin für 30 Minuten in den Brutschrank gestellt. Die Kollagengebrauchslösung konnte 

nach 30-minütiger Einwirkzeit vorsichtig aus den Wells abgesaugt werden. Anschließend folgte 

das Waschen der Deckgläschen mit 1 ml PBS + Pe/St pro Well. Nach Entfernung von PBS + 

Pe/St wurde die 12-Well-Titerplatte zum Trocknen für zwei Stunden in die 

Sicherheitswerkbank gestellt. Die fertige 12-Well-Titerplatte wurde steril verpackt und bis zum 

Gebrauch luftdicht verschlossen bei 4 °C gelagert. 

 

2.2.1.3 Stimulation  

Die Stimulationszeiten betrugen einen, sieben und 28 Tage. Vor Beginn jeder Stimulation 

wurden die Zellen mikroskopisch kontrolliert. Das verbrauchte Nährmedium wurde abgesaugt. 

Die Entzündungsmediatoren TNF-Ŭ (in den Konzentrationen 12,5; 25 bzw. 50 ng/ml), Poly I:C 

(in den Konzentrationen 1; 10 bzw. 100 µg/ml) und LPS (in den Konzentrationen 0,1; 1; 

10 µg/ml) sowie die VEGF-Inhibitoren Aflibercept (250 µg/ml) bzw. Bevacizumab 

(250 µg/ml) wurden entsprechend der Stimulationsschemata (s. Tabelle 9 - 11) zusammen mit 

jeweils 1 ml ARPE-19-Nährmedium in die Wells einer 12-Well-Titerplatte gegeben. Jedes 

Experiment wurde mindestens drei Mal durchgeführt. Für jedes Experiment sind verschiedene 

Tochtergenerationen an ARPE-19-Zellen verwendet worden.  

Die Stimulationslösung wurde während einer Versuchsdauer von sieben Tagen und vier 

Wochen zwei Mal pro Woche erneuert. Zellüberstände wurden vor Erneuerung des ARPE-19-

Nährmediums bzw. der Stimulationslösung für weitere Versuche gesammelt. Nach 

Zentrifugation der Überstände bei 13.000 U/min für fünf Minuten wurden diese im 

Gefrierschrank bei - 80 °C aufbewahrt. 
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Tabelle 9: Stimulationsschema einer 12-Well-Titerplatte mit Poly I:C, Aflibercept und 

Bevacizumab 

Kontrolle     1 Õg/ml Poly I:C    10 Õg/ml Poly I:C    100 Õg/ml Poly I:C 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 1 Õg/ml Poly I:C 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 10 Õg/ml Poly I:C 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 100 Õg/ml Poly I:C 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 1 Õg/ml Poly I:C 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 10 Õg/ml Poly I:C 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 100 Õg/ml Poly I:C 

 

Tabelle 10: Stimulationsschema einer 12-Well-Titerplatte mit TNF-Ŭ, Aflibercept und 

Bevacizumab 

Kontrolle    12,5 ng/ml TNF-Ŭ    25 ng/ml TNF-Ŭ    50 ng/ml TNF-Ŭ 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

250 Õg/ml 

Aflibercept  

+ 12,5 ng/ml TNF-Ŭ 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 25 ng/ml TNF-Ŭ 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 50 ng/ml TNF-Ŭ 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 12,5 ng/ml TNF-Ŭ 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 25 ng/ml TNF-Ŭ 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 50 ng/ml TNF-Ŭ 

 

Tabelle 11: Stimulationsschema einer 12-Well-Titerplatte mit LPS, Aflibercept und 

Bevacizumab 

Kontrolle    0,1 Õg/ml LPS    1 Õg/ml LPS    10 Õg/ml LPS 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 0,1 Õg/ml LPS 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 1 Õg/ml LPS 

250 Õg/ml 

Aflibercept 

+ 10 Õg/ml LPS 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 0,1 Õg/ml LPS 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 1 Õg/ml LPS 

250 Õg/ml 

Bevacizumab 

+ 10 Õg/ml LPS 
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2.2.2 Testung der Zellviabilität 

Zur Überprüfung der Zellviabilität nach beendeter Stimulation der ARPE-19-Zellen wurde der 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Test durchgeführt (Riss 

et al. 2004). Der gelbe, wasserlösliche Farbstoff MTT wird von den vitalen Zellen zu blau-

violettem, wasserunlöslichen Formazan reduziert. Gemessen wird die metabolische Aktivität 

der Zellen nach einer bestimmten Stimulationsdauer (einen, sieben und 28 Tage). Am Ende der 

Durchführung des MTT-Tests wird der entstehende Farbstoff photometrisch quantifiziert. 

Zur Herstellung der MTT-Gebrauchslösung wurde 1 ml MTT-Lösung mit 9 ml DMEM ohne 

Phenolrot gemischt und diese im Wasserbad auf Raumtemperatur erwärmt. Nach Abnahme der 

Überstande aus den Wells wurden die stimulierten Zellen zweimal mit jeweils 500 µl warmen 

PBS+Pe/St gewaschen. Pro Well wurden 250 µl warme MTT-Gebrauchslösung hinzugegeben 

und die Titerplatte für zwei Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach Beendigung der 

Inkubationszeit wurde die MTT-Gebrauchslösung entfernt, jeweils 250 µl Dimethylsulfoxid 

(DMSO) in jedes Well hinzugefügt und die Titerplatte für fünf Minuten bei 37 °C und 110 

U/min auf den Inkubationschüttler gestellt. In einer 96-Well-Titerplatte wurde als Nullwert 

150 µl DMSO pipettiert. In die übrigen Wells der 96-Well-Titerplatte wurden jeweils 100 µl 

DMSO gegeben. Aus jedem Well der stimulierten Titerplatte wurden jeweils 50 µl zu den 

100 µl DMSO der 96-Well-Titerplatte pipettiert. Jede Probe wurde als Doppelwert in die 96-

Well-Titer vorgelegt. Die Platten wurden mit der Software Gen5Ê und dem Mikroplattenleser 

bei 550 nm photometrisch ausgelesen und ausgewertet. 

 

2.2.3 Immunfluoreszenzmikroskopie 

Für die Immunfluoreszenzuntersuchungen wurde ein modifiziertes Protokoll nach Aboul Naga 

et al. 2015 verwendet (Aboul Naga et al. 2015). Zur Vorbereitung wurde 3%iges 

Paraformaldehyd (PFA) hergestellt. Für die Herstellung von 3%igem PFA musste zuerst eine 

18,5%ige PFA-Lösung hergestellt werden. Hierfür wurde 0,975 g PFA, 4,8 ml Aqua dest. und 

17,5 µl 2-M-Kalilauge (KOH) in einem Becherglas gemischt. Zum Lösen des PFA in Aqua 

dest. und der Kalilauge wurde das Becherglas für 20 Minuten unter geringer Wärmezufuhr auf 

einen Heizmagnetrührer gestellt. Die Lösung wurde anschließend mit 25 ml PBS auf 3%iges 

PFA verdünnt. Zusätzlich wurde zur Herstellung der Blockierungslösung Roti-ImmunoBlock 

1:10 mit Aqua dest. verdünnt und lichtgeschützt für spätere Verwendungszwecke aufbewahrt. 

Nach Ablauf der Stimulationszeit (ein, sieben oder 28 Tage) wurden die Überstände aus den 

Wells der 12-Well-Titerplatte mit Deckgläschen entnommen und in jedes Well je 1 ml 

Nähmedium zu den Zellen pipettiert. Das ARPE-19-Nährmedium wurde anschließend 
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abgesaugt. Zur Fixierung der Zellen auf den Deckgläschen wurde je 1 ml des im Vorfeld 

hergestellten 3%igem PFA in jedes Well appliziert. Die Einwirkzeit des 3%igen PFA betrug 15 

Minuten. Danach wurde das PFA entfernt und die Zellen für fünf Minuten mit 1 ml PBS 

gewaschen. Um eine Antikörperaufnahme in die Zellen zu gewährleisten, wurde zur 

Permeabilisierung der Zellmembran 1 ml 0,1%iges TritonÊ X-100 als Detergenz verwendet. 

Die Einwirkzeit zur Permeabilisierung war fünf Minuten. Anschließend wurden die Zellen für 

fünf Minuten mit PBS gewaschen. Im nächsten Schritt wurde je 1 ml der Blockierungslösung 

für mindestens eine Stunde zu den Zellen gegeben. Durch die Blockierungslösung sollen 

unspezifische Bindungsstellen blockiert werden, um eine spezifische Antikörperbindung zu 

ermöglichen. Für die Detektion von Myosin7a wurde der vom Kaninchen gewonnene 

polyklonale Antikörper H-60, und für Lysosomen-assoziiertes Membranprotein 2 (Lamp2) der 

von einer Ziege gewonnene polyklonale Antikörper C-20, jeweils von Santa Cruz 

Biotechnology, verwendet. Die primären Antikörper wurden mit der Blockierungslösung im 

Verhältnis 1:200 verdünnt. Des Weiteren wurde eine lichtundurchlässige feuchte Kammer 

präpariert. Dies geschah, indem die lichtundurchlässige Kammer mit feuchten Tüchern an ihren 

Rändern ausgestattet und luftdicht verschlossen wurde. Der Boden dieser Kammer wurde 

zudem mit Parafilm ausgekleidet. Die lichtundurchlässige feuchte Kammer sollte sicherstellen, 

dass die Antikörperlösung auf den Deckgläschen während der Inkubationszeit nicht austrocknet 

und die Antikörper aufgrund ihrer Lichtempfindlichkeit lichtgeschützt bleiben.  

Nach Entfernung der Blockierungslösung wurden die zellentragenden Deckgläschen in die 

feuchte Kammer überführt. Auf jedes Deckgläschen wurde 80 µl der primären 

Antikörperlösung gegeben. Die Inkubationszeit der Antikörperlösung betrug eine Stunde bei 

Raumtemperatur. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Deckgläschen zurück in die 12-

Well-Titerplatte gelegt. In den darauffolgenden Schritten wurden die Deckgläschen in der 12-

Well-Titerplatte dreimal für jeweils fünf Minuten mit PBS gewaschen. In der Zwischenzeit 

wurden sowohl der Parafilm als auch die feuchten Tücher der lichtundurchlässigen Kammer 

erneuert.  

Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der sekundären Antikörper und fluoreszierenden Farbstoffe 

für die Zellkerne und die Aktinfilamente fanden anschließende Schritte im Dunkeln statt. Bei 

den sekundären Antikörpern handelte es sich um anti-rabbit 647 (Alexa Fluor®) für Myosin7a, 

anti-goat 647 (Alexa Fluor®) für Lamp2 und anti-human 555 (Alexa Fluor®) für Aflibercept 

bzw. Bevacizumab. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 358 und Aktinfilamente mit Phalloidin 

488 gefärbt. Die Antikörper- bzw. Farbstofflösungen wurden mit der Blockierungslösung in 

einem Verhältnis von jeweils 1:500 für Myosin7a bzw. Lamp2, 1:1000 für Aflibercept bzw. 
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Bevacizumab sowie Hoechst und 1:50 für Phalloidin angesetzt. Erneut wurden 80 µl der 

entsprechenden Antikörper- bzw. Farbstofflösung in die feuchte Kammer auf die Deckgläschen 

gegeben. Die Inkubationszeit der sekundären Antikörperlösungen bzw. der Farbstofflösungen 

betrug eine Stunde bei Raumtemperatur. Als nächstes wurden die Deckgläschen in der 12-Well-

Titerplatte dreimal mit PBS für je fünf Minuten gewaschen, gefolgt von 1 ml Aqua dest. pro 

Well für fünf Minuten. Zum Schluss wurden die Deckgläschen auf Objekttrªger ¿berf¿hrt. 4ó,6-

Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Fluoromount diente hierbei als Eindeckungsmedium. Die 

Deckgläschen wurden für mindestens zwölf Stunden lichtgeschützt bei Raumtemperatur 

luftgetrocknet, bevor sie für die weitere Lagerung in lichtundurchlässigen Behältern bei 4 °C 

aufbewahrt wurden. 

 

2.2.4 Auswertung der Immunfluoreszenzmikroskopie  

2.2.4.1 Mikroskopische Aufnahmen 

Für die Aufnahmen wurde das Imager.M2-Apotom-Fluoreszenzmikroskop verwendet. In 

jedem Bild wurde zwischen den vier Elementen Aktin, Zellkerne, VEGF-Antagonisten und 

entweder Myosin7a oder Lamp2 unterschieden. Dafür wurde für jedes Element ein 

unterschiedlicher Kanal mit entsprechendem Filter-Set und charakteristischer Wellenlänge 

genutzt. Pro Deckgläschen sind sechs sektorielle Bilder aufgenommen worden. Hierfür wurde 

ein Deckgläschen in sechs Bereiche unterteilt, aus denen jeweils eine 

Immunfloureszenzaufnahme aufgenommen wurde. Die Belichtungszeit der einzelnen 

Parameter ist anhand der zugehörigen Kontrolle bestimmt und über eine Versuchsreihe nicht 

Abbildung 5: Beispielhafte Darstellung eines Deckgläschens und Beispiel einer Immunfluoreszenzaufnahme. Links: Zu 

sehen ist hier die Aufteilung der exemplarischen Sektoren = Bereiche eines Deckgläschens. Von jedem Sektor ist eine 

Immunfluoreszenzaufnahme genommen worden. Rechts: Die ARPE-19-Zellen wurden für 24 Stunden mit 250 µg/ml 

Aflibercept stimuliert. Anschließend erfolgte eine Immunfluoreszenzfärbung für Myosin7a (rot), Aflibercept (grün), sowie für 

das Aktinskelett (violett) und die Zellkerne (blau). Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept sind gelb/orange. 
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verändert worden. Ein Beispielbild für die sektoriellen Aufnahmen eines Deckglässchens und 

einer Immunfluoreszenzaufnahme ist in Abbildung  5 gegeben. 

 

2.2.4.2 Intensität 

Die Intensität wurde mithilfe des Programms Zen2 2012 ermittelt. Dafür wurde für jeden der 

vier Kanäle die Intensität über das gesamte Bild gemessen. Um eine Vergleichbarkeit der 

unterschiedlichen Aufnahmen zu gewährleisten, wurde jede Intensität pro zugehörige 

Belichtungszeit berechnet, da die Intensität von der Belichtungszeit abhängig ist. Wird die 

Intensität pro Belichtungszeit berechnet, erlaubt dies die Normierung der Intensität und 

ermöglicht eine Vergleichbarkeit der Bilder zwischen den einzelnen Versuchsreihen. In den 

Bildern, in denen die ARPE-19-Zellen nicht mit einem VEGF-Inhibitor stimuliert worden sind, 

war trotzdem eine geringe VEGF-Inhibitor-Intensität messbar. Hierbei handelt es sich um ein 

Rauschen, welches aufgrund der Antikörperfärbung entsteht. Die durch das Rauschen 

entstehende Intensität wurde von den zugehörigen VEGF-Inhibitor-behandelten Stimulationen 

subtrahiert. Daraus resultierte die korrigierte Intensität für Aflibercept und Bevacizumab. Die 

korrigierte Intensität der VEGF-Inhibitoren wurde für jedes Experiment neu berechnet.  

