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1.  Einleitung 

1.1.  Die altersbedingte Makuladegeneration  
Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine fortschreitende, 

neurodegenerative Erkrankung der Retina (1). Diese stellt in den Industrienationen 

die häufigste Ursache von Erblindung dar (2). Bedingt durch eine zunehmend 

alternde Gesellschaft wird die Inzidenz der AMD in den kommenden Jahrzehnten 

ansteigen und so nicht nur Betroffene, sondern auch das Gesundheitssystem stark 

belasten (3). Mit Etablieren der VEGF-Inhibitoren in der Therapie der neovaskulären 

AMD kam es zu einem deutlichen Fortschritt, allerdings zeigt auch diese Therapie 

nicht bei allen Patienten zufriedenstellende Ergebnisse (4). Die in der 

Arteriosklerose-Forschung entwickelten Apo-A1-mimetischen Peptide (5) könnten 

eine neue, erfolgversprechende Therapieoption der AMD sein (6).  

Dieses einleitende Kapitel beschreibt zunächst die Anatomie und Physiologie 

gesunder Augen, um dann die Pathophysiologie der AMD näher zu erläutern. 

Anschließend wird auf die etablierten Therapien eingegangen und schließlich folgt 

eine Vorstellung der Apo-A1-mimetischen Peptide mit ihrer Wirkweise, 

insbesondere des in dieser Arbeit untersuchten L-4F. 

 

1.1.1. Anatomie der Netzhaut  
Die Makula oder Makula lutea (lat.: gelber Fleck) beschreibt den etwa fünf Millimeter 

messenden, ovalen Bereich der Netzhaut, der temporal der Sehnervenpapille 

gelegen ist. Zentral in der Makula befindet sich die 1,5 Millimeter durchmessende 

Fovea centralis (lat.: zentrale Sehgrube) oder auch Foveola, der Punkt des 

schärfsten Sehens. Hier befinden sich hauptsächlich Zapfen als Photorezeptoren, 

die Eins-zu-eins verschaltet sind. Jeder Zapfen gibt das von ihm generierte 

elektrische Signal auf eine Bipolar- und eine Ganglienzelle weiter. Die Zapfen 

gewährleisten darüber das photopische Sehen, also das Tag- und Farbsehen und 

lassen sich in Rot-, Grün- und Blauzapfen einteilen.  

In den peripheren Bereichen der Netzhaut sind hauptsächlich Stäbchen zu finden. 

Diese haben im Gegensatz zu den Zapfen eine konfluierende Verschaltung und 

sind daher nicht für das Erkennen von detailreichen Strukturen geeignet.  
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Allerdings reagieren die Stäbchen schon bei geringeren Lichtintensitäten, womit das 

skotopische Sehen, also das Sehen bei Dämmerung und Nacht, ermöglicht wird (1, 

7).  

Im Bereich der Sehnervenpapille befinden sich keine Photorezeptoren, daher wird 

dieser Bereich auch als blinder Fleck beschrieben. Hier verlassen die Axone der 

Ganglienzellen das Auge und werden von dort an als Nervus opticus bezeichnet. 

Ebenfalls im Bereich der Papille treten die zentralen Gefäße der Netzhaut (Arteria 

und Vena centralis retinae) in den Bulbus ein (8). Der Aufbau der Retina wird in 

Abbildung 1 im Detail abgebildet (9).  

Das retinale Pigmentepithel (RPE) oder Stratum pigmentosum retinae bildet das 

äußere Blatt der Retina. Das RPE ist ein einschichtiges, isoprismatisches und durch 

einen hohen Gehalt an Melaningranula im Zytoplasma bräunlich pigmentiertes 

Epithel. Im basalen Teil liegen Zellkern und Mitochondrien, im apikalen Teil, der die 

Außensegmente der Photorezeptoren in feinen Mikrovilli umfasst, sind die 

Melaningranula vorherrschend. Die einzelnen Zellen sind über Tight Junctions fest 

miteinander verbunden (7, 9).  

Abbildung 1 Schematischer Aufbau der Netzhaut 
Mit freundlicher Genehmigung von Miamed GmbH (9) 
 

 
Abbildung 2 Aktivierungswege der Angiogenese  
nach West et al. (44)Abbildung 3 Schematischer Aufbau der Netzhaut 
Mit freundlicher Genehmigung von Miamed GmbH (9) 
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Das RPE hat keine sensorische Funktion, ist aber für den Stoffwechsel der 

Photorezeptoren essenziel und besitzt aus diesem Grund einen hohen Gehalt an 

Mitochondrien. Es reguliert den Stoffaustausch zwischen Choriokapillaris und dem 

Stratum nervosum, schützt die Außensegmente der Photorezeptoren vor 

Photooxidation, phagozytiert die abgestoßenen Außensegmente und transportiert 

sie ab, regeneriert das Chromophor und sezerniert Wachstumsfaktoren (10 – 12).  

Zwischen RPE und Bruch-Membran liegt die sehr dünne Basalmembran des RPE, 

die durch multiple Einstülpungen eine größere Oberfläche für den Stoffaustausch 

bietet (7).  

 

1.1.2. Epidemiologie  
Die altersbedingte Makuladegeneration ist in den Industrienationen die Hauptur-

sache für eine Erblindung im Sinne des Gesetzes. Die Zahl der AMD-Erkrankten in 

Europa wird auf 67 Millionen geschätzt (2, 13). Weltweit gesehen ist die AMD die 

dritthäufigste Ursache für eine Erblindung. In den letzten 30 Jahren konnte bereits 

ein deutlicher Prävalenzanstieg beobachtet werden (15). Der Anteil AMD-bedingter 

Blindheit erhöhte sich von 4,9 % im Jahr 1990 auf 6,6 % im Jahr 2010 (16). In der 

alternden Bevölkerung wird die Anzahl der AMD-Erkrankten in den kommenden 

Jahren immer weiter zunehmen; so haben Hochrechnungen ergeben, dass die Zahl 

der weltweit Betroffenen im Jahr 2040 288 Millionen betragen und somit ein 

zunehmendes sozioökonomisches Problem darstellen wird (3, 4).  

 

1.1.3. Klinik und Verlaufsformen  
Die AMD kann in ein frühes und spätes Stadium eingeteilt werden. Das späte 

Stadium zeigt sich wiederum als trockene oder feuchte Form. 

 

Frühstadium: Das frühe Stadium der AMD ist durch das Auftreten von Pigment-

epithelveränderungen (Hyper- oder Hypopigmentierung) und Drusen, also Ablage-

rungen von hyalinem Material und Lipiden zwischen RPE und Bruch-Membran, 

gekennzeichnet (1, 16). Über einen langen Zeitraum führen diese Veränderungen 

zu keiner erheblichen Sehbeeinträchtigung, sodass die Diagnose oft als Zufalls-

befund bei der ophthalmologischen Untersuchung gestellt wird (18).  
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Nicht-exsudative/trockene Form: Schreitet die Erkrankung fort, leiden im 

Spätstadium ca. 80 % der Erkrankten unter der trockenen bzw. nicht-exsudativen 

Form, auch geographische Atrophie (GA) genannt. Hier kommt es zu einem 

großflächigen Verlust der Pigmentepithelzellen. Die GA zeigt einen langsamen 

Progress und je nach Ausmaß der Atrophie entstehen Beeinträchtigungen des 

Visus. Ist schließlich die foveale Netzhaut betroffen, entsteht ein Zentralskotom und 

damit eine massive Einschränkung der Sehkraft und der Lebensqualität (18, 19).  

 

Neovaskuläre/feuchte AMD: Etwa 20 % der Betroffenen leiden im Spätstadium 

unter der feuchten (Synonym: exsudativen oder neovaskulären) Form der AMD. 

Hier zeigt sich ein deutlich rascherer Progress. Ist nur ein Auge betroffen, können 

die Einschränkungen ebenfalls über einen langen Zeitraum durch das gesunde 

Auge ausgeglichen werden und fallen nur auf, wenn der Patient das gesunde Auge 

abdeckt. Dann klagen die Patienten über Schwierigkeiten beim Lesen oder beim 

Erkennen von Gesichtern und Metamorphopsie (Verzerrtsehen). Ohne Therapie 

kommt es zu einer Einschränkung des Farbsehens bis hin zur Farbblindheit und 

später zu einer raschen Visusabnahme und letztendlich zur Erblindung (7). 

Ursächlich für diese Phänomene sind choroidale Neovaskularisationen (CNV), also 

Einsprossungen von pathologischen Gefäßen aus der Choroidea, unter und in die 

Netzhaut. Die instabilen Gefäßwände dieser Neovaskularisationen können zu 

Blutungen und konsekutiv zu Vernarbungen führen (1).  

 

1.1.4. Risikofaktoren 
Gesicherte Risikofaktoren zur Entstehung einer AMD sind das hohe Lebensalter 

und der Nikotinabusus (20, 21). 

Als mögliche, aber nicht abschließend gesicherte Risikofaktoren gelten: 

Übergewicht, arterielle Hypertonie, weibliches Geschlecht, Irisfarbe, stattgehabte 

Kataraktchirurgie, Ernährungsgewohnheiten und übermäßige Lichtexposition (21 – 

24). Zudem konnte eine genetische Prädisposition für die AMD gezeigt werden. 

Inzwischen wurden mehr als 30 Genloci detektiert, die eine Rolle in der Entstehung 

der AMD spielen. Davon sind zwei bis heute am besten untersucht: 

„Komplementfaktor H“ (CFH) und „age-related maculopathy susceptibility 2“ 

(ARMS2).  
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Insgesamt ist die Entstehung einer AMD nicht monogen, sondern vielmehr ein 

komplexes Zusammenspiel von Umweltfaktoren und genetischer Prädisposition 

(10, 25 – 27). 

 

1.1.5. Pathophysiologie  
Die Pathophysiologie, die zur Entstehung der AMD führt, ist multifaktoriell und bis 

heute nicht abschließend geklärt. 

Mit zunehmendem Alter kann eine Überlastung der Stoffwechselfunktionen des 

RPE entstehen. Die physiologischen Funktionen des RPE, wie die Phagozytose der 

abgestoßenen Photorezeptor-Außensegmente, nehmen ab (1). Es konnte gezeigt 

werden, dass bereits in der frühen Adoleszenz Einlagerungen von Lipiden und 

Abbauprodukten in die Bruch-Membran beginnen. Mit zunehmendem Alter, dem 

Hauptrisikofaktor der AMD, nehmen diese Einlagerung in der Bruch-Membran zu 

(28 – 30). Bei weiterem Progress der Erkrankung, zum Beispiel durch Exposition 

mit Risikofaktoren, werden die Einlagerungen als sogenannte Drusen sichtbar (32). 

Durch die Verdickung der Bruch-Membran entsteht eine erhöhte Diffusionsbarriere 

zum RPE, die weitere Abbauprozesse erschwert und so einen Circulus vitiosus 

auslöst, der in der Endstrecke zur GA führt, dem Maximalstadium der trockenen 

Form der AMD (33). 

Warum und wann es zu einem Übergang einer trockenen Form in eine feuchte Form 

der AMD kommt, ist bisher nicht aufgeschlüsselt. Durch die Verlängerung der 

Diffusionsstrecke zum RPE wird ein Signalweg aus oxidativem Stress durch 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Wachstumsfaktoren und Entzündungs-

mediatoren begonnen (33). Einer dieser Mediatoren ist der „Tumornekrosefaktor-α“ 

(TNF-α), ein Zytokin, das unter anderem von Mastzellen ausgeschüttet wird und 

eine Immunantwort initiiert (34).  

Eine gewisse Konzentration der ROS zeigt sich physiologischerweise in Zellen. 

Hierdurch wird in gesundem Gewebe ein Signalweg zur Zellprotektion oder 

Zellzykluskontrolle initiiert (34, 35). Dekompensieren aber die körpereigenen 

Schutzmechanismen zur Neutralisierung der ROS, steigt deren Konzentration im 

Gewebe an und es wird die pathologische Angiogenese induziert (37). So entstehen 

choroidale Neovaskularisationen und damit die feuchte Form der AMD. Die CNV 

sind pathologische Neubildungen von Gefäßen, die eine höhere Permeabilität als 
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gesunde Gefäße haben. Durch diese Leckage können Blutbestandteile austreten 

und konsekutiv zu Exsudaten, Ödemen und Blutungen führen (7).  

Die Angiogenese kann über verschiedene Stimuli induziert werden. Im Hinblick auf 

die AMD und die Therapieoptionen werden im Weiteren zwei Wege näher erläutert: 

der VEGF-abhängige sowie der VEGF-unabhängige Weg. Beide sind schematisch 

in Abbildung 2 dargestellt. 

 

1.1.5.1. VEGF-abhängiger Weg 
Die pro-angiogenetischen Eigenschaften des „vascular endothel growth factors“ 

(VEGF) wurden schon in den 1990er Jahren erkannt. VEGF ist nur der Überbegriff 

für fünf verschiedene Glykoproteine: VEGF-A bis E, wobei VEGF-A mit seinem 

Rezeptor VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR-2) am besten untersucht ist. Die verschie-

denen VEGF-Typen weisen unterschiedliche Affinitäten zu den drei Rezeptoren 

(VEGFR-1-3) auf und erfüllen unterschiedliche Aufgaben. VEGF-A mit großer 

Affinität zu VEGFR-2 ist bei der Angiogenese essenziel, wobei VEGF-C und -D mit 

hoher Affinität zu VEGFR-3 bei der Lymphangiogenese wichtig sind (37, 38). An 

den VEGFR-1 binden VEGF-A und -B. Seine Funktion ist nicht vollständig geklärt. 

Es wird vermutet, dass er eine Modulationsfunktion auf VEGFR-2 hat (38).  

VEGF kann in allen vaskulären Geweben nachgewiesen werden und gilt somit als 

wichtiger Induktor von physiologischer, aber auch pathologischer Angiogenese. Die 

VEGF-abhängige Angiogenese kann über mehrere Signalwege reguliert werden 

(40).  

Bei der Entstehung der CNV induziert der erhöhte ROS-Spiegel eine vermehrte 

Expression des Transkriptionsfaktors „Hypoxie-induzierten Faktor 1α“ (HIF-1α). 

HIF-1 besteht aus einer α- und einer β-Untereinheit. Während die β-Untereinheit 

kontinuierlich exprimiert wird und stabil ist, wird die α-Untereinheit in ihrer 

hydroxylierten Form über das Von-Hippel-Lindau-Tumor-Suppressor-Protein 

abgebaut. Nur durch den entsprechenden Reiz, wie Hypoxie oder erhöhte ROS-

Konzentrationen, wird die Hydroxylierung der α-Untereinheit gehemmt und diese 

somit stabilisiert. Der so aktivierte HIF-1α fördert dann die Expression von VEGF 

aber auch zahlreichen anderen Proteinen und Hormonen wie beispielsweise 

Erythropoetin (39).  
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1.1.5.2. VEGF-unabhängiger Weg 
Neben der Induktion der VEGF-abhängigen Angiogenese sind die ROS auch bei 

der VEGF-unabhängigen Angiogenese Schlüsselmoleküle. ROS induzieren die 

Oxidation von Proteinen und die Peroxidation von Lipiden (40, 41).  

Die Oxidation von mehrfach-ungesättigten Fettsäuren (PUFAs) führt konsekutiv zur 

Akkumulation von „Carboxy-alkyl-pyrrolen“ (CAPs) wie dem ω-(2-Carboxy-

ethyl)pyrrol (CEP). In der Retina ist besonders Docosahexaensäure (DHA) anfällig 

für die Oxidation. CEPs sind Bestandteil von oxidiertem „low density Protein“ (Ox-

LDL) und können vermehrt bei Wundheilung oder Entzündung nachgewiesen 

werden, aber auch in arteriosklerotischen Plaques oder eben in der Netzhaut von 

AMD-Patienten. CEPs stellen endogene Liganden für den „Toll-like-Rezeptor-2“ 

(TLR-2) dar (42 – 44).  

TLRs gehören als Transmembranproteine zu den Mustererkennungsrezeptoren 

des Immunsystems und initiieren die adaptive Immunantwort. Die 11 Unterformen 

(TLR 1-11) werden auf immunologisch aktiven Zellen aber auch auf Fibroblasten, 

Keratinozyten und Epithelzellen exprimiert (45, 46). Binden sich CEPs an den TLR-

2 wird der MyD88-Signalweg angestoßen, der wiederum zur Aktivierung von 

„nuclear-factor κB“ (NF-κB) führt. MyD88 ist ein Adapter-Protein, das essenziell ist, 

um die Aktivierung der TLR-2 an die Zelle zu übermitteln (48). NF-κB bzw. die fünf 

Proteine, die zu dieser Reihe gehören (p50, p52, RelA, RelB und c-Rel), sind 

Transkriptionsfaktoren, die die Expression multipler Gene induzieren und dadurch 

pro-angiogenetisch wirken (45). 
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1.2. Behandlung und Prävention der AMD  

Für die trockene Form der AMD gibt es bis heute keine kausale Therapie. Daher 

liegt hier bisher der Fokus auf symptomatischer Therapie z.B. durch vergrößernde 

Sehhilfen sowie die Meidung von Risikofaktoren, wie die konsequente 

Nikotinkarenz (1).  

