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ZUSAMMENFASSUNG 

Motivation: Laserinduzierte Hyperthermie in Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) wird als 

neue Therapie für verschiedene Erkrankungen des Augenhintergrunds, wie der altersbedingten 

Makuladegeneration (AMD), diskutiert. Insbesondere im Zusammenhang mit unsichtbaren (mini-

mal schädlichen) bis unschädlichen Laserbehandlungen des Augenhintergrunds gewinnen die fun-

damentalen Auswirkungen von Temperaturänderungen auf Zellen dieses Gewebetyps immer 

mehr an Bedeutung. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Reaktionen von RPE-Zellen auf kurzzeitige 

Hyperthermie zu untersuchen. 

Methoden: Die Bestrahlung der Zellkulturen erfolgte mittels eines Bestrahlungsaufbaus, mit dem 

die Zellen in der Zellkulturschale innerhalb eines kurzen Zeitraums erhitzt werden konnten. Bei 

dem verwendeten Laser handelte es sich um einen Dauerstrich Thuliumlaser mit einer Wellen-

länge von 1940 nm. Unterschiedliche Maximaltemperaturen (Tmax) zwischen 40 °C bis 59 °C wur-

den an zentraler Position der Zellkulturschale für 10 s angelegt. Die erzeugte Temperaverteilung 

war gaußförmig, wodurch die Tmax nur an zentraler Position anlag und nach außen abfiel. Alle ex-

perimentellen Arbeiten erfolgten mit primären RPE-Zellen der P2-Generation. Die Zellen wurden 

hierfür aus enukleierten Schweineaugen gewonnen. Nach der Bestrahlung wurden Vitalitätsände-

rungen, die Expression und Sekretion von Proteinen (HSP70, VEGF), sowie die Veränderungen der 

zellulären Proliferation und Auswirkungen auf den Wundverschluss evaluiert. 

Ergebnisse: Es konnte angenommen werden, dass nicht nur die tatsächlich einwirkende Tmax, son-

dern auch die nach der Bestrahlung vergangene Zeit einen großen Einfluss auf die beobachtete 

Zellantwort hatte. So könnten die ermittelten Daten als Grundlage genommen werden, um eine 

deutliche Zeitabhängigkeit apoptotischer Prozesse hinreichend zu bestätigen. Auch die Expression 

von HSP70 schien stark temperaturabhängig zu sein, wobei ein großer Unterschied zwischen sub-

letaler (nicht tödlicher) und letaler (tödlicher) Bestrahlung auffiel. Zudem hatte auch die nach der 

Bestrahlung vergangene Zeit einen großen Einfluss auf die Expression des Proteins. Aufgrund der 

Überlappung der HSP70-Überexpression mit apoptotischen Bereichen am Rand der zentralen to-

ten Areale nach letaler Bestrahlung, konnte davon ausgegangen werden, dass die Überexpression 

von HSP70 auch in Zellen auftritt, die im zeitlichen Verlauf in die Apoptose gehen. Immunzyoche-

mische Färbungen zeigten teilweise Anzeichen einer Translokalisation von HSP70 in den Zellkern, 

wodurch ein Rückschluss auf protektive Effekte durch HSP70 möglich war. Allerdings konnte an-

genommen werden, dass die schützende Funktion des molekularen Chaperons nur ausreichte, 

wenn der Schaden den die Zellen durch die transiente Hyperthermie erfahren hatten, in keinem 

letalen Ausmaß vorlag. Die Untersuchung der VEGF-Sekretion und –Expression legte die Vermu-

tung nahe, dass transiente Hyperthermie die VEGF-Sekretion stimulieren kann, aber nicht die Ex-

pression des Wachstumsfaktors. Des Weiteren ließen die Ergebnisse den Rückschluss zu, dass eine 

leichte Temperaturerhöhung zu einer Verbesserung der Wundheilung führen könnten. Es gab Hin-

weise darauf, dass im niedrigen Temperaturbereich (Tmax=40 °C) eher proliferative und im höhe-

ren Temperaturbereich (Tmax=45 °C) migratorische Prozesse zu tragen kamen. 