 

2.2.4.3 Toxizität 

Zur Auswertung der Toxizität erfolgte eine Auszählung der Zellkerne. Unvollständig 

abgebildete Zellkerne in einem Bild wurden an zwei der vier Bildränder in die Messung mit 

einbezogen. Mitgezählt wurden die Zellkerne am unteren und rechten Bildrand.  

 

2.2.4.4 Intrazelluläre Ereignisse 

Intrazelluläre Ereignisse wurden mit Fiji  (https://imagej.net, Wayne Rasband (NIH), USA) 

ausgewertet. Hierbei handelt es sich um eine Erweiterung des Bildverarbeitungsprogramms 

ImageJ. Aufgrund seiner erweiterten Plug-Ins und Makros wird Fiji für die wissenschaftliche 

Bildanalyse von den Herstellern empfohlen. Mithilfe des Programms können u. a. ausgewählte 

Ereignisse oder Phänomene in einem Bild automatisch ausgezählt werden. Für eine Messung 

bestimmter Ereignisse muss vorab eine Bildbearbeitung erfolgen. Die Bildbearbeitung erfolgte 

für jede Immunfluoreszenzaufnahme identisch. Die Bearbeitungsschritte inklusive der 

Einstellungen wurden so gewählt, dass die resultierende Darstellung dem Bild der 

Originalaufnahme am ehesten entspricht. Für die Messung eines bestimmten Ereignisses muss 

das Bild in seine ursprünglichen Einzelaufnahmen separiert werden. Eine Einzelaufnahme 

https://imagej.net/
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entspricht dabei einer Antikörperfärbung, Zellkern- bzw. Aktinfilamentfärbung. Die 

gewünschte Einzelaufnahme wurde anschließend weiter modifiziert. Es erfolgte die 

Umwandlung der Farbaufnahme in ein 8-Type-bit-Bild. Alle Ereignisse die kleiner als 50 Pixel 

maßen, wurden nicht in die Messung mit einbezogen. Die Ereignisse konnten nach 

abgeschlossener Bildbearbeitung mittels eines Makros ausgezählt werden.  

 

2.2.4.5 Intrazelluläres Anti-VEGF 

Für die Messung intrazellulärer Anti-VEGF-Substanz wurden zwei Parameter gemessen. Die 

Anzahl der VEGF-Inhibitor-Ereignisse pro Zellkern (s. 2.2.4.4) und die entsprechende 

Intensität (s. 2.2.4.2). 

 

2.2.4.6 Myosin 7a, Lamp2 und Kolokalisationen 

Für die Messung intrazellulärer Ereignisse von Myosin7a bzw. Lamp2 sowie Kolokalisationen 

wurde das Programm Fiji genutzt (s. 2.2.4.4).  

Eine Kolokalisation beschreibt die Beobachtung der räumlichen Überlappung zwischen zwei 

verschiedenen fluoreszierenden Markierungen mit einer jeweils separaten Wellenlänge. 

Kolokalisationen zwischen einem VEGF-Antagonisten und Myosin7a bzw. Lamp2 wurden mit 

dem Programm Fiji detektiert. Dies geschah, indem nach abgeschlossener Bildbearbeitung der 

zwei gewünschten Einzelaufnahmen, z.B. Myosin7a und Aflibercept (Bildbearbeitungsschritte 

s. 2.2.4.4.) die Programmanalyse auf Kolokalisationen erfolgt. Kolokalisationen und 

intrazelluläre Ereignisse wurden pro Zellkern berechnet. Ein Beispiel zur Messung von 

Kolokalisationen aus zwei Einzelaufnahmen zeigt Abbildung  6. 

 

2.2.5 Statistik  

Jedes Experiment wurde mindestens drei Mal durchgeführt. Die Signifikanztestung erfolgte 

mittels Studentóschem t-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p = 0,05 festgelegt. Die 

Berechnungen erfolgten in Microsoft Excel. Für Diagramme wurden Mittelwerte, 

Standardabweichungen und Signifikanzen ermittelt.  
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Abbildung 6: Auswertung der Kolokalisationen. Stimulation der ARPE-19-Zellen über 24 Stunden mit 250 µg/ml 

Aflibercept. Abgebildet sind die Aufnahmen der a) intrazellulären Ereignisse von Myosin7a (rot) und in b) den intrazellulären 

Ereignissen des VEGF-Inhibitors Aflibercept (grün). In Bild c) sind sowohl die Ereignisse von Myosin7a als auch von 

Aflibercept dargestellt. Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept erscheinen gelb/orange. Kolokalisationen sind 

beispielhaft mit einem Pfeil markiert. blau = Zellkerne, rot = Myosin7a, grün = Aflibercept und 

gelb/orange = Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept.  

a) Ereignisse Myosin7a b) Ereignisse Aflibercept  

c) Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept 
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3 Ergebnisse 

3.1 Zellviabilität 

Die ARPE-19-Zellen wurden mit LPS (0,1; 1; 10 µg/ml), Poly I:C (1; 10; 100 µg/ml) oder 

TNF- Ŭ (12,5; 25; 50 ng/ml) über einen, sieben oder 28 Tage stimuliert. Zusätzlich wurden 

250 µg/ml Aflibercept oder 250 µg/ml Bevacizumab appliziert (Stimulationsschemata s. S. 26). 

Die Messung der Zellviabilität erfolgte mittels MTT-Test. 

 

3.1.1 Zellviabilität nach LPS-Stimulationen 

3.1.1.1 Auswirkungen der LPS- und Afliberceptstimulation auf die Zellviabilität 

Eine Stimulation über 24 Stunden mit LPS bzw. LPS und Aflibercept hatte keine Auswirkung 

auf die Zellviabilität. Nach sieben Tagen ergab sich eine signifikante Reduktion der 

Zellviabilität nach Afliberceptstimulationen mit 0,1 µg/ml LPS (p < 0,05) bzw. 1 µg/ml LPS 

(p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 7). Aflibercept in Kombination mit 

0,1 µg/ml LPS reduzierte die Viabilität der ARPE-19-Zellen signifikant verglichen mit 

0,1 µg/ml LPS allein (p < 0,05). Im Vergleich zur Kontrolle ließ sich eine Reduktion der 

Zellviabilität nach 28-tägiger Stimulation mit 1 µg/ml LPS feststellen, diese war jedoch nicht 

signifikant. Nach Afliberceptstimulationen mit 1 µg/ml LPS reduzierte sich die Viabilität 

ebenfalls im Vergleich zur Kontrolle, der Unterschied war ebenfalls nicht signifikant. 

Verglichen mit der Kontrolle zeigte sich eine signifikant verminderte Zellviabilität nach 28 

Tagen mit Aflibercept in Kombination mit 10 µg/ml LPS (p < 0,001, Abbildung 7).  

Zusammenfassend war eine Reduktion der Zellviabilität nach gleichzeitiger Stimulation mit 

Aflibercept und LPS nach 28 Tagen erkennbar.  

 

3.1.1.2 Auswirkungen der LPS- und Bevacizumabstimulation auf die Zellviabilität 

Der VEGF-Antagonist Bevacizumab allein oder in Kombination mit LPS hatte nach einem 

bzw. sieben Tagen keine Auswirkungen auf die Zellviabilität. Stimulationen über 28 Tage mit 

Bevacizumab allein und Bevacizumab mit 0,1 µg/ml LPS hatten eine signifikante 

Verminderung der Zellviabilität zur Folge (jeweils p < 0,01, Abbildung 7). Dies gilt für den 

Vergleich mit der Kontrolle. Eine signifikant verminderte Zellviabilität konnte nach 28 Tagen 

zwischen Bevacizumab in Kombination mit 0,1 µg/ml LPS verglichen mit 0,1 µg/ml LPS allein 

bestimmt werden (p < 0,05, Abbildung 7).  

Insgesamt wurde im Langzeitversuch eine verminderte Zellviabilität nach alleiniger 

Bevacizumabstimulation sowie Bevacizumab in Kombination mit 0,1 µg/ml LPS festgestellt. 
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3.1.2 Zellviabilität nach Poly I:C-Stimulationen 

3.1.2.1 Auswirkungen der Poly I:C- und Afliberceptstimulation auf die Zellviabilität 

Ein Unterschied der Zellviabilität nach ein- und siebentägiger Stimulation zeigte sich nach 

Poly I:C-Stimulationen mit bzw. ohne Aflibercept nicht. Eine Stimulation mit 100 µg/ml 

Poly I:C allein und 100 µg/ml Poly I:C mit Aflibercept resultierte in einer signifikant 

verminderten Zellviabilität nach 28 Tagen (p < 0,001 bzw. p < 0,01, Abbildung 8). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Stimulation mit 100 µg/ml Poly I:C allein und in 

Kombination mit Aflibercept die Zellviabilität im Langzeitversuch signifikant reduzierte 

(Abbildung 8). 

 

3.1.2.2 Auswirkungen der Poly I:C- und Bevacizumabstimulation auf die Zellviabilität 

Ein Effekt der Bevacizumabstimulationen mit oder ohne Poly I:C zeigte sich nach einem und 

sieben Tagen nicht. Eine Stimulation der Zellen für 28 Tage mit Bevacizumab in Kombination 

Abbildung 7: Zellviabilität nach LPS-Stimulation. Dargestellt ist die Zellviabilität einen, sieben und 28 Tage nach LPS-

Stimulation mit oder ohne 250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab. Ermittelt wurde die Zellviabilität mittels MTT-Assay, 

angegeben in % der unbehandelten Kontrolle. Zu sehen ist eine signifikante Reduktion der Zellviabilität bei Aflibercept mit 

10 µg/ml LPS verglichen zur Kontrolle nach 28 Tagen (c). Bevacizumab reduzierte die Zellviabilität allein und in Kombination 

mit 0,1 µg/ml LPS nach 28 Tagen im Vergleich zur Kontrolle und LPS allein ebenfalls (c). Die Signifikanz wurde mittels 

Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 gegen die Kontrolle; * p < 0,05 verglichen zur 

Stimulation mit oder ohne VEGF-Inhibitor), d = Tage. 
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mit 100 µg/ml Poly I:C resultierte in einer signifikant verminderten Viabilität im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle (p < 0,05, Abbildung 8).  

Insgesamt zeigte sich im Langzeitversuch eine signifikante Abnahme der Zellviabilität bei 

Stimulationen mit Bevacizumab in Kombination mit 100 µg/ml Poly I:C (Abbildung  8). 

3.1.3 Zellviabilität nach TNF-Ŭ-Stimulationen 

3.1.3.1 Auswirkungen der TNF-Ŭ- und Afliberceptstimulation auf die Zellviabilität 

Nach eintägiger Stimulation mit 25 ng/ml TNF-Ŭ nahm die Viabilitªt der ARPE-19-Zellen im 

Vergleich zur Kontrolle ab, resultierte jedoch nicht in einer signifikanten Reduktion der 

Viabilität. Eine signifikante Reduktion war bei 25 ng/ml TNF-Ŭ mit Aflibercept im Vergleich 

zur Kontrolle feststellbar (p < 0,05, Abbildung 9). Stimulationen über sieben und 28 Tage 

hatten keine Auswirkungen auf die Zellviabilität (Abbildung 9). 

Abbildung 8: Zellviabilität nach Poly I:C-Stimulation. Dargestellt ist die Zellviabilität einen, sieben und 28 Tage nach 

Poly I:C-Stimulation mit oder ohne 250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab. Ermittelt wurde die Zellviabilität mittels MTT-

Assay. Die Zellviabilität ist als % der unbehandelten Kontrolle angegeben. Hervorzuheben ist die verminderte Viabilität nach 

28 Tagen sowohl nach Stimulation mit 100 µg/ml Poly I:C allein als auch in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumab 

(c). Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 gegen die 

Kontrolle, d = Tage (Klettner et al. 2020; Hildebrandt et al. 2022)). 
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Insgesamt konnte, bis auf eine Reduktion der Zellviabilität bei 25 ng/ml TNF-Ŭ in Kombination 

mit Aflibercept nach 24 Stunden, kein signifikanter Einfluss der verwendeten Stimulationen 

auf die Zellviabilität festgestellt werden. 

 

3.1.3.2 Auswirkungen der TNF-Ŭ- und Bevacizumabstimulation auf die Zellviabilität 

Nach 24 Stunden wurde eine Reduktion der Viabilität nach Bevacizumabstimulationen mit 

50 ng/ml TNF-Ŭ festgestellt. Im Vergleich zur Kontrolle war der Unterschied nicht signifikant. 

Auswirkungen der sieben- und 28-tägigen Stimulationen bezüglich der Zellviabilität ergaben 

sich nicht (Abbildung 9). 

Stimulationen mit Bevacizumab allein und in Kombination mit TNF-Ŭ hatten keinen 

signifikanten Effekt auf die Zellviabilität. 

Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass die Zellviabilität der ARPE-19-Zellen 

insbesondere nach 28-tägiger Stimulation mit 100 µg/ml Poly I:C mit und ohne VEGF-

Abbildung 9: Zellviabilität nach TNF-Ŭ-Stimulation. Dargestellt ist die Zellviabilität einen, sieben und 28 Tage nach TNF- Ŭ-

Stimulation mit oder ohne 250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab. Ermittelt wurde die Zellviabilität mittels MTT-Assay. Die 

verbleibende Zellviabilität ist als % der unbehandelten Kontrolle angegeben. 25 ng/ml TNF-Ŭ in Kombination mit 250 µg/ml 

Aflibercept reduzierten die Zellviabilität signifikant nach einem Tag (a). Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test 

berrechnet (n = 18; + p < 0,05 gegen die Kontrolle, d = Tage). 
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Inhibitor signifikant vermindert war. Die proinflammatorische Substanz LPS in der höchsten 

Konzentration hatte ebenfalls einen reduzierenden Effekt auf die Zellviabilität im 

Langzeitversuch, wenn zusätzlich mit Aflibercept stimuliert wurde. 

 

3.2 Zellkernanzahl 

Als weiterer Parameter zur Einschätzung einer toxischen Wirkung der verwendeten 

Stimulationen auf die ARPE-19-Zellen wurde die Zellkernanzahl bestimmt. Im Folgenden 

wurde vereinfachend davon ausgegangen, dass die Zellkernanzahl der Zellzahl entspricht. 