In einer 2019 publizierten Auswertung von systematischen Cochrane Reviews 

wurden Therapieoptionen der neovaskulären AMD evaluiert. Hier zeigt sich nur für 

wenige Therapieformen ein evidenter Effekt. Als wirksame Behandlungsoptionen 

werden VEGF-Inhibitoren, die Photodynamische Therapie (PDT) sowie die Laser-

koagulation aufgeführt (49).  

Bei der PDT wird ein Porphyrin-Farbstoff intravenös verabreicht. Dieser Farbstoff 

akkumuliert im Gefäßendothel der CNV und verschließt diese nach Bestrahlung mit 

dem Laser. Bei der Laserkoagulation mit dem Argon-Laser können nur extrafoveale 

CNV therapiert werden, damit in der Fovea kein Schaden durch die 

Laserkoagulation entsteht. PDT und Laserkoagulation haben keinen präventiven 

Charakter, sondern behandeln ausschließlich fortgeschrittene Formen der AMD und 

führen in der Regel nur zu einer Stabilisierung des Befundes bzw. der Sehschärfe 

(1, 48). Substanzen zur Modulation der inflammatorischen Prozesse wie intravitreal 

injiziertes Dexamethason zeigen in Studien in Kombination mit PDT oder VEGF-

Inhibitoren gute Ergebnisse (49, 50). Allerdings fehlen hierzu weiterführende 

Untersuchungen. Anhand der aktuellen Studienlage kann keine generelle 

Empfehlung zu dem Verabreichen von Steroiden ausgesprochen werden. Für die 

chirurgische Netzhautrotation oder Einnahme von Multivitaminpräparaten und 

Omega-3-Fettsäuren konnten bisher kein sicherer Therapieerfolg nachgewiesen 

werden (49). Aktuell ist allerdings das Nahrungsergänzungsmittel Resvegaâ 

(Laboratoires Théa, Clermont-Ferrand, Frankreich), das auch in Deutschland zur 

Behandlung der feuchten AMD vertrieben wird, Gegenstand vieler Studien und 

scheint vielversprechend zu sein. In diesem Nahrungsergänzungsmittel sind unter 

anderem Resveratrol und Omega-3-Fettsäuren enthalten (51 – 53). 
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1.2.1. VEGF-Inhibitoren  
Mit Etablieren der VEGF-Inhibitoren in der Therapie der neovaskulären Form der 

AMD hat sich die Visusprognose deutlich gebessert. Prinzip der VEGF-Inhibitoren 

ist das Eingreifen in die pathologischen Angiogeneseprozesse und damit die 

Rückbildung der bestehenden CNV (49). Zugelassen sind aktuell die Inhibitoren 

Ranibizumab (Lucentis®) und Aflibercept (Eylea®). Zudem wird häufig die off-label 

Therapie mit dem Antikörper Bevacizumab (Avastin®) durchgeführt (1). Alle 

Substanzen werden intravitreal verabreicht und zeigen ein ähnlich gutes 

Wirkspektrum sowie Nebenwirkungsprofil (54 – 56). Innerhalb der ersten zwei Jahre 

zeigt sich bei den meisten Patienten eine Verbesserung des Sehvermögens. 

Allerdings lässt sich diese initiale Verbesserung über einen längeren Zeitraum meist 

nicht aufrechterhalten, sodass es im weiteren Verlauf erneut zu einer deutlichen 

Verschlechterung der Sehkraft kommt (4, 57, 58). Zudem ist bei bis zu 12 % der 

Patienten, die sich einer VEGF-Inhibitor Therapie unterziehen, ein kontinuierliches 

Fortschreiten der Sehbeeinträchtigung innerhalb von zwei Jahren zu verzeichnen 

(60). Seit Anfang 2020 ist auch der Antikörper Brolucizumab (Beovu®) in 

Deutschland zugelassen (61). Nach vielversprechenden Ergebnissen in Phase 1 

und 2 Studien (62) konnte auch in Phase 3 Studien die Wirksamkeit des Antikörpers 

nachgewiesen und sogar eine höhere Wirksamkeit im Vergleich zu Aflibercept 

gezeigt werden, wenngleich Langzeit-Studien ausstehen (62, 63). 

 

1.3. Apo-A1-mimetische Peptide  

Der Progress der AMD trotz leitliniengerechter Therapie zeigt die Notwendigkeit der 

Entwicklung von weiteren Therapien (4, 57, 58, 64). Nicht zuletzt wegen der 

sozioökonomischen Aspekte der Erkrankung sind mehrere Substanzklassen 

Gegenstand aktueller Forschung. Die in dieser Arbeit näher untersuchte Gruppe 

sind die Apolipoprotein A1-mimetischen Peptide (ApoA1MP), die initial in der 

Arteriosklerose-Forschung entwickelt wurden (66).  
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1.3.1. Ursprung und Funktionsweise 
Die Wirkweise der synthetisch produzierten ApoA1MP ergibt sich aus der Funktion 

der natürlichen Apolipoproteine (kurz: Apoproteine) im Fettstoffwechsel. In Form 

von Lipoproteinen werden im Blut Lipide, Phospholipide, Cholesterin und 

Cholesterinester sowie fettlösliche Vitamine transportiert. Die vier Untergruppen der 

Lipoproteine erfüllen jeweils unterschiedliche Aufgaben wie Tabelle 1 darstellt.  
 

Tabelle 1 Übersicht der Lipoproteine  

 Funktion Apoproteine 

Chylomikronen Transportieren TAGs und Cholesterin vom Darm 
hauptsächlich zur Peripherie, weniger zur Leber  A, B 48, E und C 

VLDL 
(very low density lipo-
protein) 

Die Leber baut TAGs in VLDL um, von dort 
Transport der VLDLs zum Fettgewebe B100, C und E 

LDL 
(low density lipoprotein) 

VLDLs die TAGs an das Fettgewebe abgegeben 
haben und hauptsächlich aus Cholesterin 
bestehen 

B100 

HDL 
(high density lipoprotein) 

Transportiert Cholesterin aus der Peripherie zur 
Leber, wo es über die Galle eliminiert wird A, C, D und E 

 

Die Lipoproteine haben an ihrer Außenseite Apoproteine angelagert, die als 

Liganden für Rezeptoren und als Aktivatoren für Enzyme dienen und somit für die 

jeweilige Funktion der Lipoproteine verantwortlich sind. Das „low density 

Lipoprotein“ (LDL) transportiert Cholesterin in die Peripherie, bindet sich über das 

Apoprotein B100 an den LDL-Rezeptor und führt so zur Aufnahme von Cholesterin 

in die Zelle. Bei persistierend erhöhtem LDL lagert sich das überschüssige LDL in 

der Gefäßintima an und oxidiert dort. Hierdurch werden von den Endothelzellen 

Zytokine und Prostavasine exprimiert, die eine Immunantwort auslösen. 

Makrophagen setzen sich an das oxidierte LDL und nehmen dieses über 

Scavenger-Rezeptoren auf, wodurch aus den Makrophagen sogenannte Schaum-

zellen entstehen. Platzen die Schaumzellen auf, wird das enthaltene Cholesterin 

freigesetzt und es bilden sich arteriosklerotische Plaques (67). Konträr hierzu ist im 

„high density lipoprotein“ (HDL) das Apoprotein A1 (ApoA1) maßgeblich vorhanden 

und initiiert den reversen Cholesterintransport (RCT). ApoA1 schleust Cholesterin 

aus den Zellen, verestert dieses, speichert es im Inneren der HDL-Partikel und 

transportiert Cholesterin zur Leber, wo es über die Galle eliminiert wird (67, 68). 
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Das natürliche ApoA1 ist ein Protein aus 243 Aminosäuren, die zehn 

amphipathische α-Helices ausbilden. Hierüber werden Interaktionen mit anderen 

Molekülen gesteuert (70). Die synthetisierten ApoA1MP sind wesentlich kleiner als 

das natürliche ApoA1, da ihre Struktur nicht das komplette Protein imitiert, sondern 

lediglich die peptidbindende Domäne. Als Grundsubstanz wurde das „18A“ 

entwickelt, ein Peptid aus 18 Aminosäuren. Hieraus haben sich durch Modifikation 

der Struktur (genaugenommen das Anhängen von Phenylalaninresten) das 2F, 3F, 

4F, 5F, 6F und 7F entwickelt (5, 70). Beim „4F“ (Ac-D-W-F-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-

F-K-E-A-F-NH2) sind an die Grundstruktur vier Phenylalaninreste angehängt 

worden. Die beiden Enantiomere D- und L-4F haben unterschiedliche 

Eigenschaften. So weist das D-4F eine hohe orale Bioverfügbarkeit auf, während L-

4F subcutan oder peritoneal appliziert wirksam ist (68, 71).  

1.3.2. Apo-A1-mimetische Peptide in kardiologischen Studien  
Die ApoA1MP wurden primär entwickelt, um Arteriosklerose mit den 

entsprechenden Folgeerkrankungen wie Myokardinfarkt oder Apoplex zu 

therapieren oder sogar vorzubeugen (73).  

Wie in vielen vorausgegangenen Studien konnten Amar et al. in einer 2010 

publizierten Studie zeigen, dass das ApoA1MP „5A“ bzw. speziell modifiziertes 5A 

den Efflux von Cholesterin, also den RCT in vitro und in vivo (im Mausmodell) 

deutlich erhöhen kann. Zudem konnte eine signifikante Größenabnahme der 

arteriosklerotischen Plaques nachgewiesen werden (74). Moreira et al. 

untersuchten an Ratten den Einfluss von intraperitoneal verabreichtem 4F nach 

einem Myokardinfarkt. Die Studie konnte nachweisen, dass bei den Tieren die 4F 

erhielten, die LDL-Spiegel sanken und HDL-Konzentration anstiegen. Zudem zeigte 

sich bei den behandelten Tieren ein signifikant kleinerer Schaden am Myokard 

sowie geringere renale Apoptose-Areale. Die Autoren können sich anhand der 

Ergebnisse ihrer Studie einen Einsatz von 4F in der post-Myokardinfarkt-Therapie 

vorstellen (75). 2017 publizierten Dunbar et al. eine Studie, in der KHK-

Risikopatienten additiv zu einer Statin-Therapie D-4F in verschiedenen 

Dosierungen oder ein Placebo über einen Zeitraum von 13 Tagen verabreicht 

wurde. Zunächst konnte belegt werden, dass die orale Einnahme von D-4F sicher 

und ohne schwerwiegende Nebenwirkungen ist.  
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Zudem wurde der „HDL inflammatory index“ (HII) gebildet, um die pro- bzw. anti-

inflammatorischen Eigenschaften der Therapie zu evaluieren. Hier zeigte sich eine 

Halbierung des HII, also eine deutliche anti-inflammatorische Wirkung bei 

Dosierungen von 300 – 500 mg D-4F pro Tag (76).  

 

1.3.3. Einfluss von 4F auf die AMD  
Durch ihre anti-inflammatorischen Eigenschaften sowie ihren positiven Einfluss auf 

den RCT könnten die ApoA1MP auch als Therapeutika für eine Vielzahl von 

weiteren Erkrankungen in Frage kommen. Ihre Wirkung auf Diabetes mellitus, 

Asthma bronchiale oder Demenz ist Gegenstand aktueller Forschung (76 – 80). 

Auch bei der AMD scheinen die ApoA1MP vielversprechend zu sein. Die Drusen 

bestehen größtenteils aus Cholesterin (10, 81) und weisen damit Ähnlichkeiten zu 

arteriosklerotischen Plaques auf. An diesen konnte der positive Einfluss von 4F und 

anderen ApoA1MP bereits gezeigt werden (5, 73).  

Die intravitreale Injektion von L-4F wurde bereits an Tiermodellen untersucht. An 

Mäusen konnte nach einmaliger intravitrealer Injektion von L-4F eine deutliche, 

dosisabhängige Abnahme der Cholesterinester in der Bruch-Membran nach-

gewiesen werden. Bei der verabreichten Maximaldosis von 2,4 µg L-4F ergab sich 

eine Reduktion des Cholesterins um 60 %. Auch die initial verdickte Bruch-

Membran normalisierte sich (17).  

An Makaken wurden mehrfache intravitreale Injektionen von L-4F an jeweils einem 

Auge über einen Zeitraum von sechs Monaten durchgeführt. Die Dosis steigerte 

sich bei jeder Injektion bis auf eine Maximaldosis von 175 µg L-4F. Die Studie 

konnte zunächst belegen, dass das Verabreichen von L-4F sicher und ohne 

schwerwiegende Nebenwirkungen ist. Auch konnte ein deutlicher Rückgang an 

Cholesterinablagerung in der Bruch-Membran nachgewiesen werden. 

Interessanterweise zeigte sich ebenfalls ein Effekt am anderen, nicht behandelten 

Auge (6).  

Die bereits durchgeführten Studien geben Hoffnung darauf, dass durch den Abbau 

von Cholesterin aus der Bruch-Membran eine Therapie der AMD etabliert werden 

könnte, die bereits in frühen Stadien eingreift und so einen Progress der Erkrankung 

verhindert (6).  



 14 

2. Zielsetzung  

Die AMD ist eine multifaktorielle, neurodegenerative Erkrankung, die eine der 

häufigsten Ursachen einer Erblindung darstellt. Die Pathophysiologie dieser 

Erkrankung ist weiterhin nicht vollständig aufgedeckt, es scheint aber klar zu sein, 

dass ein Milieu aus oxidativem Stress und Inflammation einen Circulus vitiosus 

auslöst, der in der Endstrecke zu choroidalen Neovaskularisationen, Einblutungen 

und Ödemen führt, die eine deutliche Beeinträchtigung des Visus verursachen.  

Apo-A1-mimetische Peptide haben in Studien anderer Fachgebiete viel-

versprechende Ergebnisse, bezüglich ihrer anti-oxidativen und anti- 

inflammatorischen Wirkung, gezeigt. Dies könnte Apo-A1MP zu einer möglichen 

Therapie einer neovaskulären AMD machen.  

 

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt des Apo-A1-mimetischen Peptides L-4F auf die 

ARPE-19 Zellen unter oxidativem Stress zu untersuchen, um L-4F als mögliches 

Therapeutikum der AMD genauer zu evaluieren.  
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3. Material und Methode  

Die nachfolgend beschriebenen Versuche erfolgten im Labor für experimentelle 

Ophthalmologie der Klinik für Augenheilkunde, einem S1-Zellkulturlabor.  

 

3.1. Material  

3.1.1. Zelllinien 
Die verwendeten retinalen Pigmentepithelzellen [ARPE-19, No. CRL-2302, ATCC, 

USA] sind spontan immortalisiert und wurden den gesunden Augen eines 

verunfallten jungen Mannes entnommen.  

Die Zellen wachsen unter optimalen Bedingungen (37 °C und 5 % CO2, Wechsel 

des Nährmediums alle 72 Stunden) rasch und bilden eine feste Zellschicht aus, die 

untereinander mit Tight Junctions verbunden ist.  

Für die durchgeführten Funktionsassays wurden Zellen der Passagen 23 – 29 

verwendet. Die Authentizität der Zellen wurde mittels Short-tandem repeat Analyse 

(STR) belegt. 

Für den Angiogenese-Assay wurden primäre retinale microvaskuläre 

Endothelzellen (HRMVE-Zellen) humanen Ursprungs verwendet [Human 

Microvascular Endothelial Cells, No. PB-CH-160-8511, PeloBiotech, Deutschland].  

 

3.1.2. Substanzen 
L-4F: [No. APO-4501083599-202, Thermo Fisher, USA ] Dieses lag in Pulver-

form vor, das bei -20 °C gelagert wurde. Unmittelbar vor der Verwendung des L-4F, 

wurde das Pulver auf Raumtemperatur gebracht und anschließend auf die benötigte 

Konzentration mit 37 °C warmen, serumarmen (1 % fetal bovines Serum = FBS) 

Medium [No. S0615, Merck Millipore, Deutschland und DMEM:F-12, No. 30-2006, 

ATCC, USA] verdünnt. Es wurde darauf geachtet, dass sich das pulverförmige  

L-4F vollständig gelöst hatte. 