Schlussfolgerung: Da es bisher keine Studie gegeben hat, in der die Wirkung der subletalen bis 

letalen transienten Hyperthermie auf RPE-Zellen so umfassend untersucht wurde, wie in der vor-

liegenden Arbeit, können die Ergebnisse wertvolle Einblicke in das grundlegende Verständnis re-

tinaler Laserbehandlungen liefern, einschließlich der kürzlich diskutierten subletalen RPE Hyper-

thermie. Darüber hinaus könnten sie genutzt werden, um die Behandlungsstrategien bei tempe-

raturkontrollierten Netzhaut-Laserbehandlungen zu planen. 



 



 

 

ABSTRACT 

Purpose: Laser-induced hyperthermia in retinal pigment epithelial (RPE) cells is being discussed as 

a new therapy for various diseases of the ocular fundus, such as the age-related macular degen-

eration (AMD). Particularly in connection with invisible (minimally harmful) to non-harmful laser 

treatments of the ocular fundus, the fundamental effects of temperature changes on cells gain 

more and more importance. Thus, the purpose of this thesis was to investigate the reactions of 

RPE cells to transient hyperthermia.  

Methods: A continuous wave Thuliumlaser with a wavelength of 1940 nm was used as a heating 

source. The irradiation of the cell cultures was performed with an irradiation setup which can heat 

cells in a culture dish within a short period of time. Different maximal temperatures (Tmax), be-

tween 40 °C to 69 °C, were applied to the central position of the cell culture dish for 10 s. All ex-

periments were performed with primary RPE cells (P2-Generation) derived from enucleated pig 

eyes. After irradiation different experimental methods were performed. These methods covered 

changes in cellular vitality, the expression and secretion of proteins (HSP70, VEGF), as well as ef-

fects on wound closure (proliferation, migration). 

Results: The obtained results allowed a well-founded statement about the responses of RPE cells 

to transient hyperthermia. Such that certain assumptions, about the influence of the actual Tmax 

and the elapsed time after the irradiation on the observed cell response, could be considered. 

Thus, the data obtained could be used as a basis to sufficiently confirm a clear time dependence 

of apoptotic processes. The expression of HSP70 also appeared to be strongly temperature de-

pendent, with a large difference between sublethal (non-fatal) and lethal (fatal) irradiation. In ad-

dition, the time that had passed after the irradiation seemed to have a major influence on the 

expression of the protein. Overlapping of HSP70 overexpression with apoptotic areas at the edge 

of the central dead areas after lethal irradiation was observed, such that it could be assumed that 

the overexpression of HSP70 also occurs in cells that might go into apoptosis at a later point in 

time. Immunocytochemical staining showed partial evidence of HSP70 translocation into the nu-

cleus. Thus, a conclusion on protective effects by HSP70 was possible. The study of VEGF secretion 

and expression suggested that transient hyperthermia may increase VEGF secretion but not ex-

pression within the first 48 h after irradiation. Furthermore, the results suggested that a slight 

increase in temperature could lead to an improvement in wound healing. There was evidence that 

in the low temperature range (Tmax=40 ° C) proliferative and in the higher temperature range 

(Tmax=45 ° C) migratory processes came to bear.  

Conclusion: Since there had been no study to date that investigated the effect of sublethal to 

lethal transient hyperthermia on RPE-cells so comprehensive as this study, the results of this work 

can provide valuable in-depth insights into the basic understanding of the therapeutic mechanism 

of retinal laser treatment, including the recently discussed sublethal RPE hyperthermia. In addi-

tion, they could be useful in planning of the treatment strategy in temperature-controlled retinal 

laser treatment. 
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HSF Hitzeschock Faktor 

HSP70 Induzierbare Form des Hitzeschock Protein 70 (Protein) 

Hsp70 Hitzeschock Protein 70 (Gen) 