 

3.2.1 Zellkernanzahl nach LPS-Stimulationen 

3.2.1.1 Auswirkungen der LPS- und Afliberceptstimulation auf die Zellkernanzahl 

LPS-Stimulationen mit bzw. ohne Aflibercept hatten keine Auswirkungen auf die 

Zellkernanzahl nach einem, sieben und 28 Tagen (Abbildung 10). 

Abbildung 10: Zellkernanzahl nach LPS-Stimulation. Dargestellt ist die Zellkernanzahl nach einem, sieben und 28 Tagen 

nach Behandlung der ARPE-19-Zellen mit LPS mit oder ohne VEGF-Inhibitor (250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab; 

n = 36). Die verwendeten Stimulationen hatten keinen Einfluss auf die Zellkernanzahl. Die Signifikanz wurde mittels 

Students t-Test berrechnet. d = Tage. 
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3.2.1.2 Auswirkungen der LPS-und Bevacizumabstimulation auf die Zellkernanzahl  

Signifikante Unterschiede bezüglich der Zellkernanzahl konnten unter den verwendeten 

Stimulationen mit LPS nach einem und sieben Tagen nicht ermittelt werden. Nach 28 Tagen 

zeigte sich eine verminderte Zellkernanzahl bei Bevacizumab in Kombination mit 1 µg/ml LPS 

verglichen mit der Kontrolle. Der Unterschied war nicht signifikant. Stimulationen mit LPS 

und Bevacizumab hatten somit keinen Effekt auf die Zellzahl (Abbildung 10). 

 

3.2.2 Zellkernanzahl nach Poly I:C-Stimulationen 

3.2.2.1 Auswirkungen der Poly I:C- und Afliberceptstimulation auf die Zellkernanzahl 

Stimulationen über 24 Stunden und sieben Tagen ergaben keine Unterschiede hinsichtlich der 

Zellkernanzahl. Eine signifikante Reduktion der Zellkernanzahl war nach 28 Tagen sowohl bei 

Abbildung 11: Zellkernanzahl nach Poly I:C-Stimulation. Dargestellt ist die Zellkernanzahl nach einem, sieben und 28 Tagen 

nach Behandlung der ARPE-19-Zellen mit Poly I:C mit oder ohne VEGF-Inhibitor (250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab). 

Die Zahl der Zellkerne war nach 28-tägiger Stimulation bei steigender Konzentration von Poly I:C deutlich reduziert. Poly I:C 

allein als auch in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumab reduzierte die Zellzahl verglichen zur Kontrolle signifikant. 

Poly I:C in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumab resultierte in einer signifikant verminderten Zellzahl verglichen 

zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept bzw. Bevacizumab (c). Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 

36; + p < 0,05, ++  p < 0,01, +++  p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle; *  p < 0,05; **  p < 0,01; ***  p < 0,001 

verglichen zur Stimulation ohne VEGF-Inhibitor bzw. gegen die alleinige Aflibercept-/Bevacizumabstimulation, d = Tage). 

**  
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Stimulationen mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) und 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,001), als auch 

bei Aflibercept in Kombination mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,01) bzw. 100 µg/ml Poly I:C 

(p < 0,001) gegeben (Abbildung 11). Verglichen mit 100 µg/ml Poly I:C allein zeigte sich eine 

Verminderung der Zellkernanzahl bei 100 µg/ml Poly I:C mit Aflibercept (p < 0,05). Werden 

die Stimulationen mit Aflibercept allein mit den Stimulationen mit Aflibercept in Kombination 

mit Poly I:C verglichen, resultierte eine signifikante Reduktion der Zellkernanzahl bei 

Aflibercept mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,05) bzw. 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,001). 

Insgesamt war die Zellzahl im Langzeitversuch nach Stimulationen mit Poly I:C sowie Poly I:C 

in Kombination mit Aflibercept sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch im Vergleich zur 

alleinigen Afliberceptstimulation reduziert (Abbildung 11). 

 

3.2.2.2 Auswirkungen der Poly I:C- und Bevacizumabstimulation auf die Zellkernanzahl 

Eine Stimulation der Zellen mit 100 µg/ml Poly I:C und Bevacizumab für 24 Stunden 

resultierte in einer signifikanten Reduktion der Zellkernanzahl verglichen mit der Kontrolle 

(p < 0,05) und verglichen mit der alleinigen Stimulation mit Bevacizumab (p < 0,01, 

Abbildung 11). Der Vergleich zwischen 100 µg/ml Poly I:C mit Bevacizumab und 100 µg/ml 

Poly I:C allein ergab eine Reduktion der Zellkernanzahl, der Unterschied war aber nicht 

signifikant. Nach sieben Tagen zeigte sich eine Reduktion der Zellkernanzahl bei 100 µg/ml 

Poly I:C in Kombination mit Bevacizumab verglichen mit der Kontrolle und im Vergleich zu 

Bevacizumab allein. Der Unterschied war in beiden Fällen ebenfalls nicht signifikant. Ein 

signifikanter Unterschied war gegeben bei Bevacizumab mit 100 µg/ml Poly I:C verglichen mit 

100 µg/ml Poly I:C allein (p < 0,05, Abbildung 11). Im Vergleich zur Kontrolle konnte eine 

signifikant reduzierte Zellkernanzahl bei Bevacizumab mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,05) bzw. 

100 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) nach 28-tägiger Stimulation festgestellt werden. Der VEGF-

Antagonist Bevacizumab in Kombination mit 10 µg/ml Poly I:C verminderte die 

Zellkernanzahl verglichen mit 10 µg/ml Poly I:C signifikant (p < 0,05). Werden die 

Zellkernanzahlen zwischen Bevacizumab allein und in Kombination mit Poly I:C betrachtet, so 

ergab sich eine Verminderung der Zellkernanzahl bei Bevacizumab mit 10 µg/ml Poly I:C bzw. 

100 µg/ml Poly I:C. Die Reduktion der Zellkernanzahl bei Bevacizumab mit 10 µg/ml Poly I:C 

war nicht signifikant, bei Bevacizumab mit 100 µg/ml Poly I:C war sie signifikant (p < 0,001). 

Im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zur alleinigen Bevacizumabstimulation ergab sich 

eine reduzierte Zellzahl bei gleichzeitiger Stimulation mit 100 µg/ml Poly I:C im 

Langzeitversuch (Abbildung 11). 
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3.2.3 Zellkernanzahl nach TNF-Ŭ-Stimulationen 

3.2.3.1 Auswirkungen der TNF-Ŭ- und Afliberceptstimulation auf die Zellkernanzahl 

Stimulationen mit TNF-Ŭ allein oder in Kombination mit Aflibercept hatten keinen Effekt auf 

die Zellkernanzahl nach einem und sieben Tagen. Nach 28 Tagen konnte eine verminderte 

Zellkernanzahl im Vergleich zur Kontrolle unter allen drei Konzentrationen von TNF-Ŭ allein 

(12,5; 25; 50 ng/ml) und jeweils in Kombination mit Aflibercept nachgewiesen werden 

(p < 0,001, Abbildung 12). Die Zellkernanzahl wies zusätzlich eine signifikante Reduktion bei 

Aflibercept mit 12,5; 25 bzw. 50 ng/ml verglichen mit Aflibercept allein auf (p < 0,001). 

Bezüglich der Stimulationen mit Aflibercept und TNF-Ŭ ergab sich zusammenfassend eine 

signifikant verminderte Zellzahl im Langzeitversuch, wenn die ARPE-19-Zellen mit der 

proinflammatorischen Substanz allein oder in Kombination mit Aflibercept stimuliert wurden 

(Abbildung 12). 

Abbildung 12: Zellkernanzahl nach TNF-Ŭ-Stimulation. Dargestellt ist die Zellkernanzahl nach einem, sieben und 28 Tagen 

nach Behandlung der ARPE-19-Zellen mit TNF-Ŭ mit oder ohne VEGF-Inhibitor (250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab). 

Nach 28 Tagen zeigte sich ein signifikant reduzierender Effekt der verwendeten Stimulationen auf die Zellkernanzahl 

verglichen zur Kontrolle und verglichen zu den Stimulationen mit Aflibercept bzw. Bevacizumab allein (c). Die Signifikanz 

wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 36; +++  p < 0,001; ***  p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen 

die alleinige Aflibercept-/Bevacizumabstimulation, d = Tage). 
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3.2.3.2 Auswirkungen der TNF-Ŭ- und Bevacizumabstimulation auf die Zellkernanzahl 

Nach 24 Stunden zeigte sich eine nicht signifikante Reduktion der Zellkernanzahl bei 

Bevacizumab mit 50 ng/ml TNF-Ŭ verglichen mit Bevacizumab allein. Eine Stimulation über 

sieben Tage resultierte in einer verminderten Zellkernanzahl im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle und im Vergleich zu Bevacizumab allein. Der Unterschied war jedoch nicht 

signifikant. Die Zellkernanzahl war nach 28 Tagen signifikant reduziert, wenn die Zellen mit 

Bevacizumab und 12,5 ng/ml, 25 ng/ml, oder 50 ng/ml TNF-Ŭ stimuliert wurden (Abbildung 

12). Die Reduktion war sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch im Vergleich zur 

Stimulation mit Bevacizumab allein signifikant (jeweils p < 0,001). 

Langzeitstimulationen mit TNF-Ŭ in Kombination mit Bevacizumab hatten also insgesamt 

einen reduzierenden Einfluss auf die Zellzahl (Abbildung 12). 

 

Bezüglich einer Auswirkung der proinflammatorischen Stimulationen zeigte sich 

zusammenfassend, dass LPS die Zellkernanzahl kaum beeinflusste. Stimulationen mit Poly I:C 

und TNF-Ŭ reduzierten die Zellkernanzahl im Vergleich zur Kontrolle signifikant im 

Langzeitversuch. Stimulationen mit Poly I:C bzw. mit TNF-Ŭ in Kombination mit Aflibercept 

oder Bevacizumab reduzierten die Zellkernanzahl im Langzeitversuch ebenfalls signifikant. 

Zusätzlich ergab sich nach 28 Tagen eine signifikante Verminderung der Zellkernanzahl bei 

Aflibercept bzw. Bevacizumab in Kombination mit Poly I:C oder TNF-Ŭ verglichen mit 

Aflibercept bzw. Bevacizumab allein. 

 

3.3 Veränderungen des Aktinskeletts 

Um eine Aussage über mögliche Veränderungen des Aktins unter dem Einfluss der 

verwendeten Stimulationen zu treffen, wurde quantitativ die Intensität des Aktins ausgewertet. 

  

3.3.1 Aktin nach LPS-Stimulationen 

3.3.1.1 Auswirkungen der LPS- und Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett 

Die Intensität des Aktins war nach 24 Stunden bei Aflibercept im Vergleich zur Kontrolle 

signifikant erhöht (p < 0,01, Abbildung 13). Wurde Aflibercept zusammen mit 0,1; 1 oder 

10 µg/ml LPS appliziert, zeigte sich eine signifikante Reduktion der Aktinintensität im 

Vergleich zu einer Stimulation mit Aflibercept allein (p < 0,05; p < 0,01; p < 0,05). 

Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 1 oder 10 µg/ml LPS nach sieben Tagen 

resultierten in einer erhöhten Aktinintensität im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,01). Im 
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Vergleich zu einer Stimulation mit Aflibercept allein wurde ebenfalls eine Erhöhung der 

Aktinintensität bei Aflibercept mit 1 oder 10 µg/ml LPS festgestellt. Der Unterschied war nicht 

signifikant. Eine signifikant höhere Aktinintensität zeigte sich bei Stimulationen mit 

Aflibercept und 1 µg/ml LPS verglichen mit 1 µg/ml LPS (p < 0,05), sowie bei Aflibercept und 

10 µg/ml LPS verglichen mit 10 µg/ml LPS (p < 0,01). Nach 28 Tagen ergab sich kein 

Unterschied der Aktinintensität bei Stimulationen mit LPS und Afl ibercept (Abbildung 13). 

Insgesamt zeigte sich eine Erhöhung der Aktinintensität unter dem Einfluss von Aflibercept 

allein und Aflibercept in Kombination mit LPS nach einem und sieben Tagen im Vergleich zur 

Kontrolle. Verglichen zur alleinigen Afliberceptstimulation war die Aktinintensität bei 

Abbildung 13: Auswirkungen der LPS-Stimulation auf das Aktinskelett. Intensität des Aktinsignals relativ zur 

Belichtungszeit (Auswertung s. 2.2.4.2). Die ARPE-19-Zellen wurden für a) einen, b) sieben und c) 28 Tage mit LPS mit und 

ohne 250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab behandelt. Zu sehen ist eine Reduktion der Aktinintensität nach einem Tag bei 

Stimulationen mit LPS und Aflibercept verglichen zur alleinigen Afliberceptstimulation (a). Nach sieben Tagen war die 

Aktinintensität bei Stimulationen mit Aflibercept und Bevacizumab erhöht verglichen zur Kontrolle und verglichen zu 

Stimulationen mit Aflibercept und Bevacizumab allein (b). Bevacizumab allein und in Kombination mit 10 µg/ml LPS reduzierte 

die Aktinintensität (c). Bevacizumab und 0,1 µg/ml LPS erhöhten die Aktinintensität im Vergleich zur alleinigen 

Bevacizumabstimulation (c). Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05, ++  p < 0,01 gegen 

die Kontrolle; *  p < 0,05, **  p < 0,01 verglichen mit der Stimulation mit oder ohne Aflibercept bzw. Bevacizumab; o p < 0,05; 

oo p < 0,01 verglichen mit der alleinigen Aflibercept-/Bevacizumabstimulation, d = Tage). 
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Stimulationen mit Aflibercept und LPS jedoch reduziert nach 24 Stunden. Aktin bildete 

insbesondere im Langzeitversuch und bei Stimulationen mit 10 µg/ml LPS allein oder in 

Kombination mit Aflibercept vermehrt Stressfasern aus (Abbildung 14).  