Hierfür wurde zunächst eine Stammlösung hergestellt:  

4000 µg in 10 µl DMSO [No. 4720.1, Roth, Deutschland] + 990 µl 1 %iges 

Medium  

Anschließend erfolgte das Herstellen der Gebrauchslösung z.B. 100 µg/ml L-4F 

25 µl gelöstes L-4F + 975 µl 1 %iges Medium  
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Bevacizumab: [Avastin ®, Roche, Schweiz] Es wurde in der Stammlösung mit einer 

Konzentration von 25 mg/ml bei 4 °C gelagert. Auch hier wurde die Stammlösung 

zunächst auf Raumtemperatur erwärmt und anschließend mit 1 %igem Medium auf 

die gewünschte Konzentration verdünnt. 

Gebrauchslösung z.B. 100 µg/ml Bevacizumab: 

 4 µl Bevacizumab + 996 µl 1 %iges Medium 

 

DMSO: DMSO wurde bei Raumtemperatur gelagert und lag in einer Konzentration 

von 99,8 % vor. Die Stammlösung wurde mit 1 %igem Medium zu einer 0,1 %igen 

oder 0,2 %igen Gebrauchslösung verdünnt.  

Gebrauchslösung z.B. 0,1 %  

2 µl DMSO 99,8 % + 998 µl 1 %iges Medium  

 

Ox-LDL: [No. 770252, Kalen Biomedical, USA] Das genutzte Ox-LDL lag als gelbe, 

klare Flüssigkeit vor mit einer Konzentration von 1 mg/ml und wurde bei 4 °C 

gelagert.  

Verdünnung z.B. 50 µg/ml 

 50 µl Ox-LDL + 950 µl 1 %iges Medium  

 

Alle Lösungen wurden unmittelbar und ohne weitere Zwischenlagerung verwendet, 

um eine Kontamination oder einen Wirkverlust zu vermeiden.  

 

3.2. Durchführung 

3.2.1. MTT-Assay 
Um die Viabilität, gemessen an der metabolischen Aktivität, der Zellen und die nicht-

toxische Maximaldosis der verwendeten Substanzen zu eruieren, wurde zunächst 

ein 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid- (MTT-) Assay 

durchgeführt. DMSO wurde hier ebenfalls untersucht, da DMSO als Lösungsmittel 

für L-4F genutzt wurde und eine Toxizität auf die ARPE-19 Zellen durch DMSO 

ausgeschlossen werden sollte.  
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Der MTT-Test beruht auf der Umsetzung des gelben Tetrazoliumsalzes zum blauen 

Formazan durch die Mitochondrien vitaler Zellen. Dieser Farbumschlag und die 

optische Dichte der entstehenden Lösung wurde dann mit einem Mikroplattenreader 

[SpectraMax i3, Molecular Devices, USA] bestimmt (83). 

Die ARPE-19 Zellen wurden mit ca. 5000 Zellen pro Kammer (96-Well-Platte) in 100 

µl Medium ausgesät und für 48 Stunden bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert.  

Anschließend wurden die Zellen mit frischem Medium versehen, in dem 

Bevacizumab (1 – 600 µg/ml), L-4F (1 – 800 µg/ml) oder DMSO 0,1 % und 0,2 % 

enthalten waren.  

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden im Wärmeschrank wurden Thiazolyl 

Blue Tetrazolium Bromide [No. M5655, Sigma-Aldrich, USA] hinzugefügt und für 

weitere drei Stunden im Wärmeschrank belassen. Dann wurde die 

Medikamentenlösung entfernt, die Zellkammern einmalig mit PBS [No. L1825, 

Merck Millipore, Deutschland] gespült und die Lösung des, bis dahin 

wasserunlöslichen Formazans, mit DMSO induziert und für 10 Minuten auf dem 

Shaker belassen.  

Im Anschluss erfolgte die Messung ohne weitere Verzögerung.  

Anhand der Ergebnisse der ersten MTT-Assays wurde für die folgenden Versuche 

die Toxizität des Ox-LDL untersucht. Hierfür wurde nach dem gleichen Protokoll ein 

MTT-Assay mit DMSO 0,1 % in Verbindung mit 50, 100, 150 und 200 µg/ml Ox-LDL 

durchgeführt.  

Aufbauend auf die Evaluation von Ox-LDL wurde anschließend ein MTT-Assay mit 

Bevacizumab 100 µg/ml, L-4F 100 µg/ml, und DMSO 0,1 % in Verbindung mit 0 

µg/ml, 50 µg/ml und 100 µg/ml Ox-LDL photometrisch untersucht und analysiert.  

Die Messung der Extinktion erfolgte unverzüglich nach Durchführung des MTT-

Assays auf dem Mikroplatten Reader bei einer Wellenlänge von 570 nm. Es wurde 

das Programm SoftMax Pro (Version 6.4.1.) genutzt.  

Gänzlich unbehandelte Zellen, die mit reinem DMEM: F-12 Medium ohne Zusatz 

von Medikamenten oder Noxen inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. 
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3.2.2. Impedanzmessung  
Um den Einfluss von L-4F, Bevacizumab und DMSO in Verbindung mit Ox-LDL auf 

das Wachstum der Zellen zu beobachten, wurde eine Untersuchung mit Hilfe des 

xCELLIGENCE DP Systems [OMNI Life Science, Deutschland] durchgeführt.  

Hierbei sind am Boden der zugehörigen Platten Goldmikroelektroden angebracht, 

die die Impedanzänderungen zwischen Nährmedium und den Elektroden messen. 

Daraus lässt sich das Wachstumsverhalten der Zellen bzw. die Dichte des 

wachsenden Zellrasens ableiten. Das Signal wurde dauerhaft abgeleitet, sodass die 

Impedanz bzw. deren Änderung kontinuierlich und in Echtzeit gemessen wurde.  

Für die Durchführung wurden in einer zum xCELLigence gehörenden 96-Well Platte 

ca. 5.000 ARPE-19 Zellen pro Kammer in serumreichem Medium (10 % FBS) 

ausgesät und auf dem DP Analyzer im CO2-Inkubator bei 37 °C platziert. Nach 24 

Stunden erfolgte der Wechsel auf serumarmes Medium (1 % FBS), bevor nach 

weiteren 24 Stunden das Medium entfernt und je 50 µl frisches Medium mit je 100 

µg/ml L-4F, 100 µg/ml Bevacizumab oder DMSO 0,1 % in Kombination mit 0 µg/ml, 

50 µg/ml und 100 µg/ml Ox-LDL aufgetragen wurde. In jeder Messung wurde zudem 

eine Analyse einer Kammer ohne Zellen durchgeführt.  

Die Zellen wurden insgesamt über einen Zeitraum von 72 Stunden analysiert.  

Die Kammern, in denen keine Zellen enthalten waren, galten als Leerwert bzw. 

Nullwert.  

Das zum xCELLigence gehörende Programm konvertierte die Daten in einen 

sogenannten „Zell-Index“, speicherte die gemessenen Daten und stellte sie in einer 

Tabelle zur Verfügung. Wenn keine Zellen vorhanden waren besaß der Zell-Index 

den Wert 0 (84).  

 

3.2.3. Oxidativer Stress 
Reaktive Sauerstoffspezies dienen als Nachweis des oxidativen Stresses in den 

Zellen. Diese ROS können durch Fluoreszenzindikatoren sichtbar gemacht werden 

und mit einem Mikroplatten-Reader quantifiziert werden. 

Für den Nachweis der Entstehung von ROS in Abhängigkeit der zu untersuchenden 

Substanzen und in Verbindung mit verschiedenen Konzentrationen an Ox-LDL, 

wurden zunächst ca. 5000 RPE-Zellen pro Kammer in 100 µl 10 %igem FBS- 

Medium in einer 96-well Platte ausgesät und bei 37 °C für 48 Stunden inkubiert.  
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Anschließend wurden pro Kammer je 50 µl Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 

µg/ml sowie DMSO 0,1 % mit entweder 0 µg/ml, 50 µg/ml oder 100 µg/ml Ox-LDL 

aufgetragen und für 24 Stunden bei 37 °C auf den Zellen belassen.  

Nun wurde der ROS-Indikator [No. C6827, Thermo Fisher, USA] in DMSO 0,1 % 

gelöst und anschließend mit 1 %igem FBS Medium auf eine 10 µM-Lösung 

verdünnt. Die Lösung wurde zeitnah vorbereitet und ohne weitere Unterbrechungen 

verwendet.  

Die Medikamente wurden von den Zellen entfernt und pro Kammer 50 µl der ROS-

Indikatorlösung aufgetragen und für 30 Minuten bei 37 °C auf den Zellen belassen.  

Anschließend wurde die Lösung entfernt und 100 µl PBS in die Kammern gegeben.  

Unverzüglich nach Abschluss des Assays erfolgte die Messung auf dem 

Mikroplattenreader bei einer Extinktion von 493 nm und einer Emission von 522 nm. 

Es wurde das Programm SoftMax Pro (Version 6.4.1) verwendet. 

 

3.2.4. Migrations-Assay  
Um das Migrationsverhalten der RPE-Zellen unter dem Einfluss der Substanzen in 

Kombination mit Ox-LDL zu untersuchen, wurden die RPE-Zellen in speziellen 

Inserts [No.81176, Ibidi, Deutschland] in Petrischalen ausgesät. Diese bestehen 

aus zwei getrennten Kammern und sind zunächst von einem 500 µm breiten 

zellfreiem Spalt getrennt (siehe Abbildung 3).  

 

Abbildung 3 Kultur Inserts für den Migrations-Assay (125) 
Links: Kultur Einsatz in dem die Zellen gesät werden 
Rechts: Petrischale nach Entfernen des Einsatzes 
Unten: lichtmikroskopische Aufnahme des entstandenen Zellspaltes  
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In diese Kammern wurden jeweils ca. 5000 Zellen in 70 µl 10 %igem FBS-Medium 

bei 37 °C ausgesät. Nach 48 Stunden wurde das Medium entfernt und, wie in 

Abbildung 6 gezeigt, je 200 µl DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml oder L-4F 100 

µg/ml mit Ox-LDL in drei Konzentrationen (0 µg/ml, 50 µg/ml und 100 µg/ml) 

hinzugefügt. Die Substanzen wurden 24 Stunden auf den Zellen belassen, dann 

entfernt.  

Die Petrischale mit der Messung des Nullpunkts wurde dann mit 4 %igem 

Paraformaldehyd fixiert, das Kulturinsert entfernt und bei 4 °C gelagert.  

Auch bei den weiteren Petrischalen wurden die Inserts entfernt. Die nun aus einer 

verbundenen Kammer bestehenden Petrischalen wurden mit 1 %igem Medium 

vorsichtig gewaschen, dann wurde frisches 1 %iges Medium aufgetragen und für 

weitere 24 Stunden bei 37° C auf den Zellen belassen. Anschließend wurde das 

Medium entfernt, die Kammern mit PBS gewaschen und zur Fixierung für 15 

Minuten 4 %iges Paraformaldehyd aufgetragen; dann folgte zweimalig das 

Waschen mit PBS.  

Nun wurde lichtmikroskopisch mit dem DMI 6000B [Leica, Deutschland] in 

fünffacher Vergrößerung (Exposure 7ms, Gain 5, Intensity 10) mit der Stacking 

Methode Bilder von dem ehemals 500 µm breiten zellfreien Abschnitt zwischen den 

beiden Kammern aufgenommen (siehe Abbildung 4 und 5).  

Abbildung 4 Beispielbild des Nullpunktes des Migrations-Assays (oben) und Beispielbild des 
analysierten Bildes durch das Programm TScratch (unten) 



 

 21 

Für die Auswertung der aufgenommenen Bilder des Migrations-Assays wurde das 

Programm TScratch (www.cse-lab.ethz.ch, Version für Mac) verwendet.  

Dieses Programm detektiert den Bereich eines Bildes, das keine Zellen enthält und 

gibt diesen Bereich in Prozent an. Dabei wird das komplette Bild als 100 % gewertet. 

Als Vergleichswert dienten die jeweiligen Bilder des Nullpunktes, bei denen auch 

der zellfreie Bereich in Prozent bestimmt wurde.  

 

 

3.2.5. Apoptose-Assay  
Als Apoptose-Assay wurde das Click-iT® TUNEL Alexa Fluor ® Imaging Assay [Kat.-

Nr. C10245, Thermo Fisher, USA] genutzt (85).  

Die TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin-nick end labeling) beruht auf der 

Bindung der Terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) an die Enden des 

bei der Apoptose fragmentierten DNA-Stranges. Diese werden anschließend 

fluoreszenzmarkiert. So werden nur die Kerne apoptotischer Zellen unter dem 

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.  

Eine Besonderheit des genutzten Kits ist, dass es eine zeitgleiche Durchführung 

von weiteren Assays mit demselben Versuchsaufbau ausdrücklich erlaubt. Dies hat 

Abbildung 5 Beispielbild des Migrations-Assays, hier von L-4F + 50 µg/ml Ox-LDL (oben) und 
das gleiche Bild, analysiert durch das Programm TScratch (unten) 
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es ermöglicht, den Migrations-Assay und den Apoptose-Assay mit demselben 

Versuchsansatz durchzuführen (siehe Abbildung 6).  

Nachdem die Zellen bereits mit 4 %igem Paraformaldehyd fixiert wurden und der 

Migrations-Assays abgeschlossen war, wurde zur Permeabilisierung 0,25 %iges 

Triton®-X in PBS für 20 Minuten in die Petrischalen aufgetragen und anschließend 

wieder zweimalig mit PBS gewaschen. 

Anschließend erfolgte die TUNEL-Färbung nach dem Färbeprotokoll. 

 

Färbeprotokoll: 

1. Herstellen der Positiv-Kontrolle, des TdT-Reaktionscocktails und des Click-

iT®-Reaktionscocktails nach Angaben des Herstellers  

2. Auftragen von 100 µl Positiv-Kontrolle auf die dafür vorgesehenen 

Kammern und Inkubation für 30 Minuten bei Raumtemperatur  

3. Abnehmen der Positiv-Kontrolle und dreimaliges Waschen mit Aqua dest. 

4. Auftragen von 100 µl TdT-Reaktionspuffer pro Kammer und Inkubation für 

10 Minuten bei Raumtemperatur, anschließend abnehmen 

5. Auftragen von 100 µl TdT-Reaktionscocktail pro Kammer, für 60 Minuten 

bei 37 °C belassen 

6. Abnehmen des Reaktionscocktails und dreimaliges Waschen mit 3 %igem 

BSA in PBS 

50 µg/ml Ox-
LDL +  

DMSO 0,1% 

50 µg/ml Ox-
LDL +  

Bevacizumab
100 µg/ml 

50 µg/ml Ox-
LDL +  
L-4F  

100 µg/ml 

0 µg/ml Ox-
LDL +  

DMSO 0,1% 

0 µg/ml Ox-
LDL +  

Bevacizumab
100 µg/ml 

0 µg/ml Ox-
LDL +  
L-4F  

100 µg/ml 

100 µg/ml 
Ox-LDL +  

DMSO 0,1% 

100 µg/ml 
Ox-LDL +  

Bevacizumab
100 µg/ml 

100 µg/ml 
Ox-LDL +  

L-4F  
100 µg/ml 

Nullpunkt 

Positiv-
kontrolle 

Abbildung 6 Schematische Darstellung der applizierten Substanzen für den Apoptose-
Assay und Migrations-Assay  
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7. Auftragen 100 µl von Click-iT®-Reaktionscocktails für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur unter Lichtausschluss  

8. Reaktionscocktails entfernen und einmalig mit 3 %igem BSA in PBS für 

fünf Minuten waschen  

9. 100 µl Hoechst-Farbstoff (1:5000 in PBS verdünnt) auftragen und für 15 

Minuten bei Raumtemperatur inkubieren 

10. Hoechst-Farbstoff entfernen und Kammern zweimal mit PBS, an-

schließend einmal mit Aqua dest. waschen  

11. Kammern mit Mowiol eindecken und das Deckglas möglichst luftblasenfrei 

auflegen 

 

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der gefärbten Kammern erfolgte 

innerhalb von 48 Stunden nach Färbung. Bis dahin wurden die Objektträger dunkel 

bei 4 °C gelagert.  

Es wurde das Mikroskop DMI 6000B [Leica, Deutschland] mit der Kamera DFC 

350FX [Leica, Deutschland] verwendet. Damit wurde die Emission des im Kit 

enthaltenen Farbstoffs Alexa 488 bei 519 nm sowie des Hoechst-Farbstoffs bei 461 

nm gemessen.  

Pro Kammer wurden zwei Bilder in 10facher Vergrößerung aufgenommen, je eines 

rechts und eines links des ehemals zellfreien Spaltes.  

Die Kameraeinstellungen blieben identisch, um eine Vergleichbarkeit zu erreichen 

(Alexa 488: Exposure 1 Sekunde, Gain 6,1, Intensity 3 und Hoechst: Exposure 2 

Sekunden, Gain 6,1 und Intensity 3).  