HSPs Hitzeschock Proteine 

I/R Ischämie/Reperfusionsschaden 

IGF Insulin-like Growth Factor, Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 

iMR Integraler Membranrezeptor 

INL Innere Körnerschicht 

IPL Innere plexiforme Schichte 

IR Infrarotes Licht 

iRPE Induziertes retinales Pigmentepithel 

kDa Kilo Dalton 

KT/GT Körper-/Gewebstemperatur 

LASIK Laser-in-situ Keratomileusis 

LH Lokale Hyperthermie 

LLLT Low level laser therapy 

LTP Lasertrabekuloplastik 

m Milli/ Meter 

M Mol 

M Müllerglia 

m/v Masseanteil am Volumen 



  ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

XXIII 

MAPK Mitogen-aktivierte Protein-Kinase 

MerTK Rezeptor Tyrosinkinase MER 

min Minute 

MMP Matrix-Metalloprotease 

mRNA Boten-RNA 

MV Mikrovilli 

MW Mikrowellenstrahlung 

n/a Unbekannt 

Nd:YAG Festkörper Laser aus Neodym-dotiertem Yttrium-Alluminium-Granat 

Nd:YLF Festkörper Laser aus Neodym-dotierten Yttrium-Lithium-Fluorid 

OCT Optische Kohärenztomographie 

ONL Äußere Körnerschicht 

OPL Äußere plexiforme Schicht 

P Phosphat 

PBS- Phosphat-gepufferte Salzlösung ohne Zusatz von MgCl2 und CaCl2 

PDT Photodynamische Therapie 

PED Pigmentepithelablösung 

PEDF Pigment Epithelium Derived Factor; Wachstumsfaktor mit Ursprung im retina-

len Pigmentepithel 

POS Außensegmente der Fotorezeptoren 

RF Radiofrequenz Bestrahlung 

RNA Ribonukleinsäure 

RNM Radikales Stickstoffmolekül 

RPE Retinales Pigmentepithel 

RSM Radikales Sauerstoffmolekül 

RT Regionale Hyperthermie 

s Sekunde 

S Stäbchen 

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese 

siRNA Small interfering RNA 

SRT Selektive Retinatherapie (Laser) 

SRTr Stereotaktische Radiotherapie (Röntgen) 

T10s Temperatur die während einer Bestrahlung von 10s erreicht wurde 

TBS Tris-gepufferte Salzlösung 

TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween20 

TGF-ß Transformierender Wachstumsfaktor 
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TIMP Tissue inhibitor of metalloproteases, Inhibitor für Metalloproteasen 

TJ Tight Junctions; engste Verbindungen zwischen zwei Zellen 

Tmax Maximaltemperatur 

TMR Transmembranrezeptor 

TRP Transienter Rezeptorpotential Kanal 

TRPV1 Transienter Rezeptorpotential Kanal, Subfamilie V (Vanilloid), Mitglied 1 

TTT Transpupilläre Thermotherapie 

UPR Ungefaltete Proteinantwort 

US Ultraschall 

V Volt 

v/v Volumenanteil am Volumen 

VEGF Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 

W Watt 

wAMD Feuchte Form der altersabhängigen Makuladegeneration 

WBHT Whole Body Hyperthermia, Ganzkörper Hyperthermie 

Z Zapfen 

Za Zonula Adherens, Adhäsionsverbindungen 

ΔT Temperaturanstieg 

λ Wellenlänge 
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Pathologische Veränderungen des Augenhintergrundes können sich in verschiedenen, progressi-

ven Erkrankungen manifestieren und oftmals bildet eine Störung in der Funktionalität des retina-

len Pigmentepithels (RPE) die Grundlage für die Pathogenese der Erkrankungen [1-3]. Bei dem RPE 

handelt es sich um eine stark pigmentierte Einzelzellschicht aus hexagonalen Zellen die über Tight-

Junctions (TJ) und Adhäsionsverbindungen (Zonula Adherens; za) in engem Kontakt stehen. Das 

Gewebe spielt eine wichtige Rolle für die Funktionalität der neuronalen Retina und erfüllt eine 