 

3.3.1.2 Auswirkungen der LPS- und Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett 

Unterschiede hinsichtlich der Aktinintensität ergaben sich nach 24 Stunden bei Bevacizumab 

und LPS nicht. Wurden die Zellen sieben Tage mit Bevacizumab und LPS stimuliert, konnte 

eine signifikante Zunahme der Aktinintensität verglichen mit der Kontrolle festgestellt werden 

(Abbildung 13). Dies gilt für alle drei verwendeten LPS-Konzentrationen, Bevacizumab mit 

0,1; 1 oder 10 µg/ml LPS (p < 0,05). Eine Zunahme der Aktinintensität zeigte sich zudem 

Abbildung 14: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der LPS- und Afliberceptstimulation 

auf das Aktinskelett. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit LPS über einen, sieben und 28 Tage mit und ohne 250 µg/ml 

Aflibercept. Nach eintägiger Stimulation mit Aflibercept und 10 µg/ml LPS (g) ist verglichen mit Afliberept allein (d) weniger 

Aktin zu sehen. Insbesondere nach 28-tägiger Stimulation mit Aflibercept und LPS (i) ist Aktin vermehrt in Form von parallel 

zueinander verlaufenden Fasern zu sehen (Stressfasern). Blau = Zellkerne, violett = Aktin, grün = Aflibercept. Für eine 

Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), d = Tage.  
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zwischen Bevacizumab mit LPS und LPS allein. Eine signifikante Zunahme konnte bei 

Bevacizumab mit 0,1 bzw. 10 µg/ml LPS ermittelt werden (p < 0,05). Der Unterschied 

zwischen Bevacizumab mit 1 µg/ml LPS und 1 µg/ml LPS allein war nicht signifikant. Die 

Aktinintensität zeigte nach 28 Tagen eine Verminderung bei Bevacizumab und Bevacizumab 

in Kombination mit 10 µg/ml LPS verglichen mit der Kontrolle (p < 0,05). Werden die 

Stimulationen mit Bevacizumab und 0,1 µg/ml LPS mit der alleinigen Bevacizumabstimulation 

verglichen, so ergibt sich eine signifikant höhere Aktinintensität (p < 0,05). Die Aktinintensität 

war im Vergleich zu Stimulationen mit 10 µg/ml LPS allein geringer, wenn die Zellen 

zusätzlich mit Bevacizumab stimuliert wurden (p < 0,05, Abbildung 13). 

Insgesamt konnte eine Zunahme der Aktinintensität nach siebentägiger Stimulation mit 

Bevacizumab und LPS festgestellt werden. Zu beobachten war eine Zunahme von Stressfasern 

unter Entzündung. Diese bildeten sich insbesondere nach 28 Tagen bei Bevacizumab mit 

10 µg/ml LPS aus (Abbildung 15). 

3.3.2 Aktin nach Poly I:C-Stimulationen 

3.3.2.1 Auswirkungen der Poly I:C- und Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett 

Eine Stimulation mit Poly I:C über 24 Stunden hatte keine Auswirkungen auf das Aktinskelett. 

Nach sieben Tagen konnte eine Abnahme der Aktinintensität bei steigender Konzentration von 

Abbildung 15: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der LPS- und 

Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit Bevacizumab über einen, sieben und 28 

Tage mit und ohne LPS. Nach sieben Tagen zeigt sich eine Zunahme der Aktinintensität bei Bevacizumab und LPS (e) 

verglichen mit LPS allein (b). Aktin ist nach 28 Tagen nach Stimulationen mit Bevacizumab in Kombination mit LPS (f) 

vermehrt in Form von Stressfasern vorzufinden. Blau = Zellkerne, violett = Aktin, grün = Bevacizumab. Für eine 

Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), d = Tage. 
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Poly I:C festgestellt werden. Je höher die Konzentration des Entzündungsmediators war, desto 

geringer fiel die Aktinintensität im Vergleich zur Kontrolle aus. Eine signifikant niedrigere 

Aktinintensität zeigte sich bei 100 µg/ml Poly I:C verglichen zur Kontrolle (p < 0,05), sowie 

bei Aflibercept in Kombination mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,05) bzw. 100 µg/ml Poly I:C 

(p < 0,01, Abbildung 16). Wird die Aktinintensität nicht mit der Kontrolle, sondern mit der 

Stimulation mit Aflibercept allein verglichen, zeigte sich eine signifikante Abnahme der 

Aktinintensität bei Aflibercept in Kombination mit 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,05), 10 µg/ml 

Poly I:C (p < 0,01) und 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,001). Die Aktinintensität nahm bei 

Abbildung 16: Auswirkungen der Poly I:C-Stimulation auf das Aktinskelett. Intensität des Aktinsignals relativ zu der 

Belichtungszeit (Auswertung s. 2.2.4.2). Die ARPE-19-Zellen wurden für a) einen, b) sieben und c) 28 Tage mit Poly I:C mit 

und ohne 250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab behandelt. Mit steigender Konzentration von Poly I:C mit und ohne VEGF-

Inhibitor zeigte sich eine Abnahme der Aktinintensität insbesondere nach sieben und 28 Tagen (b und c). Weiterhin resultierte 

eine Abnahme der Aktinintensität nach sieben und 28 Tagen bei Stimulationen mit Poly I:C in Kombination mit jeweils einem 

der beiden VEGF-Inhibitoren verglichen zur alleinigen Aflibercept- bzw. Bevacizumabstimulation (b und c). Die Signifikanz 

wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05, ++  p < 0,01; +++ p  < 0,001 gegen die Kontrolle; *  p < 0,05, 

**  p < 0,01 verglichen mit der Stimulation mit oder ohne Aflibercept bzw. Bevacizumab, o p < 0,05; oo p < 0,01; ooo p < 0,001 

verglichen mit der alleinigen Aflibercept-/Bevacizumabstimulation (Hildebrandt et al. 2022), d = Tage). 
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steigender Poly I:C-Konzentration ab. Wurden die ARPE-19-Zellen über vier Wochen mit 

Poly I:C stimuliert, resultierte daraus eine signifikante Abnahme der Aktinintensität im 

Vergleich zur Kontrolle (p < 0,001 bei 1 bzw. 10 µg/ml Poly I:C; p < 0,01 bei 100 µg/ml 

Poly I:C). Bei Aflibercept in Kombination mit 1, 10 oder 100 µg/ml Poly I:C war die 

Aktinintensität verglichen zur Kontrolle ebenfalls signifikant niedriger (p jeweils < 0,001). Eine 

signifikante Abnahme der Intensität konnte bei Aflibercept mit 10 µg/ml Poly I:C verglichen 

mit 10 µg/ml Poly I:C gemessen werden (p < 0,05, Abbildung 16). Im Gegensatz zu einer 

Stimulation mit Aflibercept allein war die Aktinintensität bei Aflibercept in Kombination mit 

1, 10 bzw. 100 µg/ml Poly I:C signifikant geringer (p < 0,001, Abbildung 16). 

Insgesamt hatten Poly I:C allein und Poly I:C in Kombination mit Aflibercept einen signifikant 

reduzierenden Effekt auf die Aktinintensität insbesondere nach einer und vier Wochen 

Abbildung 17: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der Poly I:C- und 

Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit Poly I:C über einen, sieben und 28 

Tage mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Zu sehen ist eine deutliche Verminderung des Aktinsignals nach 28 Tagen mit 

gleichzeitig vermehrter Ausbildung von Stressfasern (c, f, i). Das Aktinsignal ist signifikant reduziert bei 100 µg/ml Poly 

mit  Aflibercept (g ï i) verglichen mit Aflibercept allein (d ï f) bei Stimulationen über einen, sieben und 28 Tagen 

(Hildebrandt et al. 2022). Blau = Zellkerne, violett = Aktin, grün = Aflibercept. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten 

ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), d = Tage. 
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(Abbildung 16 und Abbildung 17). Zusätzlich zeigte sich eine Zunahme an Stressfasern im 

Langzeitversuch und unter proinflammatorischem Einfluss (Abbildung 17). 

 

3.3.2.2 Auswirkungen der Poly I:C- und Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett 

Eine Abnahme der Aktinintensität wurde nach 24 Stunden bei Bevacizumab in Kombination 

mit Poly I:C im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Der Unterschied war bei Bevacizumab mit 

1 µg/ml bzw. 10 µg/ml Poly I:C nicht signifikant, bei Bevacizumab mit 100 µg/ml Poly I:C 

signifikant (p < 0,05, Abbildung 16). Bei Bevacizumab in Kombination mit 1 µg/ml Poly I:C 

fiel die Aktinintensität signifikant geringer aus verglichen zu einer Stimulation mit 1 µg/ml 

Poly I:C allein (p < 0,05). Die Aktinintensität war bei Bevacizumab mit 100 µg/ml Poly I:C 

signifikant geringer verglichen mit 100 µg/ml Poly I:C allein (p < 0,01). Nach sieben Tagen 

wurde ebenfalls eine Abnahme der Aktinintensität bei Bevacizumab in Kombination mit der 

proinflammatorischen Substanz festgestellt. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei 

Bevacizumab mit 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,01), sowie mit 10 bzw. 100 µg/ml Poly I:C 

(p < 0,001) verglichen zur Kontrolle (Abbildung 16). Verglichen mit den Stimulationen mit 

Poly I:C allein war die Aktinintensität bei Poly I:C in Kombination mit Bevacizumab niedriger. 

Bei Bevacizumab mit 1 µg/ml Poly I:C war der Unterschied nicht signifikant, bei Bevacizumab 

Abbildung 18: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der Poly I:C- und 

Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit Bevacizumab über einen, sieben und 

28 Tage mit und ohne Poly I: C. Zu sehen ist ein vermehrtes Vorkommen von Stressfasern nach 28 Tagen bei Bevacizumab 

mit 100 µg/ml Poly I:C (f). Die Aktinintensität ist signifikant reduziert bei 100 µg/ml Poly mit Bevacizumab (d ï f) verglichen 

mit Bevacizumab allein (a ï c) nach einem, sieben und 28 Tagen (Hildebrandt et al. 2022). Blau = Zellkerne, violett = 

Aktin, grün = Bevacizumab. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), 

d = Tage. 
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mit 10 bzw. 100 µg/ml Poly I:C war er signifikant (p < 0,01 bzw. p < 0,05). Eine signifikant 

geringere Aktinintensität wurde nach sieben Tagen bei Bevacizumab mit 1, 10 oder 100 µg/ml 

Poly I:C verglichen mit Bevacizumab allein festgestellt (p < 0,001). Je höher die Konzentration 

des Entzündungsmediators war, desto geringer war die Aktinintensität. Im Gegensatz zur 

Kontrolle wurde eine signifikante Abnahme der Aktinintensität bei Bevacizumab mit 1 µg/ml 

Poly I:C (p < 0,001), 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) bzw. 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,01) nach 

28-tägiger Stimulation beobachtet. Wurden die ARPE-19-Zellen mit Bevacizumab und 

Poly I:C stimuliert, fiel die Aktinintensität verglichen mit Bevacizumab allein signifikant 

geringer aus (p < 0,01 bei 1 bzw. 10 µg/ml Poly I:C; p < 0,05 bei 100 µg/ml Poly I:C).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Bevacizumab in Kombination mit Poly I:C die 

Aktinintensität nach Stimulationszeiträumen von sieben und 28 Tagen signifikant reduzierte 

(Abbildung 16). Aktin bildete unter dem Einfluss von Poly I:C allein und Poly I:C in 

Kombination mit Bevacizumab vermehrt Stressfasern aus (Abbildung 18). 

 

3.3.3 Aktin nach TNF-Ŭ-Stimulationen 

3.3.3.1 Auswirkungen der TNF-Ŭ- und Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett 

Nach 24 Stunden ergab sich keine Veränderung der Aktinintensität bei Stimulationen mit 

TNF- Ŭ und Aflibercept. Im Gegensatz dazu konnte nach sieben Tagen eine signifikante 

Zunahme der Aktinintensität bei 12,5 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,05) und 25 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,01) 

festgestellt werden (Abbildung 19). Bei 50 ng/ml TNF-Ŭ war die Aktinintensitªt im Vergleich 

zur Kontrolle ebenfalls höher. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Bei Stimulationen 

mit Aflibercept und 25 ng/ml TNF-Ŭ trat derselbe Effekt ein, nªmlich eine signifikante 

Zunahme der Aktinintensität verglichen zu der Kontrolle (p < 0,01, Abbildung 19). Die 

festgestellte Zunahme der Aktinintensität bei Aflibercept in Kombination mit 50 ng/ml TNF-Ŭ 

war nicht signifikant. Verglichen mit Aflibercept allein nahm die Aktinintensität bei 

Aflibercept mit 25 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,01) bzw. 50 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,05) signifikant zu. Die 

Aktinintensität nahm nach 4 Wochen unter dem Einfluss von 25 ng/ml TNF-Ŭ bzw. 50 ng/ml 

TNF-Ŭ verglichen zu der Aktinintensitªt der Kontrolle signifikant zu (p < 0,05). Wurden die 

ARPE-19-Zellen mit Aflibercept und 25 ng/ml TNF-Ŭ stimuliert, zeigte sich ein Anstieg der 

Aktinintensität im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05) sowie im Vergleich zu einer Stimulation 

mit Aflibercept allein (p < 0,05, Abbildung 19). 

Zusammenfassend ließ sich eine Zunahme der Aktinintensität und der Stressfasern nach sieben 

und 28 Tagen unter Aflibercept und proinflammatorischem Einfluss erkennen (Abbildung 20). 
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3.3.3.2 Auswirkungen der TNF-Ŭ- und Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett 

Eine eintägige Stimulation der ARPE-19-Zellen mit Bevacizumab und 50 ng/ml TNF-Ŭ 

resultierte in einer nicht signifikanten Abnahme der Aktinintensität verglichen zur Kontrolle. 

Der Unterschied war im Vergleich zu 50 ng/ml TNF-Ŭ allein jedoch signifikant (p < 0,05, 

Abbildung 19). Nach sieben Tagen wurde eine Zunahme der Aktinintensität bei Bevacizumab 

mit 25 ng/ml TNF-Ŭ verglichen zu der Kontrolle beobachtet (p < 0,01). Eine Simulation mit 

Bevacizumab und 50 ng/ml TNF-Ŭ resultierte im Vergleich zu einer Stimulation mit 50 ng/ml 

TNF-Ŭ allein in einer signifikant niedrigeren Aktinintensität (p < 0,05). Eine signifikant höhere 

Aktinintensität zeigte sich wiederum bei Bevacizumab mit 25 ng/ml TNF-Ŭ verglichen mit 

Bevacizumab allein (p < 0,01, Abbildung 19). Unter dem Einfluss von Bevacizumab mit 

Abbildung 19: Auswirkungen der TNF-Ŭ-Stimulation auf das Aktinskelett. Intensität des Aktinsignals relativ zur 

Belichtungszeit (Auswertung s. 2.2.4.2). Die ARPE-19-Zellen wurden für a) einen, b) sieben und c) 28 Tage mit TNF-Ŭ mit und 

ohne 250 µg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab behandelt. 25 ng/ml TNF-Ŭ mit und ohne VEGF-Inhibitor resultierten in einer 

Erhöhung des Aktinsignals nach sieben und 28 Tagen (b und c). 50 ng/ml TNF-Ŭ resultierten nach 28 Tagen ebenfalls in einer 

erhöhten Aktinintensität im Vergleich zur Kontrolle (c). Zu sehen ist weiterhin eine Zunahme der Aktinintensität nach sieben 

und 28 Tagen bei Stimulationen mit 25 ng/ml TNF-Ŭ in Kombination mit jeweils einem der beiden VEGF-Inhibitoren Die 

Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05, ++  p < 0,01 gegen die Kontrolle; *  p < 0,05 

verglichen mit der Stimulation mit oder ohne Aflibercept bzw. Bevacizumab, o p < 0,05; oo p < 0,01 verglichen mit der 

alleinigen Aflibercept-/Bevacizumabstimulation, d = Tage). 
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25 ng/ml TNF-Ŭ nahm die Aktinintensitªt verglichen zur Kontrolle und verglichen mit 

Bevacizumab allein nach Stimulationen über 28 Tage signifikant zu (p < 0,05). 