Die Auswertung des TUNEL-Assays erfolgte mit dem Programm ImageJ für Mac 

(Version 1.51h).  

Da die TUNEL-Färbung speziell die Zellkerne apoptotischer Zellen über 

Fluoreszenzmarkierung anfärbt, sollte die Anzahl dieser Zellkerne in den 

verschiedenen Versuchsansätzen quantifiziert werden. Dafür wurde der Kanal einer 

Aufnahme beurteilt, der die grüne Alexa 488 Färbung abbildet (siehe Abbildung 7 

A). Nun wurde der Treshold so eingestellt, dass nur die Zellkerne zu sehen sind und 

nicht mehr der Hintergrund (siehe Abbildung 7 B).  

Aneinander angrenzende Zellkerne, die so als nur ein Kern gezählt werden würden, 

wurden mit der Watershed Einstellung getrennt (beispielhaft markiert durch den 

roten Pfeil) und so als einzelne Kerne gezählt (siehe Abbildung 7 C).  
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Im Feld Analyze Particles (siehe Abbildung 7 D) wurde nun eingestellt, dass nur 

Objekte gezählt werden sollen, die größer als 50 Pixel sind. So wurden kleine 

Artefakte des Hintergrundes (beispielhaft markiert durch die grünen Pfeile) nicht 

mitgewertet. Außerdem wurden jene Zellkerne (beispielhaft markiert durch den 

blauen Pfeil in Abbildung 7 C), die sich ganz am Rand des Bildes befinden und 

deshalb nicht vollständig abgebildet sind, ebenfalls nicht gewertet.  

Mit diesen Einstellungen wurde nun die Anzahl der Zellkerne in jedem Bild ermittelt.  

 

 

 

 

TUNEL-

Färbung 

 

Treshold 

Watershed 

 

Abbildung 7 Auswertung des Apoptose-Assays  
A: Beispielbild einer mikroskopischen Aufnahme der TUNEL-Färbung  
B: Einstellung des „Treshholds“ im Programm ImageJ  
C: Einstellung der „Watershed“ Methode (roter Pfeil), Zellkerne die den Bildrand überschreiten 
werden nicht mitgezählt (blauer Pfeil), Artefakte (grüne Pfeile) werden exkludiert  
D: Analyse Feld des Programmes ImageJ, nur Partikel die größer als 50 Pixel sind werden gezählt  
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3.2.6. Immunhistochemie  
In diesem Assay sollte mit Hilfe spezifischer Erst- und fluoreszenzmarkierter 

Zweitantikörpern essenzielle Proteine der Angiogenese und Inflammation 

quantifiziert werden. Diese Schlüsselmoleküle spielen entweder im VEGF-

abhängigen oder im VEGF-unabhängigen Weg der Angiogenese eine wichtige 

Rolle.  

Für diesen Assay wurden zunächst RPE-Zellen in einer Dichte von 10.000 Zellen in 

400 µl Medium pro Kammer auf achtkammrigen Objektträgern ausgesät und für 48 

Stunden bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert.  

Dann wurden, wie auch beim Migrations- und Apoptose-Assay, die Peptide 

Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml sowie DMSO 0,1 % entweder rein oder 

mit 50 µl/ml bzw. 100 Ox-LDL µl/ml aufgetragen und für 24 Stunden bei 37 °C auf 

den Zellen belassen.  

Anschließend wurden diese entfernt, die Kammern einmalig mit PBS gewaschen 

und 200 µl neues Medium aufgetragen und für weitere 24 Stunden im 

Wärmeschrank belassen.  

Im nächsten Schritt wurde das Medium aus den einzelnen Kammern entfernt, bei 

200 G fünf Minuten lang zentrifugiert, der Überstand aliquotiert und zunächst bei -

80 °C gelagert, um ihn später für den ELISA (siehe Kapitel 3.2.7.) zu verwenden.  

Die Kammern mit den Zellen wurden nun nach dem untenstehenden Protokoll fixiert 

und gefärbt.  

 

Färbeprotokoll:  

1. Zellen mit 4 %igem Paraformaldehyd bei Raumtemperatur für 10 Minuten 

fixieren 

2. Paraformaldehyd abnehmen und Kammern dreimal mit PBS waschen 

3. Zum Permeabilisieren 0,1 %iges Triton® -X auftragen und für 10 Minuten auf 

den Zellen bei Raumtemperatur belassen 

4. Triton® -X abnehmen und Kammern dreimal mit PBS waschen 

5. 4 %iges Ziegenserum auftragen zur Absättigung unspezifischer Bindungen 

und für 20 Minuten bei Raumtemperatur in den Kammern belassen 

6. Auftragen der Erst-Antikörper für TNF-α und VEGF-A sowie den 

Kontrollfärbungen (Verdünnungen siehe Tabelle 2) und für 24 Stunden bei 4 

°C inkubieren 
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7. Erst-Antikörper abnehmen und Kammern dreimal mit PBS waschen  

8. Fluoreszenzantikörper auftragen (Verdünnung siehe Tabelle 2) und für 60 

Minuten bei 37 °C einwirken lassen, Kammern von nun an vor Licht schützen, 

da die Fluoreszenzantikörper lichtempfindlich sind 

9. Fluoreszenzantikörper abnehmen und Kammern dreimal mit PBS waschen 

10. Für Kerngegenfärbung DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)-Farbstoff auftra-

gen und für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubieren 

11. Zellkern-Farbstoff abnehmen und dreimal mit PBS und einmal mit Aqua dest. 

waschen 

12. Kammeraufsätze von den Objektträgern vorsichtig ablösen, den Objektträger 

mit Mowiol eindecken und ein Deckglas möglichst luftblasenfrei auflegen 

 

Tabelle 2 Antikörper-Verdünnungen  

Erst-Antikörper Verdünnung Fluoreszenzantikörper  Verdünnung 

TNF-α [No. PA1-

26810, Thermo Fisher, 

USA] 

1:200 Goat anti-Rabbit IgG 

DyLight 550 [No. 84541, 

Thermo Fisher, USA] 

1: 400 

VEGF-A [No. P802, 

Invitrogen, USA] 

1:300 

 

Bis zur zeitnahen Fotodokumentation der Objektträger wurden diese unter 

Lichtabschluss bei 4 °C gelagert. Die Fotodokumentation erfolgte dann mit dem 

Mikroskop DMI 6000B und der Kamera DFC 350FX. Es wurden jeweils drei Bilder 

in 10facher Vergrößerung aus jeder Kammer angefertigt.  

Die Auswertung der Immunhistochemie erfolgte ebenfalls mit dem Programm 

ImageJ. In jeder Versuchsreihe wurde zuerst anhand der Aufnahmen der 

Färbekontrollen des jeweiligen Sekundär-Antikörpers die Schwellenwerte des 

Hintergrundes bestimmt, um diesen dann in den weiteren Bildern abziehen zu 

können.  

Hierfür wurde der Minimalwert des Tresholds soweit angehoben, bis keine Reaktion 

des Antikörpers mehr sichtbar war, das Bild also komplett weiß war. Da aus jedem 

Ansatz drei Bilder aufgenommen wurden, wurde der Mittelwert des Minimalwertes 

des Tresholds, der damit dem Hintergrund entspricht, ermittelt. Dieser so 
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berechnete Minimalwert des Tresholds wurde dann für alle Bilder des 

Versuchsansatzes, die den jeweiligen Sekundärantikörper nutzen, verwendet.  

Die eigentlichen Bilder wurden dann über die Funktion Analyze Particles 

ausgewertet, die u.a. die Anzahl der gezählten Pixel nach Abzug des Hintergrundes 

angibt. Auch hier wurde wieder die Einstellung gewählt, dass sich am Bildrand 

befindende Pixel nicht mitgezählt werden.  

 

3.2.7. ELISA  
Der Enzyme-linked Immunsorbent Assay (ELISA) wurde mit dem Q-Plex ™Human 

Angiogenesis Kit [Quansys Bioscience, USA] durchgeführt. Dieses Kit kann in 

einem Durchgang die Konzentration von verschiedenen Proteinen in mehreren 

Proben gleichzeitig messen. Von den unzähligen für Angiogenese und Inflammation 

wichtigen Proteinen wurde der Fokus auf TNF-α und VEGF-A gelegt.  

Hierfür wurden die aliquotierten Überstände des Immunhistochemie-Versuches, die 

zunächst bei -80 °C gelagert wurden, langsam auf Raumtemperatur gebracht. Die 

Waschlösung wurde nach Angaben des Herstellers vorbereitet und bis zur Nutzung 

bei 4 °C gelagert. Die Kalibrierungslösung wurde ebenfalls nach Angaben des 

Herstellers vorbereitet.  

Je 50 µl der nun auf Raumtemperatur temperierten Proben wurden mit der 100 µl 

Verdünnungslösung vermischt und in die 96-well Platte des Kits zügig aufgetragen. 

Jede Probe wurde zweimal aufgetragen und untersucht.  

Anschließend wurde die Platte mit der beiliegenden Folie abgedeckt und für eine 

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Shaker belassen.  

Die Folie wurde abgenommen und die einzelnen Kammern dreimal mit der 

Waschlösung des Kits gewaschen. Anschließend wurden 50 µl der Detektions-

lösung pro Kammer aufgetragen, erneut unter Folie abgedeckt und für eine Stunde 

bei Raumtemperatur auf dem Shaker belassen.  

Die Detektionslösung wurde abgenommen und die Kammern dreimal mit der 

Waschlösung gewaschen. Dann wurden 50 µl der Streptavidin-HRP Lösung pro 

Kammer aufgetragen, erneut mit Folie abgedeckt und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur auf dem Shaker belassen. 
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In der Zwischenzeit wurden die Substrate A und B unter Lichtabschluss auf 23 °C 

temperiert und 15 Minuten vor Nutzung mit drei ml der beiden Substrate kombiniert 

und gut vermischt.  

Die Streptavidin-HRP Lösung wurde abgenommen, die Platte dreimal gewaschen 

und je 50 µl der Substrat-Mischung pro Kammer aufgetragen. 

Dann wurde, ohne weitere Unterbrechung, die Platte in den Q-View Imager 

übertragen und sofort die Fotodokumentation durchgeführt.  

Die Auswertung der erstellten Bilddateien erfolgte mit der Q-View Software. Dieses 

Programm analysiert die Intensität der einzelnen Antikörperfelder.  

 

3.2.8. Tube Formation-Assay 
Tube Formation-Assays sind eine Möglichkeit, um den direkten Einfluss von 

Substanzen auf die Angiogenese-Prozesse von Zellen zu simulieren und damit zu 

untersuchen.  

Hierbei wurden diesmal Endothelzellen (humane retinale mikrovaskuläre 

Endothelzellen, HRMVE) auf spezielles Matrigel [No. 354230 Corning, USA] 

aufgetragen. Dies ist besonders lamininreich und ruft bei den Endothelzellen die 

sehr rasche Ausbildung von sogenannten „Tubes“ (= Röhrchen, Schläuche) hervor.  

In diesem Assay wurde der Einfluss der Substanzen Bevacizumab, L-4F und DMSO 

in Kombination mit Ox-LDL auf die Bildung der Tubes untersucht. Dabei wurde, wie 

auch beim ELISA, das konditionierte Medium aus der immunhistochemischen 

Untersuchung verwendet.  

Als Vorbereitung wurde zunächst das Matrigel langsam aufgetaut, indem es über 

Nacht im Kühlschrank auf Eis gelagert wurde. Auch die im Anschluss genutzten 

Pipettenspitzen wurden über Nacht gekühlt.  

Nun wurden die µ-Slides [No. 81506, Ibidi, Deutschland] (15-well Platten, die im 

Anschluss direkt unter dem Mikroskop analysiert werden können) mit je 10 µl 

Matrigel pro Well benetzt und für eine Stunde bei 37 °C in der feuchten Kammer 

getrocknet. Währenddessen wurden die Zellen sowie die Arbeitslösungen 

vorbereitet:  
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1. Die bei -80 °C gelagerten Überstände des Immunhistochemie-Versuches 

wurden langsam auf Raumtemperatur gebracht. Es wurde wie bereits in den 

vorangegangenen Versuchen DMSO 0,1%, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 

100 µg/ml entweder pur oder mit 50 µg/ml und 100 µg/ml Ox-LDL verwendet. 

Die Überstände wurden anschließend 1:1 mit frischem Medium versehen.  

2. HRMVE- Zellen wurden trypsiniert und auf 1x105/ml eingestellt 

3. 120 µl der Zellsuspension wurden je in ein Eppendorfgefäß gegeben und bei 

200 G für fünf Minuten zentrifugiert  

4. Die so entstandenen Zellpellets wurden im Anschluss in den zu untersuchenden 

Medien (siehe Schritt 1) gelöst und je 50 µl der Zellsuspension in jedes Well 

aufgetragen 

5. Die µ-Slides wurden in der feuchten Kammer bei 37 °C für 24 Stunden im 

Brutschrank belassen 

6. Im Anschluss wurden die Wells bei fünffacher Vergrößerung mit dem 

Lichtmikroskop fotografiert.  

 

Dann wurden manuell in jedem der Bilder die Felder gezählt, die durch die Bildung 

von Tubes entstanden waren, die sogenannten „Meshes/ Loops“ wie in Abbildung 

8 dargestellt. 
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3.3. Statistik 

Um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten wurde jeder Versuch 

mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt.  

Bei der Durchführung des MTT-Assays, der oxidativen Stress Untersuchung und 

des ELISA sind zusätzlich mindestens drei Parallelproben pro Versuchsansatz 

verwendet worden.  

Mit dem Statistik-Programm Prism 8.0 (Graphpad, USA) erfolgte eine Evaluation 

der Ergebnisse mit Hilfe einer Varianzanalyse mit entsprechender Korrektur für 

multiples Testen. Das Signifikanzniveau wurde bei 5 % festgelegt. 

 

Abbildung 8 Beispielbild der Auswertung des Tube Formation-Assay, Nativbild (oben), 
markierte Tubes und daraus gezählte Meshes/ Loops (unten)  
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4.  Ergebnisse 

4.1. MTT-Assay  

Zur Definition der passenden Konzentration an L-4F und Bevacizumab für die 

folgenden Versuche wurde als Grundlage ein MTT-Assay durchgeführt. Hierbei 

wurde evaluiert, in welchen Konzentrationen die Substanzen die Viabilität der 

ARPE-19 Zellen beeinflussen.  

Da L-4F in DMSO gelöst wurde, wurde dieses in 0,1 %iger und 0,2 %iger 

Konzentration untersucht. Als Kontrolle diente DMEM:F-12 Medium. Wie in 

Abbildung 9 A dargestellt, beeinflusste DMSO in den beiden getesteten 

Konzentrationen den Zellmetabolismus nicht signifikant. In der durchgeführten 

Varianzanalyse zeigte sich ein p-Wert von 0,879 für DMSO 0,1 % und 0,988 für 

DMSO 0,2 % jeweils im Vergleich zur Kontrolle. Als Lösungsmittel sind daher beide 

Konzentrationen einsetzbar. DMSO wurde, wenn nicht anders erwähnt, in einer 

Konzentration von 0,1 % als Kontrolle bei den folgenden Assays genutzt.  

Die Evaluation von L-4F erfolgte in Konzentrationen von 1 µg/ml bis 800 µg/ml. Im 

Vergleich zur Kontrolle zeigte sich in der Varianzanalyse eine signifikante 

Beeinflussung der Zellviabilität ab einer Konzentration von 50 µg/ml. Dieser Einfluss 

auf die Zellen war bis zu einer Konzentration von 200 µg/ml L-4F positiv, die 

Viabilität stieg im Vergleich zur Kontrolle an. Ab einer Konzentration von 400 µg/ml 

L-4F sank die Zellviabilität ab, wie auch in Abbildung 9 B zu sehen ist. Für die 

folgenden Versuche wurde auf Basis dieser Ergebnisse eine Konzentration von 100 

µg/ml L-4F verwendet.  

Bevacizumab wurde in Konzentrationen von 1 µg/ml bis 600 µg/ml untersucht. Hier 

konnte, wie in Abbildung 9 C gezeigt, lediglich für eine Konzentration von 600 µg/ml 

eine signifikante positive Beeinflussung der Viabilität im Vergleich zur Kontrolle 

gezeigt werden mit einem p-Wert von 0,044. Ein toxischer Effekt konnte in den 

evaluierten Konzentrationen für Bevacizumab nicht nachgewiesen werden. Für die 

folgenden Versuche wurde Bevacizumab daher in der gleichen Dosierung wie L-4F 

(100 µg/ml) eingesetzt.  
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Abbildung 9 Zellviabilität der ARPE-19 Zellen im MTT-Assay  
Aufgetragen ist die Zellviabilität anteilig an der Kontrolle nach Behandlung der Zellen mit DMSO, L-
4F und Bevacizumab in verschiedenen Konzentrationen.  
A: Kontrolle, DMSO 0,1 % und 0,2%  
B: L-4F in Konzentrationen zwischen 1 µg/ml – 800 µg/ml  
C Bevacizumab in Konzentrationen von 1 µg/ml – 600 µg/ml  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse (p < 0,05) 
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Ergänzend wurden MTT-Assays mit den definierten Konzentrationen an DMSO (0,1 

%), L-4F (100 µg/ml) und Bevacizumab (100 µg/ml) unter Zugabe von Ox-LDL 

durchgeführt.  