Vielzahl unterschiedlicher Aufgaben. Die dunkle Färbung der RPE-Zellen lässt die Annahme zu, 

dass die Absorption des Streulichtes die grundlegende Funktion des Gewebes darstellt [3]. Tat-

sächlich spielt die starke Pigmentierung eine wichtige Rolle bei der optischen Perzeption und dient 

dem Schutz der restlichen Gewebe im Auge vor photooxidativem Stress [4, 5]. Zudem trägt das 

Gewebe entscheidend zum fehlerfreien Ablauf des Sehprozesses bei. Es ermöglicht, im Rahmen 

des visuellen Zyklus, die Regeneration von Rhodopsin [4, 6, 7] und übernimmt zudem die Phagozy-

tose und Verdauung von abgeschilferten Fotorezeptor Außensegmenten (photoreceptor outer 

segment; POS) [4, 8]. Störungen dieser Prozesse können massive Auswirkungen auf die Retina 

haben [3]. 

Aufgrund der umfangreichen Aufgaben des RPEs ist es im Laufe des Lebens einem hohen Risiko 

durch photooxidativem Stress ausgesetzt [9, 10]. Funktionsstörungen im Stoffwechsel und der 

Phagozytose von POS im RPE fördern die Entstehung der altersbedingten Makulopathie (ARM) 

und der altersbedingten Makuladegeneration (AMD), die Hauptursache für Neuerblindungen im 

Erwachsenenalter in Deutschland. Ein Ungleichgewicht vaskoproliferativer und -inhibitorischer 

Sekretionsprodukte kann eine AMD mit Atrophie oder Neovaskularisationen zur Folge haben [3, 

11, 12]. Des Weiteren begünstigen chronisch nicht-physiologische Stoffwechselzustände des RPEs 

im Rahmen eines Diabetes mellitus die Entwicklung verschiedener Erkrankungen des Augenhin-

tergrundes, wie der diabetischen Retinopathie (DR) oder dem diabetischen Makulaödem (DMÖ) 

[13-16]. Es wird angenommen, dass auch die choroidale seröse Chorioretinopathie (CSC) durch 

einen lokalen Funktionsverlust des RPEs verursacht wird [17]. 

Durch die Stellung des Auges als ein immunprivilegierter Raum bleiben die meisten Therapien die 

über den Blutstrom erfolgen wirkungslos, da das RPE-Gewebe durch seine Barrierefunktion das 

Organ weitestgehend von systemischen Einflüssen abschirmt [3, 18, 19]. Verschiedene Therapie-

verfahren wurden und werden am Augenhintergrund praktiziert [20]. Diese umfassen Laserbe-

handlungen, die intravitreale Gabe von Medikamenten, fokussierte Röntgenstrahlen und neuar-

tige Stammzelltherapien. Das Therapieverfahren wird hierbei entsprechend der Art und Ausprä-

gung der vorliegenden Erkrankung gewählt und angepasst. 

Mit dem RPE als Therapieziel stellt die Lasertherapie die beste Option dar, da die Melanosomen 

der RPE-Zellen das Laserlicht, das durch das Augenmedium bis zu diesem Gewebe vordringen 

kann, innerhalb eines breiten Wellenlängenbereichs stark absorbieren. Laserbehandlungen wer-

den in der Ophthalmologie seit langer Zeit zur Behandlung verschiedener Netzhauterkrankungen 

angewendet [21]. Seit fast 60 Jahren wird die Laser-Photokoagulation zur Behandlung verschiede-

ner Netzhauterkrankungen eingesetzt. Das Ziel dieses Verfahrens ist jedoch die lokale Zerstörung 
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des Zielgewebes. Auf diese Weise kann der lokale Sauerstoffverbrauch im Rahmen der DR verrin-

gert, oder neovaskuläre Gewebe bei der AMD zu zerstört werden. 