Insgesamt war eine Zunahme der Aktinintensität bei Stimulationen mit 25 ng/ml TNF-Ŭ allein 

sowie 25 ng/ml TNF-Ŭ in Kombination mit Bevacizumab nach sieben- und 28-tägiger 

Stimulation erkennbar (Abbildung 19). Ein vermehrtes Vorkommen von Stressfasern wurde 

nach einem, sieben und 28 Tagen unter Bevacizumab in Kombination mit 50 ng/ml TNF-Ŭ 

festgestellt (Abbildung 21). 

 

Zusammenfassend ließ sich eine reduzierende Wirkung von Poly I:C und Poly I:C in 

Kombination mit beiden Anti-VEGF-Substanzen auf die Aktinintensität erkennen. Eine 

Reduktion des Aktinsignals war insbesondere nach sieben und 28 Tagen bei 100 µg/ml Poly I:C 

allein und 100 µg/ml Poly I:C in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumab feststellbar. 

Abbildung 20: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der TNF-Ŭ- und 

Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit TNF-Ŭ ¿ber einen, sieben und 28 Tage mit 

und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Zu erkennen sind vermehrte Stressfasern nach 28 Tagen bei 50 ng/ml TNF-Ŭ (c) sowie bei 

50 ng/ml TNF-Ŭ mit Aflibercept nach sieben (h) und 28 Tagen (i). Blau = Zellkerne, violett = Aktin, grün = Aflibercept. Für 

eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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Eine Zunahme der Aktinintensität zeigte sich wiederum unter dem proinflammatorischen 

Einfluss von TNF-Ŭ. Der Effekt trat besonders nach sieben- und 28-tägigen Stimulationen mit 

50 ng/ml TNF-Ŭ allein und in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumab auf. LPS hatte 

den geringsten Einfluss der drei verwendeten Entzündungsmediatoren auf das Aktinskelett der 

ARPE-19-Zellen.  

Abbildung 21: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der TNF-Ŭ- und 

Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit Bevacizumab über einen, sieben und 

28 Tage mit und ohne TNF-Ŭ. Zu erkennen ist insgesamt ein vermehrtes Vorkommen von Stressfasern, insbesondere nach 

28 Tagen bei 50 ng/ml TNF-Ŭ mit Bevacizumab (f). Blau = Zellkerne, violett = Aktin, grün = Bevacizumab. Für eine 

Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 

Abbildung 22: Verminderte Aktinintensität unter proinflammatorischem Einfluss. Dargestellt ist das Aktinskelett (violett) 

nach jeweils eintägiger Stimulation mit a) Bevacizumab und b) Bevacizumab in Kombination mit 100 µg/ml Poly I: C. 

Erkennbar ist eine Abnahme des Aktinsignals unter Einfluss des Entzündungsmediators (Zellkerne = blau; Bevacizumab = 

grün; Aktin = violett). Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = 

Tage. 
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Die Abnahme der Aktinintensität unter proinflammatorischem Einfluss spiegelte sich in der 

Immunfluoreszenz wider. Die Reduktion des Aktinsignals zeigte sich quantitativ als auch 

qualitativ. Ein qualitatives Beispiel ist in Abbildung 22 dargestellt. Des Weiteren konnte eine 

vermehrte Ausbildung von Stressfasern unter proinflammatorischem Einfluss und insbesondere 

im Langzeitversuch festgestellt werden. Abbildung 23 zeigt die Veränderung des 

Erscheinungsbildes von Aktin unter proinflammatorischem Einfluss von TNF-Ŭ mit 

Aflibercept nach 28 Tagen.  

3.4 Aufnahme der VEGF-Inhibitoren 

Für die Messung von Veränderungen der Aufnahme von den VEGF-Inhibitoren unter 

proinflammatorischen Einfluss erfolgten eine Bestimmung der korrigierten Intensität (s. 

2.2.4.2) sowie eine Untersuchung der Ereignisse pro Zellzahl (s. 2.2.4.4).  

 

3.4.1 Aufnahme Aflibercept  

3.4.1.1 Aufnahme Aflibercept nach LPS-Stimulation 

3.4.1.1.1 Intensität 

Nach 24 Stunden und sieben Tagen ließen sich keine Auswirkungen auf die Aflibercept-

Intensität feststellen. Achtundzwanzigtägige Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 

0,1 µg/ml LPS bzw. 10 µg/ml LPS reduzierten die Intensität verglichen mit der alleinigen 

Stimulation mit Aflibercept. Der Unterschied war nicht signifikant (Abbildung 24). 

Abbildung 23: Vermehrte Ausbildung von Stressfasern unter proinflammatorischem Einfluss. ARPE-19-Zellen wurden mit 

a) Aflibercept und b) Aflibercept mit 50 ng/ml TNF-Ŭ ¿ber 28 Tage stimuliert. In b) sind Stressfasern dargestellt, die sich unter 

dem zusätzlichen Einfluss des Entzündungsmediators ausbildeten (Zellkerne = blau; Bevacizumab = grün; Aktin = violett). 

Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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3.4.1.1.2 Ereignisse 

Stimulationen über einen und sieben Tage zeigten keine Veränderung der intrazellulären 

Ereignisse von Aflibercept. Nach vier Wochen konnte eine steigende Zahl an intrazellulären 

Ereignissen bei steigender LPS-Konzentration festgestellt werden. Dabei war die Zahl 

intrazellulärer Ereignisse bei Stimulationen mit 1 µg/ml LPS nicht signifikant erhöht und bei 

Stimulationen mit 10 µg/ml LPS signifikant erhöht (p < 0,05, Abbildung 24). 

Abbildung 24: Aufnahme von Aflibercept nach LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Intensität (a-c) und die intrazellulären 

Ereignisse (d- f) von Aflibercept nach einem, sieben und 28 Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4). Die ARPE-19-Zellen 

wurden mit Aflibercept allein oder in Kombination mit LPS stimuliert. Nach 28 Tagen sind signifikant mehr Aflibercept-

Ereignisse bei Stimulationen mit 10 µg/ml festzustellen (f) Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 36; 

+ p < 0,05 gegen Aflibercept allein, d = Tage). 
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Zusammenfassend zeigten LPS-Stimulationen keinen Einfluss auf die Aflibercept-Intensität. 

Eine steigende Zahl intrazellulärer Aflibercept-Ereignisse konnte nach 28 Tagen bei 

Aflibercept in Kombination mit 10 µg/ml LPS festgestellt werden (Abbildung 24 und 

Abbildung 25). 

3.4.1.2 Aufnahme Aflibercept nach Poly I:C-Stimulation 

3.4.1.2.1 Intensität 

Unter steigender Konzentration von Poly I:C zeigte sich eine Verminderung der Aflibercept-

Intensität nach eintägiger Stimulation. Bei Stimulationen mit 10 µg/ml Poly I:C bzw. 100 µg/ml 

Poly I:C war der Unterschied im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept 

signifikant (p < 0,01 bzw. p < 0,001, Abbildung 26). Nach sieben Tagen war ebenfalls eine 

signifikante Verminderung der Intensität bei steigender Konzentration von Poly I:C feststellbar. 

Der Unterschied zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept war bei Aflibercept mit 10 µg/ml 

Poly I:C (p < 0,05) bzw. mit 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) signifikant. Stimulationen über 28 

Tage resultierten ebenfalls in einer Reduktion der Intensität. Der Unterschied war bei 10 µg/ml 

Poly I:C und 100 µg/ml Poly I:C signifikant (p < 0,001). Je höher die Konzentration des 

Entzündungsmediators war, desto geringer war die Intensität des VEGF-Inhibitors (Abbildung 

26). 

Abbildung 25: Effekte der LPS-Stimulation auf die Aflibercept-Aufnahme. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 10 µg/ml 

LPS über einen, sieben und 28 Tagen mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Aflibercept wurde nach 28 Tagen bei gleichzeitiger 

Stimulation mit 10 µg/ml LPS vermehrt von den ARPE-19-Zellen aufgenommen (f). Blau = Zellkerne, grün = Aflibercept. Für 

eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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3.4.1.2.2 Ereignisse 

Ein Einfluss der eintägigen Stimulationen mit Poly I:C auf die Zahl der Aflibercept-Ereignisse 

wurde nicht festgestellt. Nach einer Woche war die Zahl der Aflibercept-Ereignisse bei 

Aflibercept in Kombination mit 100 µg/ml Poly I:C signifikant vermindert (p < 0,05, 

Abbildung 26).  

Abbildung 26: Aufnahme von Aflibercept nach Poly I:C-Stimulation. Dargestellt sind die Intensität (a-c) und die 

intrazellulären Ereignisse (d- f) von Aflibercept nach einem, sieben und 28 Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4. Die 

ARPE-19-Zellen wurden mit Aflibercept allein oder in Kombination mit Poly I:C stimuliert. Nach sieben und 28 Tagen zeigt 

sich eine Abnahme der Aflibercept-Intensität (b und c) und der Aflibercept-Ereignisse (e und f) bei steigender Konzentration 

von Poly I: C. Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n =36; + p < 0,05; ++ p  < 0,01; +++ p < 0,001 

gegen Aflibercept allein, d = Tage). 
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Stimulationen mit Poly I:C über 28 Tage reduzierten die Zahl der Aflibercept-Ereignisse 

(Abbildung 26). Ein signifikanter Unterschied zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept war 

gegeben bei 10 µg/ml (p < 0,01) bzw. 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,05).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Stimulationen über einen, sieben und 28 Tage die 

Aflibercept-Intensität reduzierte. Die Intensität fiel geringer aus, je höher die Konzentration 

von Poly I:C war. Insbesondere im Langzeitversuch konnte eine Reduktion intrazellulärer 

Ereignisse unter Poly I:C festgestellt werden (Abbildung 27).  

 

3.4.1.3 Aufnahme Aflibercept nach TNF-Ŭ-Stimulation 

3.4.1.3.1 Intensität 

Eintägige Stimulationen mit 25 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,05) bzw. 50 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,01) 

resultierten in einer signifikant verminderten Aflibercept-Intensität verglichen mit Aflibercept 

allein (Abbildung 28). Bei siebentägiger Stimulation mit Aflibercept und 25 ng/ml TNF-Ŭ 

zeigte sich eine Zunahme der Intensität. Der Unterschied im Vergleich mit der alleinigen 

Afliberceptstimulation war nicht signifikant. Stimulationen über vier Wochen mit Aflibercept 

und 12,5 ng/ml TNF-Ŭ reduzierten die Intensitªt signifikant (p < 0,01, Abbildung 28). 

Abbildung 27: Effekte der Poly I:C-Stimulation auf die Aflibercept-Aufnahme. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 

100 µg/ml Poly I:C über einen, sieben und 28 Tage mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Nach sieben und 28 Tagen wurden 

signifikant weniger intrazelluläre Ereignisse an Aflibercept bei Doppelstimulationen mit 100 µg/ml Poly I:C (e und f) 

verglichen mit Aflibercept allein (c und c) gemessen. Blau = Zellkerne, grün = Aflibercept. Für eine Vergleichbarkeit der 

Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). 
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3.4.1.3.2 Ereignisse 

Bei Stimulationen über 24 Stunden zeigte sich eine Abnahme intrazellulärer Ereignisse bei 

steigender Konzentration von TNF-Ŭ. Der Unterschied zur alleinigen Stimulation mit 

Aflibercept war nicht signifikant. Eine signifikante Zunahme intrazellulärer Ereignisse war 

gegeben bei Stimulationen mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ nach sieben Tagen (p < 0,001, Abbildung 

28). Nach 28-tägiger Stimulation war eine zunehmende Anzahl intrazellulärer Ereignisse bei 

Abbildung 28: Aufnahme von Aflibercept nach TNF-Ŭ-Stimulation. Dargestellt sind die Intensität (a-c) und die 

intrazellulären Ereignisse (d- f) von Aflibercept nach einem, sieben und 28 Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4). Die 

ARPE-19-Zellen wurden mit Aflibercept allein oder in Kombination mit TNF-Ŭ stimuliert. Zunahme der Aflibercept-Ereignisse 

nach 28 Tagen bei steigender Konzentration von TNF-Ŭ (f) Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 36; 

+ p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 gegen Aflibercept allein, d = Tage). 
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steigender Konzentration von TNF-Ŭ feststellbar. Der Unterschied zur alleinigen Stimulation 

mit Aflibercept war jeweils bei Aflibercept mit 12,5 ng/ml (p < 0,05), 25 ng/ml (p < 0,01) bzw. 

mit 50 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,01) signifikant (Abbildung 28). 

Insgesamt war im Langzeitversuch eine Zunahme intrazellulärer Aflibercept-Ereignisse bei 

Stimulationen mit TNF-Ŭ feststellbar (Abbildung 28 und Abbildung 29).  

Der VEGF-Inhibitor Aflibercept stellte sich in den Stimulationen ohne proinflammatorischen 

Einfluss punktförmig dar. Insbesondere bei Langzeitstimulationen und unter einem 

proinflammatorischen Einfluss z.B. von TNF-Ŭ konnte eine Verªnderung des 

Erscheinungsbildes von Aflibercept beobachtet werden. Aflibercept stellte sich unter 

proinflammatorischen Einfluss insbesondere im Langzeitversuch vermehrt in Form von Linien 

dar (Abbildung 29f). 