Bei der primären Testung von oxidiertem LDL wurde dies in den Konzentrationen 

von 50 µg/ml bis 200 µg/ml in Kombination mit DMSO 0,1 % appliziert. Hier zeigte 

sich eine dosisabhängige negative Beeinflussung der Zellviabilität (siehe Abbildung 

10 A). Das statistische Signifikanzniveau konnte ab einer Konzentration von 150 

µg/ml Ox-LDL erreicht werden (p < 0,0001). Ox-LDL sollte in den kommenden 

Untersuchungen verwendet werden, um oxidativen Zellstress zu simulieren und 

nicht primär eine Zellschädigung herbeizuführen. Daher wurde für die folgenden 

Versuche eine maximale Konzentration von 100 µg/ml Ox-LDL gewählt. 

Bei der anschließenden Untersuchung von L-4F in Kombination mit Ox-LDL zeigte 

sich eine signifikant positive Beeinflussung durch L-4F 100 µg/ml im Vergleich zu 

DMSO 0,1 % (p = 0,032). Auch ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied 

bei dem Vergleich von DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL und L-4F 100 µg/ml + 50 

µg/ml Ox-LDL (p = 0,015). Im Vergleich von DMSO 0,1 % + 100 µg/ml Ox-LDL und 

L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL konnte zwar eine positive Beeinflussung des 

Zellmetabolismus durch L-4F (siehe Abbildung 10 B) nachgewiesen werden, diese 

erreichte das Signifikanzniveau aber nicht (p = 0,342).  

Verglichen mit der Kontrolle (DMSO 0,1 %) konnte L-4F den negativen Einfluss von 

50 µg/ml und 100 µg/ml Ox-LDL kompensieren, sodass sich hier kein statistisch 

signifikanter Unterschied ergab (p = 0,622 und 0,994).  

Die Evaluation des Einflusses von Bevacizumab unter oxidativem Stress führte, im 

Vergleich zur Kontrolle mit DMSO 0,1 %, zu einer negativen Beeinflussung der 

Zellen (siehe Abbildung 10 C). Bei einer Konzentration von 100 µg/ml Ox-LDL 

konnte hierfür eine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (p = 0,012). Im 

Vergleich zu DMSO 0,1 % mit der jeweils gleichen Konzentration an Ox-LDL zeigte 

sich kein statistisch signifikanter Unterschied (DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL vs. 

Bevacizumab 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL p > 0,999, DMSO 0,1 % + 100 µg/ml 

Ox-LDL vs. Bevacizumab 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL p = 0,997).  
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Abbildung 10 Zellviabilität der ARPE-19 Zellen unter oxidativem Stress  
Aufgetragen ist die Zellviabilität anteilig zur Kontrolle nach Behandlung der Zellen mit DMSO, L-4F 
und Bevacizumab mit verschiedenen Konzentrationen an Ox-LDL  
A: DMSO 0,1 % mit Ox-LDL in Konzentrationen von 50 – 200 µg/ml  
B: DMSO 0,1% und L-4F 100 µg/ml mit 50 und 100 µg/ml Ox-LDL  
C: DMSO 0,1% und Bevacizumab 100 µg/ml mit 50 und 100 µg/ml Ox-LDL  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle/ DMSO 0,1 % statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die 
statistisch signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05) 
 

Abbildung 11 Impedanzänderung der ARPE-19 Zellen unter dem Einfluss von DMSO, 
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4.2. Impedanzmessung 

Bei der Impedanzmessung wurde der Einfluss von L-4F und Bevacizumab unter 

oxidativem Stress auf die ARPE-19 Zellen gemessen. Als Kontrolle wurde DMSO 

0,1 % mitevaluiert. Proben ohne Zellen wurden in den jeweiligen Messreihen mit 

untersucht, um einen Leerwert zu bilden. Aus der kontinuierlich gemessenen 

Impedanz bzw. deren Änderung erfolgte die Bestimmung des „Zell-Index“. In der 

Auswertung der Ergebnisse wurde sich auf die Endwerte, also die Werte, die bei 

der Zeitmarke 72 Stunden ermittelt wurden, konzentriert und die statistische 

Signifikanz dieser Werte berechnet.  

Bei der Untersuchung der Zellen ohne Ox-LDL zeigten sich bei DMSO 0,1 % und 

L-4F 100 µg/ml die höchsten ermittelten Werte des Zell-Indexes und nahezu 

identische Werte (p > 0,999 im Vergleich von DMSO 0,1% und L-4F 100 µg/ml). 

Bevacizumab 100 µg/ml führte zu einer leichten Reduktion des Zell-Indexes wie in 

Abbildung 11 A zu erkennen ist. Das statistische Signifikanzniveau wurde nicht 

erreicht (p = 0,998 im Vergleich zu DMSO 0,1 % und L-4F 100 µg/ml).  

Bei der Untersuchung von DMSO, L-4F und Bevacizumab mit 50 µg/ml Ox-LDL 

zeigte sich eine deutliche positive Beeinflussung der Zellen durch L-4F und das 

Erreichen der höchsten Zell-Index Werte, wie man Abbildung 11 B entnehmen kann.  

Das Signifikanzniveau wurde im Vergleich zu DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL und 

Bevacizumab 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL erreicht (p = 0,008 und 0,003). DMSO 

0,1 % und Bevacizumab hatten einen ähnlichen Effekt auf die Zellen unter 

oxidativem Stress mit 50 µg/ml Ox-LDL, sodass sich hier keine statistische 

signifikante Differenz ergab (p = 0,413).  

Höhere Dosen an oxidativem Stress (100 µg/ml Ox-LDL) führten zu einer negativen 

Beeinflussung der Ausbildung eines konfluenten Zellrasens. Es kam zu einer 

Abnahme des Zell-Indexes bei allen drei untersuchten Substanzen; am stärksten 

war diese bei Bevacizumab und DMSO ausgeprägt. L-4F zeigte in der 

Untersuchung die höchsten Zell-Index Werte, auch wenn in der Varianzanalyse 

zwischen DMSO und L-4F kein signifikanter Unterschied ermittelt werden konnte (p 

= 0,066). Im Vergleich hierzu konnte Bevacizumab den zellschädigenden Effekt von 

Ox-LDL nicht mildern. Verglichen mit L-4F zeigte sich eine statistisch negative 

Beeinflussung der Zellen (p = 0,037), wie Abbildung 11 C wiedergibt.  
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Abbildung 11 Impedanzänderung der ARPE-19 Zellen unter dem Einfluss von DMSO, 
Bevacizumab und L-4F mit/ ohne Ox-LDL  
Abgebildet ist der zeitliche Verlauf der Änderung des Zell-Indexes der ARPE-19 Zellen unter dem 
Einfluss von DMSO, L-4F und Bevacizumab 
A: keine Zellen, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml  
B: keine Zellen, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: keine Zellen, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL  
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4.3. Oxidativer Stress   

Um den Einfluss von L-4F und vergleichsweise Bevacizumab auf die Entstehung 

reaktiver Sauerstoffspezies zu untersuchen, wurden ROS mit einem 

Fluoreszenzindikator sichtbar gemacht. Nach Inkubation mit DMSO 0,1 %, 

Bevacizumab 100 µg/ml oder L-4F 100µg/ml mit und ohne Ox-LDL 50 µg/ml oder 

100 µg/ml wurde die Extinktion gemessen.  

Bei Zugabe von DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml zeigte 

sich nahezu keine Zunahme der ROS im Vergleich zur Kontrolle (p ≥	0,999), wie 

Abbildung 12 A zeigt.  

50 µg/ml Ox-LDL konnten im Vergleich zur Kontrolle bei DMSO 0,1 % und 

Bevacizumab eine statistisch signifikante Zunahme an ROS verursachen (siehe 

Abbildung 12 B) (Kontrolle vs. DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL p = 0,03). 

Bevacizumab führte hierbei zu einem höheren Anstieg der ROS als DMSO 0,1 % 

(p < 0,0001 im Vergleich zur Kontrolle). L-4F hingegen konnte die Entstehung von 

ROS effektiv verhindern, sodass es hier im Durchschnitt nur zu einem Anstieg der 

ROS um 2,6 % im Vergleich zur Kontrolle kam. Dieser geringe Anstieg überschritt 

das Signifikanzniveau nicht (p = 0,991). Im Vergleich von DMSO 0,1 % + 50 µg/ml 

Ox-LDL und L-4F + 50 µg/ml Ox-LDL zeigte sich keine statistisch signifikante 

Differenz an ROS (p = 0,064). L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL führte im Vergleich 

zu Bevacizumab 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL zu einer signifikant niedrigeren ROS 

Konzentration (p = 0,0001). Dies ist in Abbildung 12 B nochmals abgebildet. 

Unter dem Einfluss von 100 µg/ml Ox-LDL konnte eine weiter steigende ROS-

Konzentration bei DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml nachgewiesen werden 

(p < 0,0001). Bevacizumab verursachte hier den deutlichsten Anstieg an ROS, mit 

einer Steigerung um 25,3 % im Vergleich zur Kontrolle.  

Auch bei der maximalen Konzentration an Ox-LDL konnte L-4F protektiv wirken und 

den Anstieg der ROS auf 3,2 % im Vergleich zur Kontrolle limitieren. Statistisch 

zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied wie Abbildung 12 C zu entnehmen ist. 

Auch im Vergleich von DMSO sowie Bevacizumab mit jeweils 100 µg/ml Ox-LDL 

und L-4F mit 100 µg/ml Ox-LDL führte L-4F zu einer statistisch signifikanten 

Reduktion (Bevacizumab 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL vs. L-4F 100 µg/ml + 100 

µg/ml Ox-LDL p < 0,0001). Zusammenfassend gibt Abbildung 12 D die Ergebnisse 

wieder. 
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Abbildung 12 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies unter dem Einfluss von DMSO, 
Bevacizumab und L-4F mit/ ohne Ox-LDL  
Aufgetragen ist der Prozentsatz der durch Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemachten ROS anteilig 
zur Kontrolle nach Behandlung mit DMSO, Bevacizumab und L-4F mit/ ohne Ox-LDL  
A: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml  
B: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL  
C: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle evaluierten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant  
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4.4. Migrations-Assay  

Im Migrations-Assay wurde der Einfluss von DMSO, Bevacizumab und L-4F auf das 

Migrationsverhalten der ARPE-19 Zellen untersucht. Die Zellen wurden in spe-

ziellen Kultur-Inserts gesät, sodass ein zellfreier Spalt entstand. Dann wurden 

DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml in Kombination mit 50 

µg/ml und 100 µg/ml Ox-LDL aufgebracht und das Migrationsverhalten der Zellen 

beobachtet.  

In der Evaluation der Zellmigration unter dem Einfluss von DMSO 0,1 %, 

Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml im Vergleich zur Kontrolle, zeigte sich 

kein signifikanter Unterschied bei DMSO 0,1 % (p > 0,999), aber eine signifikant 

negative Beeinflussung und damit einen größeren verbleibenden Zellspalt bei 

Bevacizumab (p = 0,002). L-4F löste ein genau gegensätzliches Verhalten aus: der 

verbliebene Zellspalt war kleiner im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0006). Vergleicht 

man Bevacizumab mit DMSO 0,1 % und L-4F 100 µg/ml zeigte sich eine signifikante 

negative Beeinflussung der Zellmigration durch Bevacizumab (p = 0,003 und p < 

0,0001) wie Abbildung 13 A darstellt. 

Das Migrationsverhalten der ARPE-19 Zellen unter Zugabe von 50 µg/ml Ox-LDL 

zeigte im Vergleich zur Kontrolle bei DMSO 0,1 % und Bevacizumab eine deutlich 

signifikante, negative Beeinflussung (p-Werte für beide < 0,0001). L-4F hingegen 

schien protektiv zu wirken und es ergab sich keine signifikante Differenz im 

Vergleich zur Kontrolle (p = 0,159). DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml 

führten in Verbindung mit 50 µg/ml Ox-LDL nur zu einem geringen Unterschied auf 

das Migrationsverhalten; statistisch zeigte sich dieser Unterschied als nicht 

signifikant (p = 0,385). Im Vergleich von DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml 

mit L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL konnte eine signifikante positive 

Beeinflussung durch L-4F auf die Migration nachgewiesen werden (p = 0,019 und 

p < 0,0001), Abbildung 13 B verdeutlicht diese Effekte nochmals.  
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DMSO, Bevacizumab und L-4F unter oxidativem Stress mit 100 µg/ml Ox-LDL 

führten alle zu einer negativen Beeinflussung des Migrationsverhaltens mit einem 

größeren verbleibenden Zellspalt (p < 0,0001). Prozentual war der verbliebene 

Zellspalt allerdings bei L-4F am geringsten (29,88 %) im Vergleich zu Bevacizumab 

(37,25 %) und DMSO (34,13 %). Zwischen DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 

µg/ml ergab sich keine statistische signifikante Differenz im Einfluss auf das 

Migrationsverhalten (p = 0,122). In der Gegenüberstellung von DMSO 0,1 % sowie 

Bevacizumab 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL mit L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-

LDL zeigte sich bei beiden eine statistisch signifikant positive Beeinflussung des 

Migrationsverhaltens durch L-4F (p = 0,007 und p < 0,0001). Zur Verdeutlichung 

sind diese Ergebnisse in Abbildung 13 C dargestellt. Abbildung 13 D fasst alle 

untersuchten Substanzen in einer Abbildung zusammen.  
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Abbildung 13 Einfluss von DMSO, Bevacizumab und L-4F auf das Migrationsverhalten  
der ARPE-19 Zellen  
Abgebildet ist der verbliebene Zellspalt in % nach Inkubation der ARPE-19 Zellen mit DMSO, 
Bevacizumab und L-4F und Ox-LDL  
A: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml  
B: keine Zellen, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: keine Zellen, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant  
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4.5 Apoptose-Assay  

In diesem Assay wurde der Einfluss von L-4F, Bevacizumab und DMSO in 

Verbindung mit Ox-LDL auf die Apoptose der RPE-Zellen untersucht. Die Zellkerne 

apoptotischer Zellen wurden mit einem speziellen Farbstoff markiert und so sichtbar 

gemacht.  

Es zeigte sich bei DMSO, L-4F und Bevacizumab ohne Zugabe von Ox-LDL ein 

ähnliches Niveau apoptotischer Zellen wie in der Kontrollgruppe (zwischen 4,8 % – 

6 %). Im Vergleich zur Kontrolle konnte das Signifikanzniveau bei allen drei 

Substanzen nicht erreicht werden, siehe auch Abbildung 14 A.  

Bei allen zu untersuchenden Substanzen kam es bei Zugabe von 50 µg/ml Ox-LDL 

zu einem signifikanten Anstieg der apoptotischen Zellkerne, wie auch in Abbildung 

14 B zu sehen ist. Zwar konnte L-4F hier den programmierten Zelltod etwas 

reduzieren, allerdings ohne das Signifikanzniveau im Vergleich zu DMSO 0,1 % und 

Bevacizumab zu erreichen.  

Bei steigender Konzentration an Ox-LDL konnte L-4F einen protektiven Effekt 

zeigen, sodass es bei einer Konzentration von 100 µg/ml Ox-LDL zwar zu einem 

statistisch signifikanten Anstieg an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle 

kam (p < 0,001), allerdings deutlich weniger ausgeprägt als bei DMSO 0,1 % und 

Bevacizumab unter gleichen Bedingungen. Der höchste Anteil an apoptotischen 

Zellen entstand bei Bevacizumab 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL. Im Vergleich von 

DMSO, Bevacizumab und L-4F untereinander war eine statistische Signifikanz bei 

allen drei Substanzen gegeben. Es zeigte sich eine negative Beeinflussung von 

DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml und zu den beiden im Vergleich ein 

positiver Effekt von L-4F. Abbildung 14 C verdeutlicht diese Effekte.  