In letzter Zeit weckten langfristige Behandlungen chronischer progressiver Krankheiten wie der 

AMD, die mit dem Funktionsverlust des RPEs einhergeht [3, 11, 12], das Interesse an Laserbehand-

lungen des Augenhintergrundes die zu einer Funktions- und/oder Stoffwechselverbesserung des 

RPEs führen könnten. Durch technischen Fortschritt konnten mittlerweile Behandlungsmodi ge-

schaffen werden, die eine automatische temperaturgeregelte Laserbehandlung der Netzhaut er-

lauben [22-26] und somit subletale, nicht zellschädliche Laserbehandlungen der Netzhaut ermög-

lichen.  

In den letzten Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen positive Ergebnisse in klinischen Studien zur 

Behandlung verschiedener Erkrankungen der Makula durch Laserbestrahlung mit geringer Leis-

tung publiziert. Bei denen allerdings die exakte Auswirkung der Behandlung auf die Zellen des 

RPEs nicht eindeutig geklärt werden konnte, da keinerlei Temperaturmessung auf Ebene des Ge-

webes durchgeführt wurde. Die temperaturabhängigen Reaktionen des RPEs erlangten daher ver-

mehrte Aufmerksamkeit, wobei insbesondere die Reaktionen im subletalen Temperaturbereich 

von besonderem Interesse sind. Da subletale Therapiestrategien in der langen Geschichte der re-

tinalen Laserbehandlung eher neuerer Natur sind ist bislang nur wenig über die Reaktion von RPE-

Zellen auf subletale Hyperthermie bekannt. Zu diesem Thema wurden bisher nur wenige in-vitro 

Studien durchgeführt und publiziert [27-29]. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher genauere Untersuchungen bezüglich der Reaktionen von 

Zellen des RPEs auf transiente Hyperthermie, also auf kurzzeitige Temperaturerhöhungen, erfol-

gen. Für die experimentellen Arbeiten wurden ausschließlich primäre RPE-Kulturen verwendet die 

aus frischen, enukleierten Schweineaugen gewonnen wurden. Als Wärmequelle wurde ein Thuli-

umlaser mit einer Wellenlänge von 1940 nm verwendet, dessen Strahlung stark von Wasser ab-

sorbiert wird. Der Bestrahlungsaufbau ermöglichte die Einstrahlung des Lichtes von oben auf das 

Kulturmedium. So konnte sichergestellt werden, dass das Licht vollständig an der Oberfläche des 

Kulturmediums absorbiert wurde, und die Erwärmung der Zellen ausschließlich durch thermische 

Diffusion erfolgte. 

Der für die Bestrahlung der Zellkulturen verwendete Aufbau wurde in der Arbeitsgruppe von PD 

Dr. Miura entwickelt und bereits veröffentlicht [29 , 30]. Das Profil des Laserstrahls war annähernd 

gaußförmig, wodurch in der Mitte der Zellkulturschale die höchste Temperatur erreicht wurde 

und die Temperatur nach außen abfiel. Bei den an zentraler Position der Zellkulturschale angeleg-

ten Maximaltemperaturen (Tmax) nach 10 sekündiger Bestrahlung handelte es sich um 40°C, 44°C, 

47°C, 51°C und 59°C. Zusätzlich wurden nicht bestrahlte (37 °C) Zellkulturen als Kontrollsituation 

betrachtet. 

Nach der Bestrahlung erfolgte die experimentelle Untersuchung verschiedener Parameter, die 

dazu dienen sollten die zellulären Antworten auf kurzzeitige Hyperthermie genauer zu beurteilen. 

In diesem Rahmen sollte auch geklärt werden, ob unterschiedliche Erhöhungen der zentral ange-

legten Temperatur zu veränderten Ergebnissen führen könnten. 
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Apoptose und Nekrose stellen Formen des zellulären Sterbens dar. Während es sich bei der 

Apoptose um einen stark kontrollierten Prozess, den sogenannten programmierten Zelltod, han-

delt, läuft die Nekrose passiv und unkontrolliert (physiologischer Zelltod) ab [31]. 

Apoptotische Vorgänge können auf unterschiedliche Arten auftreten und eine Vielzahl verschie-

dener Stoffwechselwege dabei beteiligt sein, sodass die Apoptose nicht als ein definierter und 

abgrenzbarer Weg des Zelltodes betrachtet werden kann [31-36]. 