Abbildung 29: Effekte der TNF-Ŭ-Stimulation auf die Aflibercept-Aufnahme. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 50 ng/ml 

TNF-Ŭ ¿ber einen, sieben und 28 Tagen mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Unter steigender Konzentration von TNF-Ŭ 

wurde nach 28 Tagen eine erhöhte Anzahl intrazellulärer Aflibercept-Ereignisse festgestellt (f). Auffällig ist das veränderte 

Erscheinungsbild von Aflibercept in der Immunfluoreszenz nach Stimulationen über 28 Tagen mit c) Aflibercept und f) 

Aflibercept in Kombination mit 50 ng/ml TNF-Ŭ. In c) ist Aflibercept (grün) punktförmig, in f) ist Aflibercept (grün) nun in 

Linien anzutreffen (Zellkerne = blau; Aflibercept = grün). Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit 

normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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3.4.2 Aufnahme Bevacizumab 

3.4.2.1 Aufnahme Bevacizumab unter LPS-Stimulation 

3.4.2.1.1 Intensität 

Nach einem, sieben und 28 Tagen konnten keine Veränderungen der Bevacizumab-Intensität 

unter LPS-Stimulation festgestellt werden. Die Bevacizumab-Intensität war bei Stimulationen 

über 24 Stunden teilweise nicht messbar (Abbildung 30 und Abbildung 31). 

3.4.2.1.2 Ereignisse 

Stimulationen mit Bevacizumab und 0,1 µg/ml LPS über 24 Stunden resultierten in einer 

signifikanten Reduktion der Zahl an intrazellulären Bevacizumab-Ereignissen (p < 0,05, 

Abbildung 31). Nach sieben Tagen und vier Wochen zeigten sich keine Unterschiede der 

Ereignisse unter den verwendeten Stimulationen. 

Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass die Bevacizumab-Intensität nach 24 Stunden 

teilweise nicht messbar war und Stimulationen mit Bevacizumab und 0,1 µg/ml LPS die Zahl 

der Bevacizumab-Ereignisse signifikant reduzierten (Abbildung 31 und Abbildung 30).  

Abbildung 30: Effekte der LPS-Stimulation auf die Bevacizumab-Aufnahme. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 

10 µg/ml LPS über einen, sieben und 28 Tagen mit und ohne 250 µg/ml Bevacizumab. Signifikante Unterschiede der 

Bevacizumab-Intensität und Bevacizumab-Ereignisse ergaben sich bei Stimulationen mit LPS nicht. Blau = Zellkerne, grün 

= Bevacizumab. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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3.4.2.2 Aufnahme Bevacizumab nach Poly I:C-Stimulation 

3.4.2.2.1 Intensität 

Die Intensität des VEGF-Inhibitors war nach 24 Stunden teilweise nicht messbar. Weitere 

Auswirkungen der Stimulationen mit Poly I:C auf die Bevacizumab-Intensität konnten nach 24 

Stunden nicht beobachtet werden. Nach sieben Tagen konnte eine Abnahme der Bevacizumab-

Intensität unter steigender Poly I:C-Konzentration gemessen werden. Ein signifikanter 

Abbildung 31: Aufnahme von Bevacizumab nach LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Intensität (a-c) und die 

intrazellulären Ereignisse (d- f) von Bevacizumab nach einem, sieben und 28 Tagen. Die ARPE-19-Zellen wurden mit 

Bevacizumab allein oder in Kombination mit LPS stimuliert (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4). Signifikant weniger 

Bevacizumab-Ereignisse zeigten sich nach einem Tag bei Bevacizumab mit 0,1 µg/ml LPS (d). Die Signifikanz wurde mittels 

Students t-Test berrechnet (n = 36; + p < 0,05 gegen Bevacizumab allein, d = Tage).  
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Unterschied ergab sich bei Bevacizumabstimulationen mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,01) und 

100 µg/ml Poly I:C (p < 0,001, Abbildung 32). Eine Reduktion der Intensität unter steigender 

Poly I:C-Konzentration zeigte sich ebenso nach 28 Tagen (Abbildung 32). Der Unterschied 

zur alleinigen Stimulation mit Bevacizumab war bei Bevacizumab mit 10 µg/ml Poly I:C nicht 

signifikant, mit 100 µg/ml Poly I:C signifikant (p < 0,001).  

Abbildung 32: Aufnahme von Bevacizumab nach Poly I:C-Stimulation. Dargestellt sind die Intensität (a-c) und die 

intrazellulären Ereignisse (d- f) von Bevacizumab nach einem, sieben und 28 Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4). Die 

ARPE-19-Zellen wurden mit Bevacizumab allein oder in Kombination mit Poly I:C stimuliert. Nach sieben und 28 Tagen zeigt 

sich eine Abnahme der Bevacizumab-Intensität (b und c) und der Bevacizumab-Ereignisse (e und f) bei steigender 

Konzentration von Poly I:C (Hildebrandt et al. 2022). Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 36; 

+ p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 gegen Bevacizumab allein, d = Tage). 
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3.4.2.2.2 Ereignisse 

Nach 24 Stunden waren keine Auswirkungen der verwendeten Stimulationen feststellbar. 

Stimulationen über sieben Tage mit Bevacizumab in Kombination mit 100 µg/ml Poly I:C 

reduzierten die Zahl intrazellulärer Bevacizumab-Ereignisse signifikant (p < 0,05, Abbildung 

32). Eine signifikante Reduktion der Bevacizumab-Ereignisse zeigte sich zusätzlich bei 

Stimulationen mit 100 µg/ml Poly I:C nach 28 Tagen (p < 0,01, Abbildung 32). 

Insgesamt war die Intensität des VEGF-Inhibitors nach eintägiger Stimulation mit Poly I:C 

teilweise nicht messbar. Sieben- und 28-tägige Stimulationen mit Poly I:C hatten einen 

reduzierenden Effekt auf die Intensität und Zahl der intrazellulären Ereignisse von 

Bevacizumab (Abbildung 33). 

3.4.2.3 Aufnahme Bevacizumab unter TNF-Ŭ-Stimulation 

3.4.2.3.1 Intensität 

Die Bevacizumab-Intensität war nach 24 Stunden teilweise nicht messbar. Eine signifikante 

Verminderung der Intensität wurde bei Stimulationen mit 50 ng/ml TNF-Ŭ beobachtet 

(p < 0,05, Abbildung 34). Stimulationen mit Bevacizumab in Kombination mit 50 ng/ml 

TNF- Ŭ reduzierten die Intensitªt signifikant, wenn eine Stimulation ¿ber sieben Tage erfolgte 

(p < 0,001). Nach vier Wochen zeigte sich eine signifikant reduzierte Intensität des VEGF-

Abbildung 33: Effekte der Poly I:C-Stimulation auf die Bevacizumab-Aufnahme. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 

100 µg/ml Poly I:C über einen, sieben und 28 Tage mit und ohne 250 µg/ml Bevacizumab. Nach sieben und 28 d wurden 

signifikant weniger intrazelluläre Ereignisse von Bevacizumab bei Doppelstimulationen mit 100 µg/ml gemessen (e und f, 

(Hildebrandt et al. 2022)). Blau = Zellkerne, grün = Bevacizumab. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die 

Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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Inhibitors, wenn die Zellen zusätzlich mit 12,5 ng/ml, 25 ng/ml bzw. 50 ng/ml TNF-Ŭ stimuliert 

wurden (p < 0,001, Abbildung 34). 

 

Abbildung 34: Aufnahme von Bevacizumab nach TNF-Ŭ-Stimulation. Dargestellt sind die Intensität (a-c) und die 

intrazellulären Ereignisse (d- f) von Bevacizumab nach einem, sieben und 28 Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4). Die 

ARPE-19-Zellen wurden mit Bevacizumab allein oder in Kombination mit TNF-Ŭ stimuliert. Abnahme der Bevacizumab-

Intensität nach einem und sieben Tagen bei Bevacizumab in Kombination mit 50 ng/ml TNF-Ŭ (a und b) sowie nach 28 Tagen 

bei Bevacizumab und allen TNF-Ŭ-Konzentrationen (c) Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 36; 

+ p < 0,05; +++ p < 0,001 gegen Bevacizumab allein, d = Tage). 
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3.4.2.3.2 Ereignisse 

Nach einem und sieben Tagen zeigten sich keine Auswirkungen der Stimulationen auf die Zahl 

der Bevacizumab-Ereignisse. Bevacizumab in Kombination mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ ¿ber 28 

Tage reduzierten die Ereignisse signifikant verglichen mit Bevacizumab allein (p < 0,05, 

Abbildung 34). 

Zusammenfassend zeigte sich auch hier, dass die Bevacizumab-Intensität nach eintägiger 

Stimulation teilweise nicht messbar war. Der Entzündungsmediator TNF-Ŭ hatte insgesamt eine 

reduzierende Wirkung auf die Bevacizumab-Intensität und -Ereignisse insbesondere nach 

Langzeitstimulationen (Abbildung 35).  

Die beiden VEGF-Inhibitoren wiesen in der Immunfluoreszenz unterschiedliche 

Erscheinungsbilder auf. Aflibercept stellte sich in Form von Punkten dar, wohingegen 

Bevacizumab sich linienartig darstellte. Der Unterschied wird in Abbildung 36 verdeutlicht. 

 

Abbildung 35: Effekte der TNF-Ŭ-Stimulation auf die Bevacizumab-Aufnahme. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 

Bevacizumab mit und ohne 50 ng/ml TNF-Ŭ ¿ber einen, sieben und 28 Tage. Nach einem Tag war die Intensität von 

Bevacizumab teilweise nicht messbar (a). Reduktion der Bevacizumab-intensität nach einem und sieben Tagen bei 

Bevacizumab mit 50 ng/ml TNF-Ŭ (d und e) verglichen mit Bevacizumab allein (a und b). Blau = Zellkerne, grün = 

Bevacizumab. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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3.5 Veränderungen des Transportmoleküls Myosin7a und intrazellulärer Transport der 

VEGF-Antagonisten 

Um mögliche Auswirkungen der Stimulationen auf das Transportmolekül Myosin7a zu 

untersuchen, wurden die Intensität sowie die Zahl der Ereignisse von Myosin7a gemessen. Zur 

Untersuchung des intrazellulären Transportes erfolgte eine Messung der Kolokalisationen 

zwischen Myosin7a und Aflibercept bzw. Bevacizumab. 

 

3.5.1 Veränderungen Myosin7a unter Aflibercept, intrazellulärer Transport von Aflibercept 

3.5.1.1 Auswirkungen nach LPS-Stimulation 

3.5.1.1.1 Die Myosin7a-Intensität nach LPS-Stimulation 

Wurden die Zellen über 24 Stunden mit Aflibercept stimuliert, zeigte sich eine Zunahme der 

Myosin7a-Intensität. Der Unterschied zur Kontrolle war nicht signifikant. Eine Stimulation mit 

Aflibercept und 0,1 µg/ml, 1 µg/ml bzw. 10 µg/ml LPS resultierte in einer signifikanten 

Zunahme der Myosin7a-Intensität verglichen mit der Kontrolle (p < 0,01; p < 0,05, p < 0,05). 

Eine signifikante Zunahme der Myosin7a-Intensität konnte zusätzlich bei Stimulationen mit 

Aflibercept in Kombination mit 0,1 µg/ml LPS verglichen mit LPS allein beobachtet werden 

(p < 0,05). Nach sieben Tagen wurde eine signifikante Abnahme der Myosin7a-Intensität 

verglichen mit der Kontrolle festgestellt, wenn die Zellen mit 0,1 µg/ml (p < 0,05), 1 µg/ml 

(p < 0,001) bzw. 10 µg/ml LPS (p < 0,01) stimuliert wurden (Abbildung 37). Aflibercept allein 

(p < 0,01) und Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 0,1 µg/ml (p < 0,01), 1 µg/ml 

(p < 0,001) bzw. 10 µg/ml LPS (p < 0,01) resultierten in einer signifikant geringeren Intensität 

von Myosin7a verglichen mit der Kontrolle. Bei Stimulationen über 28 Tage zeigte sich, dass 

Abbildung 36: Unterschiedliche Erscheinungsbilder der VEGF-Inhibitoren in der Immunfluoreszenz. Eintägige 

Stimulation der ARPE-19-Zellen mit a) Aflibercept und b) Bevacizumab. Aflibercept (a) trat in Form von Punkten auf, 

Bevacizumab linienförmig (b) (Zellkerne = blau; Aflibercept/Bevacizumab = grün). Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten 

ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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die Myosin7a-Intensität geringer war, je höher die Konzentration von LPS war. Der 

Unterschied zur Kontrolle war bei Stimulationen mit 10 µg/ml LPS signifikant (p < 0,05). 

Bezüglich der Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit LPS wurde der gleiche Effekt 

verglichen mit der Kontrolle festgestellt. Je höher die Konzentration von LPS war, desto 

geringer fiel die Intensität von Myosin7a aus. Der Unterschied war bei Stimulationen mit 

Aflibercept und gleichzeitiger Stimulation von 1 µg/ml bzw. 10 µg/ml LPS signifikant 

(p < 0,05, Abbildung 37).  

Insgesamt war die Intensität von Myosin7a nach 24 Stunden bei Stimulationen mit LPS erhöht. 

Bei Stimulationen über sieben und 28 Tagen nahm die Myosin7a-Intensität unter LPS-Einfluss 

ab (Abbildung 37). 

3.5.1.1.2 Myosin7a-Ereignisse nach LPS- und Afliberceptstimulation 

Im Vergleich zur Kontrolle konnte festgestellt werden, dass die Zahl der Myosin7a-Ereignisse 

bei Stimulationen mit Aflibercept über 24 Stunden signifikant abnahm (p < 0,001, Abbildung 

Abbildung 37: Myosin7a-Intensität nach LPS- und Afliberceptstimulation. Dargestellt ist die Intensität von Myosin7a nach 

Stimulationen mit LPS und Aflibercept. ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit LPS allein oder mit 250 µg/ml 

Aflibercept stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.2). Stimulationen über sieben und 28 Tage 

resultierten in einer Verminderung der Myosin7a-Intensität (b und c) Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet 

(n = 18; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle; * p < 0,05, ** p < 0,01 gegen die 

Stimulation ohne Aflibercept, d = Tage). 
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38). Die Zahl der Myosin7a-Ereignisse war zudem bei Stimulationen mit Aflibercept in 

Kombination mit 0,1 µg/ml, 1 µg/ml oder 10 µg/ml LPS verglichen mit der Kontrolle 

signifikant geringer (p < 0,001). Signifikant weniger Myosin7a-Ereignisse waren bei 

Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 0,1 µg/ml LPS verglichen mit 0,1 µg/ml LPS 

Abbildung 38: Myosin7a-Ereignisse und Kolokalisationen mit Aflibercept nach LPS-Stimulation. Dargestellt sind die 

Anzahl der Ereignisse von Myosin7a (a-c) sowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept (d-f). 

ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit LPS allein oder in Kombination mit 250 µg/ml Aflibercept stimuliert. 

Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.4 und 2.2.4.6). Nach einem Tag zeigt sich eine signifikante 

Verminderung der Myosin7a-Ereignisse bei Stimulationen mit Aflibercept und LPS (a). Stimulationen über 28 Tage 

resultierten in einer Zunahme der Kolokalisationen bei steigender LPS-Konzentration (f) Die Signifikanz wurde mittels 

Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05; ++ p < 0,01; +++  p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen 

Aflibercept allein; *  p < 0,05; **  p < 0,01; ***  p < 0,001 gegen LPS allein, d = Tage). 
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allein festzustellen (p < 0,001). Derselbe Effekt trat bei Stimulationen mit Aflibercept und 

1 µg/ml LPS verglichen mit 1 µg/ml LPS ein (p < 0,01). Stimulationen mit Aflibercept und 

10 µg/ml LPS resultierten ebenfalls in einer signifikanten Abnahme der Myosin7a-Ereignisse 

verglichen mit 10 µg/ml LPS allein (p < 0,01). Wurden die Ereignisse zwischen Aflibercept in 

Kombination mit LPS mit den Ereignissen der alleinigen Afliberceptstimulation verglichen, so 

waren wiederum mehr Myosin7a-Ereignisse bei Aflibercept in Kombination mit LPS 

festzustellen. Signifikante Unterschiede ergaben sich bei Aflibercept mit 0,1 µg/ml LPS 

(p < 0,01) bzw. 1 µg/ml LPS (p < 0,05) verglichen mit Aflibercept allein. Bei siebentägigen 

Stimulationen mit Aflibercept allein und Aflibercept mit 1 µg/ml LPS konnte eine Abnahme 

der Myosin7a-Ereignisse festgestellt werden. Der Unterschied der Ereignisse im Vergleich zur 

Kontrolle war nicht signifikant. Die Zahl der Myosin7a-Ereignisse war bei Aflibercept und 

0,1 µg/ml LPS signifikant reduziert verglichen mit der alleinigen Stimulation mit 0,1 µg/ml 

LPS (p < 0,05). Nach vier Wochen konnten keine Auswirkungen der Stimulationen auf die 

Ereignisse von Myosin7a festgestellt werden.  

Insgesamt nahm die Zahl der Myosin7a-Ereignisse nach eintägiger Stimulation mit Aflibercept 

und LPS verglichen zur Kontrolle signifikant ab. Weniger Myosin7a-Ererignisse ergaben sich 

ebenfalls bei Aflibercept mit LPS verglichen mit LPS allein. Nach siebentägigen Stimulationen 

konnte dies ebenfalls beobachtet werden. Nach 28 Tagen zeigten sich keine Veränderungen der 

Ereignisse (Abbildung 38). 

 

3.5.1.1.3 Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept nach LPS-Stimulation 

Aflibercept lag häufiger mit Myosin7a kolokalisiert vor, wenn die Zellen über 24 Stunden mit 

LPS stimuliert wurden. Verglichen mit der alleinigen Afliberceptstimulation war die Zahl der 

Kolokalisationen bei Aflibercept in Kombination mit 0,1 µg/ml LPS signifikant erhöht 

(p < 0,05, Abbildung 38). Stimulationen mit Aflibercept und 1 µg/ml LPS resultierten in einer 

signifikanten Zunahme an Kolokalisationen nach sieben Tagen (p < 0,05). Nach 28-tägiger 

Stimulation mit Aflibercept und LPS zeigte sich eine Zunahme der Kolokalisationen 

(Abbildung 38). Der Unterschied zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept war bei 

Aflibercept in Kombination mit 1 µg/ml bzw. 10 µg/ml LPS signifikant (jeweils p < 0,05). 

Eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit Aflibercept und LPS resultierte insgesamt in einer 

höheren Zahl an Kolokalisationen zwischen Myosin7a und dem VEGF-Inhibitor (Abbildung 

38 und Abbildung 39). 
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3.5.1.2 Auswirkungen nach Poly I:C-Stimulation 

3.5.1.2.1 Die Myosin7a-Intensität nach Poly I:C- und Afliberceptstimulation 

Nach 24 Stunden konnte ein Anstieg der Myosin7a-Intensität unter Poly I:C festgestellt werden. 

Je höher dabei die Konzentration von Poly I:C war, desto höher war die Myosin7a-Intensität. 

Bei Stimulationen mit 100 µg/ml Poly I:C war die Intensität verglichen mit der Kontrolle 

signifikant erhöht (p < 0,05, Abbildung 40). Eine Stimulation mit Aflibercept allein resultierte 

ebenfalls in einer signifikant erhöhten Myosin7a-Intensität im Vergleich zur Kontrolle 

(p < 0,05). Wurden die Zellen mit Aflibercept und Poly I:C stimuliert, ergab sich ebenso ein 

Anstieg der Myosin7a-Intensität. Ein signifikanter Anstieg verglichen mit der Kontrolle zeigte 

sich bei Aflibercept in Kombination mit 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,001), Aflibercept mit 10 µg/ml 

Poly I:C (p < 0,01) und Aflibercept mit 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,05). Bei den Stimulationen 

Abbildung 39: Kolokalisationen mit Myosin7a und Aflibercept nach LPS-Stimulation. Stimulation der ARPE-19-Zellen mit 

10 µg/ml LPS über einen, sieben und 28 Tage mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Kolokalisationen sind beispielhaft mit 

einem Pfeil markiert oder mittels Kästchen hervorgehoben. Nach 28 Tagen lag Myosin7a vermehrt kolokalisiert mit 

Aflibercept vor, wenn die ARPE-19-Zellen zusätzlich mit LPS stimuliert wurden (i). Blau = Zellkerne, rot = Myosin7a, grün 

= Aflibercept, gelb/orange = Kolokalisationen. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert 

worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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mit Aflibercept und 1 µg/ml Poly I:C konnte eine signifikant höhere Myosin7a-Intensität 

verglichen mit der alleinigen Stimulation mit 1 µg/ml Poly I:C festgestellt werden (p < 0,001). 

Bei Aflibercept in Kombination mit 10 µg/ml Poly I:C konnte ebenfalls ein signifikanter 

Anstieg der Myosin7a-Intensität verglichen mit 10 µg/ml Poly I:C beobachtet werden 

(p < 0,05). Eine signifikant erhöhte Myosin7a-Intensität verglichen zur Kontrolle zeigte sich 

bei Stimulationen mit 100 µg/ml Poly I:C über sieben Tage (p < 0,01, Abbildung 40). 

Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 100 µg/ml Poly I:C resultierten ebenfalls in 

einer erhöhten Myosin7a-Intensität, der Unterschied war nicht signifikant. Wird die alleinige 

Stimulation mit Aflibercept mit der Stimulation mit Aflibercept in Kombination mit 100 µg/ml 

Poly I:C verglichen, so fällt ein signifikanter Anstieg der Intensität unter gleichzeitiger 

Stimulation mit 100 µg/ml Poly I:C auf (p < 0,05). Eine 28-tägige Stimulation mit Poly I:C 

resultierte in einer Erhöhung der Myosin7a-Intensität. Der Unterschied im Vergleich zur 

Abbildung 40: Myosin7a-Intensität nach Poly I:C- und Afliberceptstimulation. Dargestellt ist die Intensität von Myosin7a 

nach Stimulationen mit Poly I:C und Aflibercept. ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit Poly I:C allein oder 

mit 250 µg/ml Aflibercept stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.2). Nach 28 Tagen (c) konnte 

ein Anstieg der Myosin7a-Intensität bei Stimulationen mit Poly I:C mit und ohne Aflibercept festgestellt werden. Die 

Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 gegen die unbehandelte 

Kontrolle bzw. gegen Aflibercept allein; *  p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 gegen die Stimulation ohne Aflibercept, d = 

Tage). 
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Kontrolle war bei Stimulationen mit 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,001), 10 µg/ml Poly I:C 

(p < 0,001) und 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,05) signifikant (Abbildung 40). Eine signifikante 

Erhöhung der Myosin7a-Intensität im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich ebenfalls bei 

Aflibercept in Kombination mit 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) und bei Aflibercept in 

Kombination mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,001). Verglichen mit Aflibercept allein war die 

Myosin7a-Intensität bei Aflibercept in Kombination mit 1 µg/ml Poly I:C bzw. 10 µg/ml 

Poly I:C signifikant erhöht (jeweils p < 0,001).    

Zusammenfassend konnte bei allen drei Stimulationszeiträumen eine Zunahme der Myosin7a-

Intensität unter proinflammatorischer Aktivierung beobachtet werden (Abbildung 40).  

 

3.5.1.2.2 Myosin7a-Ereignisse nach Poly I:C- und Afliberceptstimulation 

Eine eintägige Stimulation mit 1 µg/ml Poly I:C hatte eine Abnahme der Myosin7a-Ereignisse 

zur Folge. Der Unterschied im Vergleich zur Kontrolle war nicht signifikant. Stimulationen mit 

Aflibercept allein reduzierten die Ereignisse an Myosin7a signifikant verglichen zur Kontrolle 

(p < 0,001, Abbildung 41). Die Zahl der Myosin7a-Ereignisse war bei Aflibercept in 

Kombination mit 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) und Aflibercept in Kombination mit 10 µg/ml 

Poly I:C signifikant vermindert (p < 0,01). Eine Stimulation mit Aflibercept und 100 µg/ml 

Poly I:C hatte keinen Einfluss auf die Zahl der Myosin7a-Ereignisse im Vergleich zur 

Kontrolle. Verglichen mit der alleinigen Stimulation mit 1 µg/ml Poly I:C waren die Myosin7a-

Ereignisse bei Aflibercept und 1 µg/ml Poly I:C signifikant reduziert (p < 0,01). Die Myosin7a-

Ereignisse waren bei Aflibercept mit 10 µg/ml Poly I:C verglichen mit 10 µg/ml Poly I:C allein 

reduziert, der Unterschied war aber nicht signifikant. Wird die Stimulation mit Aflibercept 

allein mit Aflibercept unter proinflammatorischer Aktivierung verglichen, so stellte sich eine 

Zunahme der Myosin7a-Ereignisse unter eintägiger Poly I:C-Stimulation heraus. Der 

Unterschied war bei Aflibercept mit 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,001) bzw. mit 100 µg/ml Poly I:C 

(p < 0,01) signifikant. Stimulationen über sieben Tage hatten keine Auswirkungen auf die Zahl 

der Myosin7a-Ereignisse. Nach vier Wochen konnte eine Zunahme der Myosin7a-Ereignisse 

bei Poly I:C-Stimulationen festgestellt werden. Eine signifikante Zunahme der Ereignisse 

zeigte sich bei 1 µg/ml Poly I:C (p < 0,01), 10 µg/ml Poly I:C (p < 0,01) und 100 µg/ml 

Poly I:C (p < 0,001, Abbildung 41). Eine Stimulation mit Aflibercept und 1 µg/ml Poly I:C 

resultierte ebenfalls in einer signifikanten Zunahme der Ereignisse verglichen zur Kontrolle 

(p < 0,05). Verglichen mit 10 µg/ml Poly I:C war die Zahl der Ereignisse bei Stimulationen mit 

Aflibercept und 10 µg/ml Poly I:C geringer. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Der 

Unterschied zwischen 100 µg/ml Poly I:C und Aflibercept in Kombination mit 100 µg/ml Poly 
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I:C war signifikant (p < 0,01). Aflibercept mit 100 µg/ml Poly I:C reduzierte Myosin7a-

Ereignisse. Die Zahl der Myosin7a-Ereignisse war bei Aflibercept mit 1 µg/ml Poly I:C 

verglichen mit Aflibercept allein signifikant erhöht (p < 0,05). 

Abbildung 41: Myosin7a-Ereignisse und Kolokalisationen mit Aflibercept nach Poly-I:C-Stimulation. Dargestellt sind die 

Anzahl der Ereignisse von Myosin7a (a-c) sowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept (d-f). 

ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit Poly I:C allein oder in Kombination mit 250 µg/ml Aflibercept 

stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.4 und 2.2.4.6). Nach einem (d) und 28 Tagen (f) zeigt 

sich eine signifikante Verminderung der Kolokalisationenzahl bei steigender Poly I:C-Konzentration. Die Signifikanz wurde 

mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; + p < 0,05; ++ p < 0,01; +++  p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. 

gegen Aflibercept allein; ** p < 0,01 gegen Poly I:C allein, d = Tage). 



Ergebnisse 
 

73 

 

Insgesamt konnte eine Abnahme der Myosin7a-Ereignisse unter proinflammatorischer 

Aktivierung bei Stimulationen über 24 Stunden und eine Zunahme bei Stimulationen über 28 

Tage festgestellt werden (Abbildung 41). 

Abbildung 42: Kolokalisationen mit Myosin7a und Aflibercept nach Poly I:C-Stimulation. Stimulation der ARPE-19-Zellen 

mit 100 µg/ml Poly I:C über einen, sieben und 28 Tage mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Nach einem (g) und 28 Tagen (i) 

wurden signifikant weniger Kolokalisationen bei gleichzeitigen Stimulationen mit 100 µg/ml Poly I:C verglichen mit 

Aflibercept allein festgestellt (d und f). Die signifikante Abnahme der Kolokalisationen ist noch einmal zur Darstellung 

gesondert hervorgehoben. Kolokalisationen sind beispielhaft mit einem Pfeil markiert oder mittels Kästchen hervorgehoben. 

Blau = Zellkerne, rot = Myosin7a, grün = Aflibercept, gelb/orange = Kolokalisationen. Für eine Vergleichbarkeit der 

Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage. 
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3.5.1.2.3 Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept nach Poly I:C-Stimulation 

Stimulationen über 24 Stunden resultierten in einer Reduktion der Kolokalisationen unter 

proinflammatorischem Einfluss. Je höher die Konzentration von Poly I:C war, desto weniger 

lag Myosin7a mit Aflibercept kolokalisiert vor. Der Unterschied war bei Aflibercept mit 

10 µg/ml Poly I:C bzw. 100 µg/ml Poly I:C signifikant (jeweils p < 0,001, Abbildung 41). Eine 

siebentägige Stimulation mit Aflibercept und Poly I:C hatte keine Auswirkungen auf die 

Kolokalisationenzahl. Nach 28 Tagen konnte eine Reduktion der Kolokalisationen zwischen 

Myosin7a und Aflibercept unter steigender Konzentration von Poly I:C festgestellt werden. 

Eine signifikante Reduktion der Kolokalisationen konnte bei Aflibercept mit 10 µg/ml Poly I:C 

(p < 0,05) bzw. 100 µg/ml Poly I:C (p < 0,05) beobachtet werden (Abbildung 41 und 

Abbildung 42).  

Zusammenfassend zeigte sich eine Abnahme der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und 

Aflibercept unter dem Einfluss von Poly I:C nach ein- und 28-tägiger Stimulation (Abbildung 

41 und Abbildung 42). 