Zusammenfassend zeigt Abbildung 14 D nochmals alle Ergebnisse des Apoptose-

Assays in einer Grafik.  
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Abbildung 14 Wirkung von DMSO, Bevacizumab und L-4F auf die Apoptose der ARPE-19 
Zellen 
Abgebildet ist der Prozentsatz der apoptotischen Zellen nach Behandlung der ARPE-19 Zellen mit 
DMSO, Bevacizumab, L-4F und Ox-LDL  
A: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml 
B: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: Kontrolle, DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant  
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4.6 Immunhistochemie  

In diesem Assay wurden VEGF-A und TNF-a mit fluoreszenzmarkierten 

Antikörperfärbungen sichtbar gemacht und anschließend mikroskopisch untersucht. 

Die Anzahl der fluoreszierenden Pixel wurde für eine semiquantitative Evaluation 

verwendet. Es wurden wieder DMSO, Bevacizumab und L-4F mit Ox-LDL auf 

ARPE-19 Zellen untersucht. Mit der Bestimmung von VEGF-A und TNF-a sollten 

Einflüsse auf Angiogenese und Inflammation durch Bevacizumab und L-4F 

widergegeben werden.  

 

VEGF-A:  
Bei der Untersuchung von intrazellulärem VEGF-A wurde zunächst DMSO 0,1 % 

als Kontrolle untersucht. Im Vergleich zu dieser Kontrolle zeigte sich bei 

Bevacizumab 100 µg/ml eine statistisch nicht signifikante Reduktion von VEGF-A 

(p = 0,681). L-4F führte zu einem leicht erhöhten VEGF-A Spiegel, auch hier wurde 

das Signifikanzniveau nicht erreicht (p = 0,925). Abbildung 15 A verdeutlicht dies.  

Unter oxidativem Stress mit 50 µg/ml Ox-LDL konnte zunächst ein statistisch 

signifikanter Anstieg an VEGF-A unter dem Einfluss von DMSO 0,1 % 

nachgewiesen werden (p < 0,0001). Die VEGF-A Konzentration wurde durch 

Bevacizumab effektiv auf einem niedrigen Niveau gehalten, sodass hier im 

Vergleich zur Kontrolle mit DMSO 0,1 % kein signifikanter Unterschied verzeichnet 

werden konnte (p = 0,925). Bei L-4F kam es, ähnlich wie bei DMSO 0,1 % + 50 

µg/ml Ox-LDL zu einem signifikanten Anstieg an VEGF-A (p = 0,0004) im Vergleich 

zur Kontrolle. Vergleicht man die Substanzen untereinander konnte ein signifikanter 

Unterschied bei DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL und Bevacizumab 100 µg/ml + 50 

µg/ml Ox-LDL (p = 0,0002), genauso wie bei L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml und 

Bevacizumab 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL (p < 0,0001) gezeigt werden. Zwischen 

DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL ließ sich 

keine statistisch signifikante Differenz (p = 0,668) nachweisen. Graphisch sind diese 

Ergebnisse in Abbildung 15 B abgebildet.  

Bei steigendem oxidativem Stress (100 µg/ml Ox-LDL) nahm die VEGF-A 

Konzentration bei DMSO 0,1 % weiter deutlich zu im Vergleich zur Kontrolle (p < 

0,0001). Bevacizumab konnte hingegen die VEGF-A Konzentration minimieren, 

sodass sich, im Vergleich zur Kontrolle keine statistisch signifikante Differenz ergab 
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(p = 0,118). Bei L-4F stieg die VEGF-A Konzentration zwar statistisch signifikant im 

Vergleich zur Kontrolle an (p < 0,0001), im Vergleich zu DMSO 0,1 % + 100 µg/ml 

war die Konzentration allerdings deutlich geringer, sodass sich hier zwischen diesen 

beiden ebenfalls eine signifikante Differenz ergab (p < 0,0001). Bevacizumab 100 

µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL erreichte eine so niedrige VEGF-A Konzentration, dass 

der Unterschied zwischen DMSO 0,1 % und L-4F 100 µg/ml, jeweils + 100 µg/ml 

Ox-LDL statistisch signifikant war (p < 0,0001 und p = 0,0004). Abbildung 15 C 

verdeutlicht dies nochmal.  

In Abbildung 15 D sind alle Ergebnisse dieser immunhistochemischen Unter-

suchung nochmals gemeinsam aufgeführt, um die Differenzen zu zeigen.  
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Abbildung 15 Intrazelluläre VEGF-A Konzentration unter dem Einfluss von DMSO, 
Bevacizumab und L-4F ohne /mit Ox-LDL  
Aufgetragen ist die intrazelluläre VEGF-A Konzentration nach Behandlung der Zellen mit DMSO, 
Bevacizumab, L-4F und Ox-LDL. Die Konzentration wurde semiquantitativ mittels  
immunhistochemischer Färbung bestimmt. 
A: DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml 
B: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: DMSO 0,1% und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant  
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TNF- a: 

Bei der Aufarbeitung der TNF-a Konzentrationen zeigte sich zunächst, ohne den 

Einfluss von Ox-LDL, der niedrigste Spiegel bei DMSO 0,1 %, welches auch als 

Kontrolle verwendet wurde. Im Vergleich zur Kontrolle kam es bei Bevacizumab und 

L-4F zwar zu einer höheren Konzentration von TNF-a, diese zeigte sich bei beiden 

jedoch nicht als statistisch signifikant (p = 0,764 bei beiden Substanzen). Auch im 

Vergleich von Bevacizumab und L-4F konnte kein statistisch signifikanter 

Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,999). Diese Ergebnisse sind bildlich in 

Abbildung 16 A dargestellt.  

Unter oxidativem Stress mit 50 µg/ml Ox-LDL kam es zu einem signifikanten Anstieg 

der TNF-a Konzentrationen bei DMSO 0,1 % (p = 0,003) und Bevacizumab 100 

µg/ml (p < 0,0001) im Vergleich zur Kontrolle. L-4F konnte einen Anstieg des TNF-

a effizient verhindern, sodass hier das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde (p = 

0,764). Bevacizumab führte zur höchsten TNF-a Konzentration in dieser Gruppe, 

sodass zwischen DMSO 0,1 % + 50 µg/ml Ox-LDL und Bevacizumab 100 µg/ml + 

50 µg/ml Ox-LDL eine signifikante Differenz gezeigt werden konnte (p < 0,0001), 

genauso wie für Bevacizumab und L-4F (p < 0,0001). Zwischen DMSO 0,1 % und 

L-4F 100 µg/ml jeweils in Verbindung mit 50 µg/ml Ox-LDL konnte keine statistisch 

signifikante Differenz nachgewiesen werden (p = 0,138). Graphisch ist dies in 

Abbildung 16 B dargestellt.  

Bei Steigerung des oxidativen Stresses (100 µg/ml Ox-LDL) kam es bei DMSO 0,1 

% und Bevacizumab 100 µg/ml zu einer weiteren Erhöhung der TNF-a 

Konzentrationen, stärker ausgeprägt bei Bevacizumab (p < 0,0001 für beide). L-4F 

konnte erneut die Konzentration an TNF-a auf einem niedrigen Niveau halten, 

sodass sich keine statistisch signifikante Differenz zur Kontrolle ergab (p = 0,146). 

Zwischen DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml jeweils mit 100 µg/ml Ox-LDL 

wurde bei Bevacizumab eine deutlich höhere Konzentration an TNF-a 

nachgewiesen, sodass sich hier ebenfalls ein signifikanter Unterschied zeigte (p < 

0,0001). Auch zwischen Bevacizumab und L-4F war die Differenz statistisch 

signifikant (p < 0,0001). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 16 C dargestellt.  

Zusammenfassend sind alle Ergebnisse dieser immunhistochemischen Unter-

suchung in Abbildung 16 D dargestellt, um die Differenzen zwischen den einzelnen 

untersuchten Substanzen nochmals zu verdeutlichen.  
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Abbildung 16 Wirkung von DMSO, Bevacizumab und L-4F auf die intrazelluläre TNF-a 
Konzentration mit/ ohne Ox-LDL  
Abgebildet ist die intrazelluläre TNF-a Konzentration die nach Applikation von DMSO, Bevacizumab 
und L-4F semiquantitativ durch immunhistochemische Färbung bestimmt wurde.  
A: DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml 
B: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant 
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4.7. ELISA 

Mit dem ELISA wurden aus den Überständen der Immunhistochemie (siehe 

Abschnitt 4.6.) VEGF-A und TNF-a kolorimetrisch quantifiziert und damit deren 

extrazelluläre Konzentrationen bestimmt.  

 

VEGF-A:  
Die VEGF-A Konzentration ohne oxidativen Stress zeigte sich bei Bevacizumab im 

Vergleich zur Kontrolle mit DMSO 0,1 % statistisch signifikant erniedrigt (p < 

0,0001). L-4F beeinflusste die VEGF-A Konzentration nur wenig, sodass hier das 

Signifikanzniveau nicht erreicht wurde im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,996), siehe 

Abbildung 17 A.  

Unter oxidativem Stress mit 50 µg/ml Ox-LDL kam es zu einer statistisch 

signifikanten Zunahme an VEGF-A bei DMSO 0,1 % (p < 0,0001). Bevacizumab 

konnte die Konzentration weiterhin so gering halten, dass sich im Vergleich zur 

Kontrolle eine statistisch signifikant geringere Konzentration an VEGF-A ergab (p < 

0,0001). L-4F führte zu einem geringeren Anstieg an VEGF-A unter oxidativem 

Stress mit 50 µg/ml Ox-LDL, sodass sich jedoch im Vergleich zur Kontrolle keine 

statistische Signifikanz ergab (p = 0,996). Bevacizumab verursachte eine so 

deutliche Reduktion der VEGF-A Konzentration, dass es im Vergleich zu DMSO 0,1 

% + 50 µg/ml Ox-LDL und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL zu einem statistisch 

signifikanten Unterschied kam (p für beide < 0,0001). L-4F konnte im Vergleich zu 

DMSO, jeweils in Kombination mit 50 µg/ml Ox-LDL, die VEGF-A Konzentration 

ebenfalls reduzieren. Auch hier ergab sich eine statistisch signifikante Differenz (p 

< 0,0001). Dargestellt sind die Ergebnisse in Abbildung 17 B.  

Unter dem Einfluss von 100 µg/ml Ox-LDL zeigte sich wieder der Effekt von 

Bevacizumab, der die VEGF-A Konzentration auf einem sehr niedrigen Niveau 

halten konnte (< 30 pg/ml). Dies führte zu einer statistisch signifikanten Reduktion 

im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,0001). Bei DMSO 0,1 % + 100 µg/ml Ox-LDL und 

auch L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL verursachte die steigenden Ox-LDL 

Konzentration eine signifikante Steigerung an VEGF-A, bei DMSO 0,1 % war diese 

stärker ausgeprägt (p < 0,0001 und p = 0,023). Dargestellt sind die Ergebnisse in 

Abbildung 17 C, zusammenfassend alle Ergebnisse des Assays in Abbildung 17 D.  
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Abbildung 17 Effekt von DMSO, Bevacizumab und L-4F auf die extrazelluläre VEGF-A 
Konzentration in pg/ml  
Dargestellt ist die Konzentration an VEGF-A die im ELISA ermittelt wurde. Die Zellen wurden vorher 
mit DMSO, Bevacizumab, L-4F und Ox-LDL behandelt.  
A: DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml  
B: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL  
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant 
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TNF-a: 

Bei der Evaluation des extrazellulären TNF-a konnte im Vergleich zur Kontrolle mit 

DMSO 0,1 % eine deutliche Zunahme der TNF-a Konzentration unter dem Einfluss 

von Bevacizumab 100 µg/ml gezeigt werden (p = 0,003). L-4F führte zu einem 

ähnlichen Ergebnis wie die Kontrolle selbst und hatte somit keinen statistisch 

signifikanten Einfluss (p = 0,927). Im Vergleich von Bevacizumab 100 µg/ml und L-

4F 100 µg/ml ergab sich eine deutlich höhere TNF-a Konzentration unter dem 

Einfluss von Bevacizumab (p < 0,0001), siehe auch Abbildung 18 A.  

Unter dem Einfluss von oxidativem Stress (50 µg/ml Ox-LDL) nahm die 

Konzentration an TNF-a bei DMSO 0,1 % zu (im Vergleich zur Kontrolle p = 0,023). 

Bei Bevacizumab war diese Zunahme deutlich ausgeprägter und ebenfalls 

statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrolle (p > 0,0001). L-4F konnte die TNF-

a Konzentration auf einem niedrigen Niveau halten, sodass sich hier keine 

signifikante Differenz im Vergleich zur Kontrolle ergab (p = 0,906). Zwischen DMSO 

0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml (jeweils mit 50 µg/ml Ox-LDL) zeigte sich eine 

deutliche höhere Konzentration an TNF-a bei Bevacizumab (p < 0,0001). Gleiches 

galt für L-4F und Bevacizumab (p < 0,0001). Zwischen DMSO 0,1 % und L-4F 100 

µg/ml (jeweils mit 50 µg/ml Ox-LDL) war die Differenz so gering, dass das 

Signifikanzniveau nicht erreicht werden konnte (p = 0,137). Zusammenfassend ist 

dies in Abbildung 18 B dargestellt.  

Bei Steigerung des oxidativen Stresses (100 µg/ml Ox-LDL) kam es bei DMSO 0,1 

% zu einer Zunahme der TNF-a Konzentration, eine noch stärkere Zunahme war 

bei Bevacizumab 100 µg/ml zu verzeichnen (p < 0,0001 für beide). L-4F konnte die 

TNF-a Konzentration, wie auch bei den vorherigen Untersuchungen, effizient auf 

einem niedrigen Niveau halten, sodass sich im Vergleich zur Kontrolle keine 

statistisch signifikante Differenz ergab (p = 0,642). Da die Differenzen der einzelnen 

Substanzen ausgeprägt waren, ergab sich im Vergleich von DMSO 0,1 % und 

Bevacizumab, als auch von DMSO 0,1 % und L-4F sowie Bevacizumab und L-4F 

jeweils ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,0001 für alle). Zur 

Verdeutlichung sind die Ergebnisse in Abbildung 18 C dargestellt. Abbildung 18 D 

fasst die gesamten Ergebnisse dieser Untersuchung zusammen.  
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Abbildung 18 Einfluss von DMSO, Bevacizumab und L-4F auf die extrazelluläre TNF-a 
Konzentration in pg/ml  
Abgebildet ist die im ELISA ermittelte extrazelluläre TNF-a Konzentration in pg/ml. Die Zellen wurden 
vorher mit DMSO, Bevacizumab und L-4F sowie Ox-LDL behandelt.  
A: DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml 
B: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant  
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4.8. Tube Formation-Assay  

Im Tube Formation-Assay wurden die angiogenen Eigenschaften von L-4F und 

Bevacizumab mit und ohne den Einfluss von Ox-LDL auf die humanen retinalen 

mikrovaskulären Endothelzellen, entsprechend eines biologisch relevanten 

Äquivalents für die Angiogenese in vitro untersucht.  

Bei diesem Experiment wurden die zu untersuchenden Substanzen nicht direkt mit 

den Endothelzellen inkubiert, sondern das konditionierte RPE-Medium aus den 

immunhistochemischen Untersuchungen, welches auch schon für den ELISA 

genutzt wurde, verwendet. Um die adäquate Zellernährung sicherzustellen, wurden 

die Aliquote mit frischem Medium 1:1 verdünnt.  

Ohne oxidativen Stress zeigten sich im Vergleich zu DMSO 0,1 % statistisch 

signifikant weniger Loops bei Bevacizumab (p = 0,0004). L-4F bewirkte kaum eine 

Veränderung in der Anzahl der Loops, sodass sich kein statistisch signifikanter 

Unterschied ergab (p > 0,999). Zwischen Bevacizumab und L-4F konnte durch die 

Loopreduktion bei Bevacizumab ein signifikanter Unterschied gezeigt werden (p = 

0,0009), wie Abbildung 19 A zu entnehmen ist.  

Unter dem Einfluss von oxidativem Stress mit 50 µg/ml Ox-LDL nahm die Anzahl 

der Loops bei DMSO 0,1 % zu, allerdings nicht statistisch signifikant. Bevacizumab 

verhinderte die Entstehung der Loops, sodass sich weiterhin weniger Loops 

ausgebildet hatten im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,014). Bei L-4F führte Ox-LDL, 

ähnlich wie bei DMSO 0,1 %, zu einem leichten Anstieg der gebildeten Loops, 

statistisch war dies nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,981). Im 

Vergleich der Substanzen untereinander sah man, dass es zwischen DMSO 0,1 % 

und L-4F (jeweils mit 50 µg/ml Ox-LDL) keine signifikante Differenz der Anzahl der 

Loops gab (p = 0,711). Durch die angiogenesehemmende Wirkung von 

Bevacizumab und die damit verbundene geringe Anzahl an Loops ergab sich eine 

statistisch signifikante Differenz zu DMSO 0,1 % und L-4F (jeweils mit 50 µg/ml Ox-

LDL) (p < 0,0001 und p = 0,0004). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 19 B 

dargestellt.  