Zelltodmechanismen die nach der Photokoagulation durch Laser eintreten können wurden zu Be-

ginn der 2000er Jahre noch nicht tiefgreifend beachtet und untersucht. Da der Zweck der Behand-

lung zunächst ausschließlich darin bestand, das RPE inklusive der äußeren Netzhautschichten zu 

zerstören, wurde der Effekt der Behandlung nur anhand des entstandenen Schadens bewertet. Im 

klinischen Einsatz wurde die weiß Färbung des Gewebes als Anhaltspunkt genommen, experimen-

tell erfolgte die Beurteilung anhand von histologischen Untersuchungen. 

Zusätzlich zum sofortigen nekrotischen Zelltod wurde die Beteiligung von Apoptose an laserindu-

zierten Schäden des RPEs erstmals 2005 von Barak et al. postuliert [37]. Da die Temperaturvertei-

lung an der bestrahlten Stelle normalerweise nicht homogen über eine Fläche auftritt, sondern 

gaußförmig vorliegt, könnten Zelltodreaktionen auf Laserbestrahlung in Abhängigkeit von der Ent-

fernung zum Bestrahlungszentrum stehen. Die tatsächlich vorliegende Temperatur hängt so stark 

von der Entfernung zum Bestrahlungszentrum ab. 

Bisher gibt es keine Studien, in denen detaillierte Zelltodreaktionen von RPE-Zellen nach unter-

schiedlichem Ausmaß thermischer Einflüsse untersucht wurden. Darüber hinaus wurde die Zell-

todkinetik nach thermischer Laserbestrahlung am RPE unzureichend aufgeklärt. Die Aufklärung 

dieser Effekte ist jedoch entscheidend für das Verständnis zellulärer Reaktionen des RPE-Gewebes 

nach unterschiedlichen thermischen Stimulationen. 

Im Rahmen dieser Arbeit diente der Nachweis von Apoptose und Nekrose nach transienter Hyper-

thermie der Einordnung der unterschiedlichen zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) in 

das Schema subletal (nicht tödlich) und letal (tödlich). 

 

 

 

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) spielt eine wichtige Rolle bei der physiologischen 

Funktion von RPE-Zellen [38, 39]. Kann allerdings auch die Neubildung pathologischer Blutgefäße 

fördern [12, 40-42], wodurch er einen wichtigen Angriffspunkt in der Therapie der AMD darstellt 

[20, 43-46]. 

Im Zusammenhang mit Laser-Photokoagulation konnte bereits gezeigt werden, dass sich die 

Menge an sekretiertem VEGF kurzzeitig erhöht [47]. Allerdings wurden noch keine tiefgreifenden 

Untersuchungen bezüglich der Auswirkung subletaler Hyperthermie auf die Sekretion von VEGF 

durchgeführt. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Auswirkung transienter Hyperthermie auf die Sekretion und 

Expression von VEGF tiefgreifender untersucht werden. 
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HSPs stellen eine hoch konservierte und ubiquitär vorkommende Proteinfamilie molekularer Cha-

perone dar [48, 49]. Sie helfen dabei fehlgefaltete Proteine wieder in die physiologische Formation 

zu bringen [50]. Allerdings erfüllen sie diese Aufgabe nicht nur bei geschädigten Proteinen, son-

dern sorgen auch während der Neusynthese für die korrekte Faltung [49]. Sie werden sowohl kon-

stitutiv als auch als zelluläre Antwort auf unterschiedlichste Stressoren gebildet [49, 51]. HSPs 

werden aufgrund ihres Molekulargewichts und/ oder ihrer Funktion in unterschiedliche Unterfa-

milien aufgeteilt [52-54]. HSPs mit einem molekularen Gewicht von etwa70 kDa werden als Hitze-

schock Protein 70 (HSP70) bezeichnet, die Unterfamilie der HSP70 besteht aus einem konstitutiv 

Exprimierten Protein mit 73 kDa (HSC70) und der induzierbaren Form mit 72 kDa (HSP70) [55]. 