 

3.5.1.3 Auswirkungen nach TNF-Ŭ-Stimulation 

3.5.1.3.1 Die Myosin7a-Intensität nach TNF-Ŭ- und Afliberceptstimulation 

Nach einer Stimulationszeit von über 24 Stunden mit TNF-Ŭ konnte ein Anstieg der Myosin7a-

Intensität beobachtet werden. Dabei zeigte sich eine Zunahme der Myosin7a-Intensität bei 

steigender Konzentration von TNF-Ŭ. Ein signifikanter Anstieg der Myosin7a-Intensität im 

Vergleich zur Kontrolle ergab sich bei 12,5 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,05), 25 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,01) 

und 50 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,001, Abbildung 43). Eine Stimulation mit Aflibercept über 24 

Stunden resultierte ebenfalls in einer signifikant höheren Myosin7a-Intensität verglichen zur 

Kontrolle (p < 0,001). Eine signifikante Zunahme der Intensität war bei Aflibercept in 

Kombination mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ, bzw. 25 ng/ml TNF-Ŭ oder 50 ng/ml TNF-Ŭ feststellbar 

(p < 0,001). Ein Unterschied der Myosin7a-Intensität ergab sich zusätzlich zwischen 12,5 ng/ml 

TNF-Ŭ allein und Aflibercept in Kombination mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ. Die Myosin7a-Intensität 

war bei Aflibercept mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ signifikant hºher (p < 0,01). Aflibercept unter 

proinflammatorischer Aktivierung resultierte in einer höheren Myosin7a-Intensität verglichen 

mit der alleinigen Stimulation mit Aflibercept. Eine signifikante Zunahme zeigte sich bei 

Aflibercept mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,05). Bei Aflibercept mit 25 ng/ml TNF-Ŭ war der 

Unterschied nicht signifikant. Eine siebentägige Stimulation mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ bzw. 

25 ng/ml TNF-Ŭ resultierte in einer signifikanten Abnahme der Myosin7a-Intensität verglichen 
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zur Kontrolle (p < 0,01; p < 0,05, Abbildung 43). Eine Stimulation mit Aflibercept allein hatte 

einen reduzierenden Effekt auf die Myosin7a-Intensität. Der Unterschied im Vergleich zur 

Kontrolle war nicht signifikant. Eine Stimulation mit Aflibercept und 12,5 ng/ml TNF-Ŭ bzw. 

25 ng/ml TNF-Ŭ reduzierte die Myosin7a-Intensität verglichen zu Kontrolle signifikant 

(p < 0,01; p < 0,001). Eine siebentägige Stimulation mit Aflibercept in Kombination mit 

25 ng/ml TNF-Ŭ resultierte in einer signifikanten Abnahme der Myosin7a-Intensität verglichen 

mit Aflibercept allein (p < 0,05). Aflibercept in Kombination mit 50 ng/ml TNF-Ŭ führte 

wiederum zu einer signifikanten Zunahme der Myosin7a-Intensität verglichen mit Aflibercept 

allein (p < 0,05). Eine Stimulation mit TNF-Ŭ ¿ber vier Wochen reduzierte die Myosin7a-

Intensität. Eine signifikante Reduktion konnte bei 12,5 ng/ml TNF-Ŭ und bei 25 ng/ml TNF-Ŭ 

im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (p < 0,05, Abbildung 43). Verglichen zur 

Kontrolle war die Myosin7a-Intensität bei Stimulationen mit Aflibercept und 12,5 ng/ml 

Abbildung 43: Myosin7a-Intensität nach TNF-Ŭ- und Afliberceptstimulation. Dargestellt ist die Intensität von Myosin7a nach 

TNF-Ŭ-Stimulation mit Aflibercept. ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit TNF-Ŭ allein oder mit 250 µg/ml 

Aflibercept stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.2). Stimulationen über einen Tag resultierten 

in einer Zunahme der Myosin7a-Intensität (a). Stimulationen mit 12,5 ng/ml bzw. 25 ng/ml TNF-Ŭ und Aflibercept resultierten in 

einer Abnahme der Myosin7a-Intensität nach sieben und 28 Tagen (b und c) Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test 

berrechnet (n = 18; + p < 0,05; ++  p < 0,01; +++  p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen Aflibercept allein; 

*  p < 0,05; **  p < 0,01 gegen die Stimulation ohne Aflibercept, d = Tage). 
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TNF- Ŭ ebenfalls signifikant vermindert (p < 0,05). Verglichen zur alleinigen Stimulation mit 

Aflibercept war die Myosin7a-Intensität bei Aflibercept in Kombination mit 12,5 ng/ml TNF- Ŭ 

signifikant vermindert (p < 0,05). Ein Anstieg der Intensität konnte bei Aflibercept mit 

25 ng/ml TNF-Ŭ verglichen mit 25 ng/ml TNF-Ŭ beobachtet werden. Der Unterschied war nicht 

signifikant.  

Eine proinflammatorische Aktivierung der ARPE-19-Zellen mit TNF-Ŭ resultierte im 

Kurzzeitversuch insgesamt in einem Anstieg der Myosin7a-Intensität während in den 

Langzeitversuchen eine Abnahme der Myosin7a-Intensität festgestellt werden konnte 

(Abbildung 43). 

 

3.5.1.3.2 Myosin7a-Ereignisse nach TNF-Ŭ- und Afliberceptstimulation 

Im Vergleich zur Kontrolle war die Zahl der Myosin7a-Ereignisse nach 24 Stunden signifikant 

erhöht, wenn die Zellen mit 25 ng/ml TNF-Ŭ stimuliert wurden (p < 0,05, Abbildung 44). 

Stimulationen mit Aflibercept allein und Aflibercept in Kombination mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ 

bzw. 25 ng/ml TNF- Ŭ oder 50 ng/ml TNF-Ŭ reduzierten die Ereignisse von Myosin7a 

verglichen zur Kontrolle signifikant (p < 0,01). Stimulationen mit Aflibercept in Kombination 

mit TNF-Ŭ hatten eine niedrigere Zahl an Myosin7a-Ereignissen verglichen mit der alleinigen 

Stimulation mit TNF-Ŭ zur Folge. Der Unterschied war bei Aflibercept mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ 

(p < 0,01), bei Aflibercept mit 25 ng/ml TNF-Ŭ (p < 0,001) und Aflibercept mit 50 ng/ml 

TNF- Ŭ (p < 0,001) verglichen mit TNF-Ŭ allein signifikant. Nach sieben Tagen war eine 

Reduktion der Myosin7a-Ereignisse bei 25 ng/ml TNF-Ŭ feststellbar, die im Vergleich zur 

Kontrolle aber nicht signifikant war. Stimulationen mit Aflibercept und 25 ng/ml TNF-Ŭ 

reduzierten Myosin7a-Ereignisse signifikant im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,01). Im 

Vergleich zur Kontrolle konnten keine Auswirkungen auf die Myosin7a-Ereignisse nach 28 

Tagen beobachtet werden. Bei Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 25 ng/ml 

TNF-Ŭ konnten signifikant mehr Myosin7a-Ereignisse verglichen mit Aflibercept allein 

festgestellt werden (p < 0,05). Eine Zunahme der Myosin7a-Ereignisse zeigte sich zusätzlich 

bei Aflibercept mit 50 ng/ml TNF-Ŭ. Der Unterschied war verglichen mit der alleinigen 

Stimulation mit Aflibercept nicht signifikant. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine proinflammatorische Aktivierung mit TNF-Ŭ 

allein über 24 Stunden eine Zunahme der Myosin7a-Ereignisse zur Folge hatte. Aflibercept 

unter proinflammatorischer Aktivierung von TNF-Ŭ hatte sowohl nach einem und sieben Tagen 

eine Abnahme an Myosin7a-Ereignissen zur Folge, während nach 28 Tagen eine Zunahme bei 

Aflibercept in Kombination mit TNF-Ŭ festgestellt werden konnte (Abbildung 44). 
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3.5.1.3.3 Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept nach TNF-Ŭ-Stimulation 

Ein signifikanter Einfluss auf die Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept ergab 

sich nach 24 Stunden nicht. Stimulationen über sieben Tage resultierten in einer nicht 

signifikanten Abnahme an Kolokalisationen bei Aflibercept in Kombination mit 25 ng/ml 

Abbildung 44: Myosin7a-Ereignisse und Kolokalisationen mit Aflibercept nach TNF-Ŭ-Stimulation. Dargestellt sind die 

Anzahl der Ereignisse von Myosin7a (a-c) sowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept (d-f). 

ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit TNF-Ŭ allein oder in Kombination mit 250 µg/ml Aflibercept stimuliert. 

Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s.2.2.4.4 und 2.2.4.6). Stimulationen mit TNF-Ŭ erhºhten Myosin7a-

Ereignisse nach einem Tag (a). Aflibercept in Kombination mit TNF-Ŭ hatte einen reduzierenden Effekt auf Myosin7a-

Ereignisse nach einem und sieben Tagen (a und b). Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; 

+ p < 0,05; ++ p < 0,01 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen Aflibercept allein; ** p < 0,01; ***  p < 0,001 gegen 

TNF-Ŭ allein, d = Tage). 



Ergebnisse 
 

78 

 

TNF- Ŭ. Aflibercept lag vermehrt kolokalisiert mit Myosin7a vor, wenn die Zellen ¿ber 28 Tage 

zusätzlich mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ stimuliert wurden (p < 0,05, Abbildung 44). 

Im Langzeitversuch konnte daher insgesamt eine Zunahme der Kolokalisationen bei 

Aflibercept mit 12,5 ng/ml TNF-Ŭ festgestellt werden (Abbildung 44 und Abbildung 45).  

3.5.2 Veränderungen Myosin7a unter Bevacizumab, intrazellulärer Transport von 

Bevacizumab 

3.5.2.1 Auswirkungen nach LPS-Stimulation 

3.5.2.1.1 Die Myosin7a-Intensität nach LPS- und Bevacizumabstimulation 

Stimulationen mit Bevacizumab und LPS über 24 Stunden hatten keinen signifikanten Einfluss 

auf die Myosin7a-Intensität. Bei Bevacizumab und 0,1 µg/ml LPS zeigte sich eine Zunahme 

der Myosin7a-Intensität verglichen mit Bevacizumab allein. Der Unterschied war nicht 

signifikant. Nach siebentägiger Stimulation mit Bevacizumab und 10 µg/ml LPS war die 

Abbildung 45: Kolokalisationen mit Myosin7a und Aflibercept nach TNF-Ŭ-Stimulation. Stimulation der ARPE-19-Zellen 

mit 50 ng/ml TNF-Ŭ ¿ber einen, sieben und 28 Tage mit und ohne 250 µg/ml Aflibercept. Kolokalisationen sind beispielhaft 

mit einem Pfeil markiert oder mittels Kästchen hervorgehoben. Blau = Zellkerne, rot = Myosin7a, grün = Aflibercept, 

gelb/orange = Kolokalisationen. Für eine Vergleichbarkeit der Intensitäten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 

2.2.4.2). d = Tage. 
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Myosin7a-Intensität verglichen zur Kontrolle signifikant reduziert (p < 0,05, Abbildung 46). 

Verglichen mit der alleinigen Stimulation mit Bevacizumab war die Myosin7a-Intensität bei 

Bevacizumab und 10 µg/ml LPS signifikant vermindert (p < 0,05). Eine signifikant höhere 

Myosin7a-Intensität wurde bei Bevacizumab in Kombination mit 0,1 µg/ml LPS verglichen mit 

0,1 µg/ml LPS allein festgestellt (p < 0,05). Die Myosin7a-Intensität war bei Bevacizumab in 

Kombination mit 1 µg/ml LPS ebenfalls signifikant erhöht verglichen mit 1 µg/ml LPS allein 

(p < 0,01). Im Vergleich zur Kontrolle war die Myosin7a-Intensität bei Bevacizumab mit 

1 µg/ml LPS bzw. 10 µg/ml LPS nach 28 Tagen signifikant reduziert (p < 0,05, Abbildung 46). 

Verglichen mit der alleinigen Stimulation mit Bevacizumab war die Myosin7a-Intensität bei 

Bevacizumab und 1 µg/ml LPS bzw. 10 µg/ml LPS reduziert. Der Unterschied war jedoch nicht 

signifikant. 

Insgesamt wurde eine Abnahme der Myosin7a-Intensität bei Stimulationen mit Bevacizumab 

und LPS nach sieben und 28 Tagen festgestellt (Abbildung 46). 

Abbildung 46: Myosin7a-Intensität nach LPS- und Bevacizumabstimulation. Dargestellt ist die Intensität von Myosin7a nach 

Stimulationen mit LPS und Bevacizumab. ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit LPS allein oder mit 250 µg/ml 

Bevacizumab stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz (s. 2.2.4.2). Stimulationen über sieben und 28 Tage 

resultierten in einer Verminderung der Myosin7a-Intensität Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet (n = 18; 

+ p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen Bevacizumab allein; *  p < 0,05, 

**  p < 0,01 gegen die Stimulation ohne Bevacizumab, d = Tage). 



Ergebnisse 
 

80 

 

3.5.2.1.2 Myosin7a-Ereignisse nach LPS- und Bevacizumabstimulation 

Stimulationen über 24 Stunden hatten keinen Einfluss auf die Myosin7a-Ereignisse verglichen 

zur Kontrolle. Verglichen mit 1 µg/ml LPS allein waren signifikant mehr Myosin7a-Ereignisse 

bei Bevacizumab mit 1 µg/ml LPS messbar (p < 0,05). Auswirkungen der Stimulationen mit 

Bevacizumab und LPS auf die Myosin7a-Ereignisse ergaben sich nach sieben Tagen nicht. 

Abbildung 47: Myosin7a-Ereignisse und Kolokalisationen mit Bevacizumab nach LPS-Stimulation. Dargestellt sind die 

Anzahl der Ereignisse von Myosin7a (a-c) sowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Bevacizumab (d-f). 

ARPE-19-Zellen wurden einen, sieben und 28 Tage mit LPS allein oder in Kombination mit 250 µg/ml Bevacizumab stimuliert. 

Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Die Signifikanz wurde mittels Students t-Test berrechnet. Nach 28 Tagen 

zeigten sich weniger Myosin7a-Ereignisse bei Bevacizumab mit 0,1 µg/ml LPS verglichen zur Kontrolle und verglichen mit LPS 

allein (c). Bevacizumab lag nach einem Tag weniger kolokalisiert mit Myosin7a vor, wenn zusätzlich mit 10 µg/ml LPS stimuliert 

wurde (d, Auswertung s. 2.2.4.4 und 2.2.4.6; n = 18; + p < 0,05; +++  p < 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen 

Bevacizumab allein; *  p < 0,05; **  p < 0,01; ***  p < 0,001 gegen LPS allein, d = Tage). 
























































































































