Unter Steigerung des Zellstresses auf 100 µg/ml Ox-LDL nahm die Anzahl der 

Loops bei DMSO 0,1 % und L-4F 100 µg/ml weiter zu, sodass sich hier eine 

statistisch signifikante Änderung im Vergleich zur Kontrolle ohne Ox-LDL zeigte (p 

< 0,0001 und p = 0,047). Bevacizumab konnte weiter effektiv die Entstehung von 
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Loops verhindern, sodass sich im Vergleich zur Kontrolle auch bei 100 µg/ml Ox-

LDL kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Loops ergab (p = 0,981).  

Im Vergleich von DMSO 0,1 % und Bevacizumab 100 µg/ml sowie L-4F 100 µg/ml 

und Bevacizumab 100 µg/ml zeigte sich eine signifikante Differenz in der 

Ausbildung der Loops (p < 0,0001 und p = 0,002). DMSO führte zwar zur Ausbildung 

einer höheren Anzahl an Loops als L-4F, dieser Unterschied konnte das 

Signifikanzniveau aber nicht erreichen (p = 0,371). In Abbildung 19 C sind diese 

Ergebnisse dargestellt. Abbildung 19 D gibt nochmals einen Überblick über die 

gesamten Ergebnisse des Angiogenese-Assays. 
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Abbildung 19 Wirkung von DMSO, Bevacizumab und L-4F mit Ox-LDL auf die Angiogenese 
der HRMVE-Zellen  
Aufgetragen ist die Anzahl der gebildeten Endothel-Loops. Die HRMVE Zellen wurden vorher mit 
dem durch DMSO, Bevacizumab, L4-F und Ox-LDL konditioniertem Medium der ARPE-19 Zellen 
aus der Untersuchung der Immunhistochemie behandelt. Zu dem konditionierten Medium wurde 1:1 
frisches Nährmedium hinzugegeben. Die aufgetragenen Konzentrationen beziehen sich daher auf 
die Konzentration an Medikamenten mit denen die ARPE-19 Zellen behandelt wurden.   
A: DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml 
B: DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 50 µg/ml Ox-LDL 
C DMSO 0,1 und DMSO 0,1 %, Bevacizumab 100 µg/ml und L-4F 100 µg/ml + 100 µg/ml Ox-LDL 
D: alle untersuchten Substanzen  
* markiert die im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikanten Ergebnisse bzw. die statistisch 
signifikanten Ergebnisse der beiden verbundenen Balken (p < 0,05); ns = nicht signifikant 
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5. Diskussion 

5.1. L-4F wirkt protektiv bei erhöhtem oxidativen Stress 

Im zunächst durchgeführten MTT-Assay, zur Beurteilung ob und in welcher 

Konzentration L-4F einen Einfluss auf den Metabolismus der ARPE-19 Zellen hatte, 

konnte bei einer Konzentration von 50 µg/ml bis 200 µg/ml eine Steigerung der 

Viabilität gezeigt werden. Ab einer Konzentration von 400 µg/ml löste L-4F deutliche 

Einschränkungen im Zellstoffwechsel aus. Wir entschieden uns, auf Grundlage 

dieser Ergebnisse für die Applikation von 100 µg/ml L-4F in den folgenden 

Untersuchungen. In der Zellkultur wurde L-4F häufig in einer Konzentration von 50 

µg/ml genutzt (85 – 87). Allerdings war das Spektrum der genutzten 

Konzentrationen in anderen Arbeiten sehr breit und stark abhängig von der 

genutzten Zelllinie und reichte meist von 20 – 100 µg/ml L-4F (85 – 90). 

Oxidiertes LDL zur Induktion von Zellstress wurde in Konzentrationen von 50 µg/ml 

und 100 µg/ml verwendet, nachdem der MTT-Assay einen deutlichen Rückgang der 

Zellviabilität ab einer Konzentration von 150 µg/ml Ox-LDL gezeigt hatte. Lu et al. 

zeigten in ihrer 2019 publizierten Arbeit, dass Ox-LDL in einer Konzentration von 50 

µg/ml auf ARPE-19 Zellen pro-inflammatorisch wirkte. In einer quantitativen PCR-

Analyse wurde eine erheblich gesteigerte Expression von inflammatorischen 

Zytokinen wie Interleukin 6 und 8 nachgewiesen (92). Auch weitere Arbeitsgruppen 

haben entweder mit ARPE-19 (91, 92) oder mit anderen Zellen (88, 93) Ox-LDL in 

dieser Konzentration genutzt. Um den Zellstress noch weiter zu steigern 

entschieden wir uns zudem für die Nutzung von 100 µg/ml Ox-LDL. 

Mit der kontinuierlichen Impedanzmessung haben wir untersucht, inwieweit 

oxidativer Zellstress die Zellproliferation und Ausbildung einer integren Zellschicht 

der ARPE-19 Zellen beeinflusste und ob L-4F einen Effekt hierauf hatte. Es hat sich 

gezeigt, dass L-4F den Effekt von 50 µg/ml Ox-LDL nahezu aufheben konnte und 

sich der Zell-Index dem von DMSO 0,1 % und auch reinem L-4F anglich. Bei 

Zugabe von 100 µg/ml Ox-LDL sank der Zell-Index zwar deutlich, allerdings zeigte 

sich auch hier keine statistische Signifikanz im Vergleich zu DMSO 0,1 % ohne Ox-

LDL (p = 0,947). Dies bestätigte den protektiven Effekt des L-4F unter oxidativem 

Stress.  

Interessanterweise haben De Cillà et al. 2020 eine Arbeit publiziert, in der ARPE-

19 Zellen in Co-Kultur mit „human umbilical vein endothelial cells“ (HUVEC) kultiviert 
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wurden und der Einfluss von Ranibizumab und Aflibercept (siehe auch Abschnitt 

1.2.1.), unter oxidativem Zellstress (ausgelöst durch Wasserstoffperoxid) untersucht 

wurde. Hier konnte durch die VEGF-Inhibitoren eine Protektion der Zellen und damit 

ein Abmildern der Effekte durch Zellstress erzielt werden (95). Der von den Kollegen 

beschriebene protektive Effekt konnte in dieser Arbeit durch den vergleichend 

evaluierten VEGF-Inhibitor Bevacizumab in der Impedanzmessung nicht bestätigt 

werden. Ein direkter Vergleich der beiden Arbeiten kann auf Grund offensichtlicher 

Unterschiede (Kokultur, anderer VEGF-Inhibitor, Zellstress durch 

Wasserstoffperoxid) nicht gezogen werden. Dennoch sollten hier weitere 

Untersuchungen folgen, um diese Diskrepanzen zu erklären.  

Wir konnten mit der Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies zeigen, dass L-

4F die Entstehung von ROS bei ARPE-19 Zellen effizient verhinderte. Auch unter 

der Maximaldosis an induziertem Zellstress stieg die Konzentration an ROS unter 

dem Einfluss von L-4F nur um 3,2 % an. Im Vergleich hierzu kam es unter dem 

Einfluss von Bevacizumab zu einer Zunahme der ROS um mehr als 25 % (siehe 

Abschnitt 4.3). Dies betont die anti-oxidativen Eigenschaften von L-4F.  

Auch in anderen Gebieten konnte dies bereits nachgewiesen werden. So zeigten 

Liu et al. in ihrer 2017 publizierten Arbeit, dass die ROS-Entstehung auch bei glatten 

Gefäßmuskelzellen durch D-4F suffizient verhindert werden konnte. Die Arbeits-

gruppe nutzte Ox-LDL in einer Konzentration von 100 µg/ml, um Zellstress zu 

induzieren, also die auch von uns verwendete Maximaldosis. Diesbezüglich kann 

also durchaus von einer Vergleichbarkeit der Versuche gesprochen werden. Da D-

4F (in einer Konzentration von 20 µg/ml) statt wie bei uns L-4F (100 µg/ml) 

verwendet wurde, kann die von uns verwendete Dosis in Zusammenhang mit dieser 

Arbeit nicht beurteilt werden (96).  

In einer 2019 veröffentlichten Arbeit haben Tsuchida et al. den Einfluss von L-4F 

auf Mauspodozyten untersucht. Zunächst wurde in vitro eine Zellschädigung mit 

Puromycin Aminonukleosid (PAN) induziert. Die Applikation über 24 Stunden von 

PAN führte zu einem deutlichen Anstieg an ROS. Wurden zeitgleich PAN und L-4F 

(in einer Konzentration von 50 µg/ml) appliziert, kam es zu einer signifikanten 

Reduktion der ROS. In einem zweiten Schritt erfolgte die Untersuchung der Effekte 

von L-4F in vivo: einem speziellen Mausmodell, das eine Proteinurie und/ oder 

Arteriosklerose ausbildete, wurde L-4F intraperitoneal (100 µg dreimal wöchentlich 

über zwei bzw. vier Wochen) verabreicht. Hier konnte gezeigt werden, dass L-4F 
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zu einer deutlich geringeren Proteinurie führt und damit der Podozytenschaden 

reduziert werden konnte. Auch die arteriosklerotischen Veränderungen zeigten sich 

unter L-4F Therapie deutlich weniger ausgeprägt (80).  

Im Migrations-Assay wurde der Einfluss auf die Zellmigration unter oxidativem 

Stress evaluiert. Hier zeigte sich, dass Ox-LDL die Zellmigration deutlich hemmte. 

Die Therapie mit L-4F konnte die Störung der Zellmigration durch Ox-LDL 

abmildern, sodass sich bei 50 µg/ml Ox-LDL kein statistisch signifikanter 

Unterschied des verbliebenen Zellspaltes im Vergleich zur Kontrolle ergab. Bei 100 

µg/ml Ox-LDL konnte L-4F diese protektive Wirkung weiterhin mit der höchsten 

Migrationsrate im Vergleich zu DMSO und Bevacizumab zeigen, allerdings ergab 

sich hier ein statistisch signifikanter Unterschied des verbliebenen Zellspaltes im 

Vergleich zur Kontrolle.  

Auch bei der Untersuchung von weiteren möglichen Einflüssen, die eine Rolle bei 

der Entstehung der AMD haben, wurde das Migrationsverhalten der ARPE-19 

Zellen beobachtet. So haben Xu et al. in ihrer 2018 publizierten Arbeit den Einfluss 

des Genes NYD-SP15 unter oxidativem Stress auf die ARPE-19 Zellen untersucht. 

Hier konnte belegt werden, dass eine Überexpression die Migration der RPE-Zellen 

negativ beeinflusst. NYD-SP15 könnte ein Gen sein, dass in der AMD-Entstehung 

eine wichtige Rolle spielt (97).  

Der Einfluss von Noxen wie dem Zigarettenkonsum wurden bereits in der Einleitung 

dieser Arbeit beschrieben. Die Arbeitsgruppe um Zhang et al. haben dies 

eingehender untersucht und die Wirkung von Nikotin und dem Stoffwechselprodukt 

Cotinin eruiert. Es konnte durch Cotinin eine wesentliche negative Beeinflussung 

der Migration der ARPE-19 Zellen gezeigt werden (98). Da Nikotinabusus einer der 

wenigen gesicherten Risikofaktoren für die Entstehung einer AMD ist, scheint eine 

Hemmung der Migration ein essenzieller Teil in der Pathogenese zu sein. Eine 

positive Beeinflussung der Migration, wie wir es für L-4F zeigen konnten, weist damit 

auf die möglicherweise vielversprechende Wirkung von L-4F hin.  

Erneut kann hier die Arbeit von Tsuchida et al. vergleichend herangezogen werden: 

in ihrem Modell von Mauspodozyten wurde ebenfalls der Einfluss von L-4F auf die 

Migration dieser Zellen unter oxidativem Stress untersucht. Auch an einer anderen 

Zellreihe bestätigte sich unser Ergebnis, dass L-4F die durch Zellstress 

herabgesetzte Migration rehabilitieren konnte (80).  
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Im Apoptose-Assay wurde untersucht, inwieweit Ox-LDL die Apoptose der ARPE-

19 Zellen induziert und ob L-4F oder Bevacizumab hier protektiv wirkten. 

Generell zeigte sich eine dosisabhängige Zunahme der apoptotischen Zellen unter 

dem Einfluss von Ox-LDL. Die Behandlung mit L-4F konnte im Vergleich zu 

Bevacizumab oder DMSO den Prozentsatz an apoptotischen Zellen auf dem 

niedrigsten Niveau halten. Bei allen drei Behandlungsgruppen zeigte sich dennoch 

bei der Zugabe von 100 µg/ml Ox-LDL ein statistisch signifikanter Anstieg an 

apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle.  

L-4F verursachte auch in anderen Studien eine deutlich positive Beeinflussung der 

Zellapoptose. Moreira et al. haben in ihrer 2020 publizierten Arbeit den protektiven 

Einfluss von 4F nach einem Myokardinfarkt evaluiert. Hier konnte unter dieser 

Therapie eine effiziente Reduktion der apoptotischen Zellen sowohl im Herzmuskel 

als auch in den Nieren der untersuchten Ratten erreicht werden (75). Ähnliche 

Ergebnisse konnten von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden (77, 98). Auch wir 

konnten durch L-4F eine Minderung der Apoptoserate unter oxidativem Stress 

zeigen, insbesondere im Vergleich zu Bevacizumab. Allerdings war die Protektion 

vor Zellapoptose nicht so ausgeprägt wie die bereits erwähnten Arbeiten dies 

propagieren. Die Unterschiede könnten zum einen auf die Differenz im 

Versuchsaufbau (Zellreihe bzw. in vivo Untersuchung) zurückzuführen sein oder 

aber auf die hohe Konzentration an Ox-LDL, die wir in unseren Versuchen 

verwendet haben. Wie bereits weiter oben erwähnt, ist 50 µg/ml Ox-LDL eine 

„typische“ Konzentration zur Stressinduktion bei ARPE-19 Zellen. Wir haben neben 

dieser Konzentration ebenfalls die doppelte Konzentration an Ox-LDL untersucht. 

Möglicherweise war diese Dosis für die ARPE-19 Zellen so toxisch, dass dieser 

Einfluss durch ein zellprotektives Therapeutikum wie L-4F nicht mehr reversibel 

war.  
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5.2. Einfluss von L-4F auf Inflammation und Angiogenese  

Anhand immunhistochemischer Färbungen haben wir die Zytokine VEGF-A und 

TNF-a intrazellulär semiquantitativ bestimmt und die extrazelluläre Konzentration 

dieser Botenstoffe durch einen ELISA-Test gemessen, nachdem die Zellen vorher 

mit DMSO, Bevacizumab oder L-4F mit und ohne Ox-LDL behandelt worden waren.  

Die Rolle von VEGF und TNF-a sowie die etablierte Therapie mit VEGF-Inhibitoren 

wurden bereits in dem einleitenden Kapitel dieser Arbeit näher erläutert.  

Auch wir konnten in unseren Versuchen erneut zeigen, dass Bevacizumab einen 

deutlichen Effekt auf die intra- und extrazelluläre Konzentration an VEGF-A hat. Die 

Konzentrationen an VEGF-A betrugen unter dem Einfluss von Bevacizumab nur 

einen Bruchteil der Konzentrationen, die unter dem Einfluss von DMSO oder L-4F 

nachgewiesen wurden. Dies bestätigte den Effekt, den andere Studien bereits im 

Vorfeld nachgewiesen haben. Exemplarisch seien hier die Arbeiten von Klettner et 

al. oder Dinç et al. aus den Jahren 2014 bzw. 2018 genannt (99, 100). Diesen sehr 

stark ausgeprägten Effekt von Bevacizumab konnte L-4F nicht erreichen, allerdings 

zeigte sich dennoch eine deutliche Reduktion an intra- und extrazellulärem VEGF-

A. 

Bereits 2011 haben Gao et al. eine Arbeit veröffentlicht, in der der Einfluss von des 

ApoA1MP „L-5F“ auf die Angiogenese des Ovarialkarzinoms in vitro und in vivo 

untersucht wurde. Hierbei wurde VEGF nach Behandlung mit L-5F quantifiziert und 

es konnte eine signifikante Reduktion an VEGF in Plasma und Tumorgewebe 

nachgewiesen werden (102). Die Reduktion an VEGF-A ist in unserer 

Untersuchung nicht so ausgeprägt, wie Gao et al. es in ihrer Arbeit beschrieben 

haben. Dies könnte zum einen auf die Verwendung eines differenten Apo-A1MP 

zurückzuführen sein (L-5F statt L-4F), zum anderen auf die Differenzen im 

Versuchsaufbau.  