Der genaue Mechanismus, der zur Expression von HSP70 durch Stressoren führt ist noch nicht 

eindeutig aufgeklärt worden, es wird vermutet, dass eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren hier-

bei eine Rolle spielen [49, 56]. HSP70 ist zudem an zellulären Schutzprozessen beteiligt [57-62]. 

Insbesondere seitdem subletale Laserbehandlungen für die Behandlung von Netzhauterkrankun-

gen eingesetzt werden, gewinnt HSP70 zunehmend an Aufmerksamkeit. Obwohl bereits einige 

Veröffentlichungen von einer erhöhten HSP70 Expression nach subletaler Bestrahlung berichten 

[28, 63-65], haben sich bislang keine Studien mit der HSP70-Expression nach unterschiedlicher 

thermischer Stimulation befasst. Zudem wurden noch keine Untersuchungen vorgenommen die 

die HSP70-Expression mit Zellvitalität und zellulärer Proliferation in Zusammenhang setzen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des Proteins HSP70 nach unterschiedlichen Tem-

peraturerhöhungen untersucht. Es wurde auch überprüft ob anhand der Menge, beziehungsweise 

der Lokalisation des exprimierten Proteins eine Aussage über den Stoffwechselzustand der be-

troffenen Zellen getroffen werden könnte. 

 

 

 

Die Wundheilung beschreibt einen Prozess, der nach Schädigung eines Gewebes zu dessen Ver-

schluss führt. Sie umfasst unter anderem zwei unabhängigen Prozesse, der zellulären Migration 

und der Proliferation von Zellen [66, 67]. 

Die zelluläre Migration kann in vier komplexe Phasen unterteilt werden. Zunächst kommt es einer 

Ausstülpung der Lamellipodien, die zur Stabilisation am Substrat adhärieren. Es folgt die Kontrak-

tion und nach dem Lösen alter Fokalkontakte dem Nachziehen des Zellkörpers [68, 69]. Unter Zell-

proliferation versteht man die Vermehrung von Zellen innerhalb eines Gewebes. In adulten Orga-

nismen liegt die Majorität der Zellen in einer Art mitotischem Ruhezustand (G0-Phase) vor und es 

findet keine Zellteilung statt. Allerdings können bestimmte Wachstumsfaktoren oder Zell-Zell-In-

teraktionen eine erneute Zellteilung anregen [70]. Der Zellzyklus lässt sich in fünf Phasen unter-

teilen, die G0-Phase (Ruhezustand), die G1-Phase (Regulation des Fortschreitens der Zellteilung), 

der S-Phase (Replikation der Desoxyribonukleinsäure (DNA)), der G2-Phase (Regulation des Fort-

schreitens der Zellteilung) und M-Phase (Mitose, Teilung der Zellen) [70]. Es konnte bereits gezeigt 

werden, dass subletale Laserbestrahlung die Proliferation unterschiedlicher Zelltypen anregen 

kann [71]. 
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Ein schneller und effektiver Wundverschluss des RPEs als Einzelzellschicht spielt eine wichtige 

Rolle bei der Erhaltung der Netzhautfunktion. Bezüglich der Wirkung von subletaler Hyperthermie 

auf die Wundheilung von RPE-Zellen gibt es nur wenige bislang publizierte experimentelle Arbei-

ten [72, 73]. Diese Veröffentlichungen konnten nachweisen, dass Laserbestrahlungen mit niedri-

gerer Leistung den Wundschluss bei kultivierten RPE-Zellen deutlich beschleunigten. Allerdings 

wurden im Rahmen dieser Studien keine Temperaturangaben getroffen und bisher wurden keine 

weiteren Untersuchungen durchgeführt. Im Zusammenhang mit subletalen Laserbehandlungen 

des RPEs, sollte dieses Thema erneut und mit einer besseren Temperaturbeurteilung diskutiert 

und genauer untersucht werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Einfluss von subletaler Laserbestrahlung auf die Wund-

heilung, unter Betrachtung der zellulären Proliferation und Migration, untersucht. 
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Organe zur Lichtperzeption finden sich, in unterschiedlichen Ausprägungen, bei etwa 95 % der 

rezenten Tierarten [74]. Betrachtet man das Auge eines Säugetiers (Abbildung 1), so zeigen sich 