Bei der Evaluation des Einflusses der untersuchten Substanzen unter oxidativem 

Stress auf die intra- und extrazelluläre TNF-a Konzentration zeigte sich bei DMSO, 

welches als Kontrolle mit untersucht wurde, ein konsequenter Anstieg an TNF-a 

unter zunehmender Ox-LDL Konzentration. Dieser Effekt war bei Bevacizumab 

sogar noch stärker ausgeprägt. L-4F hingegen konnte die TNF-a Konzentration 

auch unter dem Einfluss von 100 µg/ml Ox-LDL auf einem so niedrigen Niveau 
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halten, dass sich weder in der Immunhistochemie noch im ELISA ein statistisch 

signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle ergab.  

TNF-a ist ein pleiotropes Zytokin, das physiologischerweise Teil der Immunantwort 

ist oder Zellregeneration bewirken kann. Es spielt eine Schlüsselrolle bei einer 

Vielzahl von Erkrankungen z. B. chronisch entzündlichen Darmerkrankungen oder 

Tumorerkrankungen (34). Der genaue Einfluss von TNF-a auf die neovaskuläre 

AMD ist nicht vollständig geklärt, aber es ist ein Baustein in der Kaskade der 

chronischen Inflammation, die der AMD zu Grunde liegt (32, 102).  

In einer 2012 publizierten Arbeit wurde L-4F im Mausmodell verwendet, um den 

Einfluss auf die Insulin-Sensitivität und Pumpfunktion des Herzens zu untersuchen. 

Zudem wurden pro-inflammatorische Zytokine im Plasma der Mäuse bestimmt. Hier 

konnte eine signifikante Reduktion der TNF-a Konzentration nach repetitiver 

intraperitonealer Gabe verzeichnet werden. Ein positiver Einfluss auf die kardiale 

Funktion der Mäuse wurde ebenfalls nachgewiesen (104).  

Auch Wang et al. konnten in ihrer 2018 veröffentlichten Arbeit die Reduktion von 

TNF-a nach Behandlung mit einem ApoA1MP nachweisen (105).  

Zusammenfassend zeigte sich in der Immunhistochemie und im ELISA eine 

deutliche Reduktion von VEGF-A durch Bevacizumab und von TNF-a durch L-4F. 

Um den Therapieeffekt auf die neovaskuläre AMD zu maximieren, wäre daher eine 

Kombinationstherapie aus Bevacizumab und L-4F denkbar. Bevacizumab wirkt 

über die Blockade der VEGF-abhängige Angiogenese (37 – 39), wohingegen L-4F 

bzw. die ApoA1MP durch ihre anti-inflammatorischen und vor allem ihre anti-

oxidativen Eigenschaften (103, 105) eher die VEGF-unabhängige Angiogenese 

positiv beeinflussen könnte (40 – 44). Daher könnten beiden Substanzen sich in 

ihrer Wirkweise ergänzen und so möglicherweise eine effektivere Therapie der AMD 

darstellen.  

Um den Einfluss von L-4F direkt auf die Angiogenese zu evaluieren, wurden die 

HRMVE-Zellen mit DMSO, Bevacizumab und L-4F und Ox-LDL auf speziellem 

Matrigel inkubiert und nach 24 Stunden die Ausbildung der Loops gezählt. Die 

Substanzen wurden nicht direkt auf die Endothelzellen aufgetragen, sondern die 

aliquotierten Überstände aus der immunhistochemischen Untersuchung mit 

frischem Medium 1:1 verdünnt und appliziert.  
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Wir konnten zeigen, dass oxidativer Stress mit 100 µg/ml und die konsekutive 

Freisetzung pro-angiogenetischer Faktoren aus den ARPE-19 Zellen eine 

statistisch signifikante Zunahme der Loops bei DMSO und L-4F hervorrief. Auch 50 

µg/ml Ox-LDL führte zu einer Zunahme der Anzahl der Loops, diese war aber ohne 

statistische Signifikanz.  

Die Anzahl der Loops war generell bei L-4F niedriger als bei DMSO mit der gleichen 

Dosierung Ox-LDL, auch wenn dies keine statistische Signifikanz zeigte. 

Bevacizumab führte ohne Einfluss von Ox-LDL und mit 50 µg/ml Ox-LDL zu einer 

statistisch signifikanten Reduktion der Loops.  

Der hemmende Effekt von Bevacizumab auf die Tumorangiogenese ist in vielen 

Studien gezeigt worden, exemplarisch sei hier eine Übersichtsarbeit von Garcia et 

al. aus dem Jahr 2020 genannt. Dieser Effekt hat das therapeutische Spektrum von 

Bevacizumab von dem metastasierten kolorektalen Karzinom auf eine Vielzahl 

weiterer solider Tumore erweitert (107). Auch in der AMD ist Bevacizumab eine 

etablierte Therapie (48, 54).  

Der direkte Einfluss auf die Angiogenese mittels Durchführung eines Tube 

Formation-Assay, wurde auch in der Arbeit von Barzelay et al., die bereits 2010 

publiziert wurde, untersucht. Die Arbeitsgruppe konnte einen deutlich hemmenden 

Effekt von Bevacizumab auf die Ausbildung der Loops zeigen, dies entspricht den 

Ergebnissen der Versuche dieser Arbeit (108).  

Gao et al. haben 2011 in ihrer bereits oben erwähnten Studie auch den Einfluss von 

„L-5F“ auf die Angiogenese von HUVEC-Zellen, im Kontext der Evaluation der 

Wirkung auf das Ovarialkarzinom, untersucht. Hier konnte eine sehr deutliche (und 

auch statistisch signifikante) Reduktion der gebildeten Tubes gezeigt werden. Im 

ebenfalls untersuchten Mausmodell wurde eine signifikante Abnahme der Größe 

der Tumorgefäße nachgewiesen werden (102). Im durchgeführten Tube Formation-

Assay konnten die Hemmung der Angiogenese, wie sie in der oben genannten 

Arbeit beschrieben ist, nicht in dem Ausmaß gezeigt werden. Mögliche Erklärungen 

hierfür wären die Verwendung einer differenten Zelllinie und die Nutzung von „L-5F“ 

statt L-4F. Zudem wurde konditioniertes Medium der ARPE-19 Zellen verwendet, 

eine direkte Inkubation erfolgte nicht.  

 

 



 

 63 

Als weiterführende Untersuchung wäre ein MTT-Assay mit den HRMVE-Zellen 

empfehlenswert, um die optimale Dosierung für diese Zellen zu eruieren. Die 

Ergebnisse dieses Assays lassen, wie auch schon die der Immunhistochemie und 

des ELISA, an eine Kombinationstherapie eines VEGF-Inhibitors und L-4F denken. 

So könnten die jeweiligen Stärken dieser beiden Therapeutika synergistisch wirken 

und eine effektivere Therapie der neovaskulären AMD darstellen.  

 

5.3. Limitationen der Arbeit und klinischer Ausblick  

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben in den meisten Aspekten die Ergebnisse 

vorangegangener Studien bestätigen können, wie die vorangegangenen zwei 

Kapitel näher erläutert haben.  

Genutzt wurden ARPE-19 Zellen. Diese Zelllinie existiert seit mehr als 20 Jahren 

und ist in vielen Studien verwendet worden, um beispielsweise die Blutretina-

schranke zu imitieren oder den Einfluss von Medikamenten zu untersuchen (51, 108 

– 114). Hierbei hat sich die ARPE-19 Zellreihe immer wieder als suffizientes Modell 

erwiesen, um das RPE in vitro zu imitieren (108, 112, 115). Dennoch zeigt die 

Zellreihe im Verlauf der Kultivierung deutliche Veränderungen auf, wie den Verlust 

des Pigments und eine Veränderung der Zellmorphologie, sodass die Zellen die 

hexagonale Form verlieren oder multinucleare Zellen entstehen (112, 116). 

Inwieweit diese Veränderungen der Zellen Einfluss auf die Ergebnisse haben, ist 

schwierig einzuschätzen.  

Da der Verlust des Pigmentes der ARPE-19 Zellen ein verbreiteter Kritikpunkt ist, 

haben Hellinen et al. eine Methode etabliert, um eine Repigmentierung der ARPE-

19 Zellen herbeizuführen. Hierbei wurden die Zellen in Kokultur mit Melanosomen 

aus Schweine-RPE gebracht. Durch Phagozytose wurden die Melanosomen in die 

ARPE-19 Zellen aufgenommen. Die ARPE-19 Zellen zeigten nach dieser 

Behandlung eine gute Pigmentierung; negative Effekte der Repigmentierung 

konnten bisher nicht nachgewiesen werden (118). Eine Wiederholung der 

Versuchsreihe an repigmentierten Zellen könnte die Ergebnisse nochmals 

validieren und eine Verfälschung durch das fehlende Pigment ausschließen.  

Alternativ wäre statt der ARPE-19 Zellreihe, die Nutzung von primären RPE Zellen 

denkbar. Native RPE Zellen eignen sich sehr gut, um physiologische Funktionen 

des RPE zu untersuchen. Allerdings ist die Kultivierung dieser primären RPE Zellen 
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eine Herausforderung, da sich die Zellen in Kultur schnell verändern und ihre 

Morphologie und physiologischen Eigenschaften ebenfalls verändern können. 

Daher werden nur niedrige Passagen genutzt. Die Arbeitsgruppe um Blekinsop et 

al. hat allerdings gezeigt, dass die Kultivierung möglich ist und bei korrekter 

Anwendung die nativen RPE Zellen ein geeignetes Modell darstellen (119).  

Eine weitere Möglichkeit die Zellkultur den in vivo Bedingungen anzugleichen 

besteht darin, eine Dual- oder Triplezellkultur zu nutzen in der, wie beispielsweise 

von Churm et al. beschrieben, drei Zellreihen (HRMVEC, ARPE-19 und Müller 

Gliazellen) in Lagen kultiviert wurden. Hierdurch konnte eine Zellkultur erzielt 

werden, die den in vivo Bedingungen näher kommt (120).  

In dieser Arbeit wurde L-4F rein am Zellmodell untersucht. Oxidativer Stress, 

ausgelöst durch Applikation von oxidiertem LDL, imitiert zwar einen Zustand ähnlich 

der AMD, dennoch lässt sich eine komplexe und multifaktorielle Erkrankung wie die 

AMD nicht auf ein Zellmodell reduzieren. Da die gewonnenen Erkenntnisse dieser 

Arbeit durchaus vielversprechende Ergebnisse geliefert haben, bezüglich des 

positiven Einflusses von L-4F auf die ARPE-19 Zellen, wurde zwischenzeitlich der 

Einfluss von L-4F auch in vivo untersucht. An Mäusen konnte, nach einmaliger 

intravitrealer L-4F-Injektion eine signifikante Reduktion von abgelagerten Lipiden in 

der Bruch-Membran nachgewiesen werden (17, 121).  

An Makaken konnte gezeigt werden, dass die repetitive intravitreale Applikation von 

L-4F Lipidablagerungen, wie sie typischerweise bei der AMD vorkommen (28, 121), 

in der Bruchmembran effektiv entfernen können. Interessanterweise zeigte sich 

nicht nur ein Effekt an dem behandelten Auge, sondern im gleichen Ausmaß auch 

am unbehandelten Auge (6).  

Die Untersuchung von L-4F am „Laser-Mausmodell“, bei dem CNV durch den Laser 

induziert werden, um anschließend hieran beispielsweise Therapieeffekt-Studien 

oder molekulargenetische Untersuchungen durchzuführen, wäre ebenfalls eine 

weitere Ergänzung um den Effekt von L-4F weiter zu evaluieren (124).  
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6. Zusammenfassung 

Hintergrund:  
Die altersbedingte Makuladegeneration ist eine neurodegenerative Erkrankung der 

Netzhaut, dessen definitive Pathophysiologie noch nicht endgültig geklärt ist. Sicher 

ist, dass eine Kaskade aus oxidativem Stress und Inflammation zur Progredienz 

dieser Erkrankung führt, die in der Endstrecke eine deutliche Einschränkung der 

Sehkraft bis hin zur Erblindung verursacht. Apo-A1 mimetische Peptide sind initial 

zur Therapie der Arteriosklerose intendiert gewesen. Durch ihre anti-oxidativen und 

anti-inflammatorischen Eigenschaften sind sie als Therapeutikum bei diversen 

anderen Krankheitsbildern, wie auch der AMD, denkbar.  

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Apo-A1 mimetischen Peptides „L-4F“ unter 

oxidativem Stress auf ARPE-19 Zellen untersucht. 

 

Methoden:  
Zunächst wurde die optimale Dosis an L-4F und oxidiertem LDL, welches Zellstress 

imitieren sollte, in einem MTT-Assay bestimmt. Vergleichend evaluierten wir den 

VEGF-Inhibitor Bevacizumab, da die Anti-VEGF-Therapie derzeit den Goldstandard 

für die Therapie der neovaskulären AMD darstellt. Nach Ermittlung der optimalen 

Dosis (100 µg/ml für L-4F und Bevacizumab, sowie 50 µg/ml und 100 µg/ml für Ox-

LDL) wurde der Einfluss auf die Ausbildung einer konfluenten Zellschicht mittels 

kontinuierlicher Impedanzmessung untersucht. Mit einer Fluoreszensmarkierung 

von reaktiven Sauerstoffspezies konnten der direkte Einfluss von L-4F und 

Bevacizumab auf den Zellstress evaluiert werden. Anhand einer Markierung von 

apoptotischen Zellen sollte der Einfluss der Substanzen auf die Zellapoptose 

genauer untersucht werden. Mittels ELISA und immunhistochemischer Färbungen 

konnte untersucht werden, inwieweit die pro-inflammatorisch und pro-

angiogenetischen Zytokine TNF-a und VEGF-A durch L-4F oder Bevacizumab 

beeinflusst werden. Zuletzt wurde evaluiert, ob die Substanzen die Angiogenese 

beeinflussen. Dafür wurden humane retinale mikrovaskuläre Endothelzellen mit 

konditioniertem Medium der RPE-Zellen inkubiert. 
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Ergebnisse: 
Eine Konzentration von 400 µg/ml L-4F zeigte toxische Effekte auf die ARPE-19 

Zellen, ebenfalls eine Ox-LDL-Konzentration von 150 µg/ml. Bevacizumab hatte in 

keiner der verwendeten Konzentrationen einen toxischen Effekt auf die Zellen. In 

der Impedanzmessung, einer Untersuchung, die die Ausbildung einer 

konfluierenden Zellschicht evaluiert, konnte L-4F den schädlichen Effekt von 50 

µg/ml Ox-LDL aufheben und den toxischen Effekt von 100 µg/ml Ox-LDL deutlich 

abmildern. Bevacizumab verursachte diesen Effekt nicht. In der Untersuchung der 

Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies verhinderte L-4F diese auch unter 

maximaler Ox-LDL Konzentration effektiv. Bevacizumab konnte dies im Gegensatz 

hierzu nicht und führte zu einer statistisch signifikanten Zunahme an ROS, bereits 

bei 50 µg/ml Ox-LDL. L-4F konnte in der Untersuchung der Zellmigration diese unter 

oxidativem Stress effizient aufrechterhalten. Konträr hierzu war der Effekt von 

Bevacizumab, welches eine deutliche Minderung der Migration auslöste. Die 

Wirkung von L-4F auf die Apoptose zeigte sich am intensivsten unter maximalem 

oxidativem Stress. Hier konnte die Apoptose im Vergleich zu Bevacizumab 

statistisch signifikant reduziert werden. Im ELISA und der Immunhistochemie zeigte 

Bevacizumab erwartungsgemäß eine ausgeprägte Reduktion an VEGF-A intra- 

sowie extrazellulär. L-4F reduzierte VEGF-A ebenfalls, wenn auch nicht so 

ausgeprägt wie der VEGF-Inhibitor. Ein hemmender Einfluss auf die TNF-a 

Konzentration war nur bei L-4F zu verzeichnen, Bevacizumab führte hier zu einer 

deutlichen Zunahme. Die Angiogenese konnte im Tube Formation-Assay signifikant 

durch Bevacizumab inhibiert werden, während sich bei L-4F nur eine geringe (und 

statistisch nicht signifikante) Reduktion der Loopbildung zeigte.  
 

Diskussion:  
L-4F zeigte in den bisherigen in vitro und in vivo durchgeführten Experimenten 

vielversprechende Ergebnisse bezüglich seiner anti-oxidativen und anti-

inflammatorischen Eigenschaften. In den von uns durchgeführten Untersuchungen 

zur Evaluation des Einflusses von L-4F durch spezifische Funktions-Assays konnte 

dieser vermutete protektive Effekt vor oxidativem Zellstress bestätigt werden. Dies 

macht L-4F zu einem potenziellen Therapeutikum der neovaskulären 

altersbedingten Makuladegeneration. 
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