äußerlich folgende Merkmale: Das Auge ist ein annähernd kugelförmiges Gebilde, dass von einer 

weißen Haut (Sklera) umspannt ist. Auf der einen Seite liegt die farbige Regenbogenhaut (Iris) und 

auf der gegenüberlegenden der Sehnerv. In der Mitte der Iris befindet sich die Pupille die von der 

Hornhaut (Cornea) überzogen ist. Die Cornea ermöglicht, zusammen mit der kristallinen Linse, 

eine scharfe Abbildung von Bildern auf der Retina, die am Augenhintergrund liegt. Der Innere 

Raum des Auges wird durch eine gelartige Masse, den Glaskörper, ausgefüllt [75]. 

 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Querschnitts eines Säugetierauges und des Augenhintergrundes 

A: Die drei konzentrischen Schichten Lederhaut, Aderhaut und Retina bilden die Hülle des Auges. Der Innenraum wird 

durch den Glaskörper ausgefüllt, dieser bildet zusammen mit der Linse, dem Kammerwasser und der Hornhaut das den 

dioptrischen Apparat. Modifiziert nach Abramoff [76]. B: Fundusaufnahme des Augenhintergrundes. Eingezeichnet sind 

die Fovea (gepunkteter Kreis), die Makula (Bereich mit vielen Stäbchen; gestrichelter Kreis), der blinde Fleck (grauer 

Kreis) und die Sehnervenpapille (schwarzer Kreis). Modifiziert nach Kolb [77]. 

 

Neuere molekularbiologische Arbeiten konnten eine grundlegende Verwandtschaft einzelner Be-

standteile der Lichtsinnesorgane zwischen unterschiedlichen phylogenetischen Stämmen aufzei-

gen, und es wird vermutet, dass bestimmte Faktoren, welche die Entstehung von Augen begüns-

tigen, bereits bei den ersten Metazoen (etwa zur Zeit der Entstehung der Cnidarier) vorhanden 

waren [78, 79]. Bei Vertebraten erfolgt die Anlage des Auges zu einem frühen Zeitpunkt in der 

Embryonalentwicklung [80, 81], während der aus einer Gruppe von Zellen am anterioren Ende der 

Neuralleiste die Retina hervorgeht [82]. 

Allgemein dient das Auge der Aufnahme und Vorverarbeitung von Lichtsinnesreizen. Die physika-

lischen Lichtreize werden von spezialisierten Zellen (Zapfen und Stäbchen) in chemisch/elektri-

sche Signale umgewandelt und diese entlang des Sehnervs in das visuelle Zentrum des Gehirns 

weitergeleitet [76]. 
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Die Retina dient im Auge der Perzeption des Lichtes. Sie stellt ein hochspezialisiertes, laminar auf-

gebautes Gewebe dar, in dem histologisch unterschiedlicher Zellen spezifische Aufgaben erfüllen 

(Abbildung 2) [77]. Der Aufbau der Retina ist bei allen Vertebraten prinzipiell gleich. Das in das 

Auge eintretende Licht (Abbildung 2; gelbe Pfeile) durchquert zunächst den Glaskörper (Abbildung 

2; GK) und anschließend die unterschiedlichen Schichten der Retina, bis es schlussendlich die Fo-

torezeptoren erreicht [76]. 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus der Retina 

Der Aufbau der vertebraten Retina ist laminar und invers, so dass das Licht zunächst die unterschiedlichen Sichten der 

Retina durchdringen muss bis es schlussendlich an den Fotorezeptoren ankommt und detektiert werden kann. Rechte 

Seite der Abbildung: COR: Choroidea (Aderhaut), RPE: Retinales Pigmentepithel, POS: Außensegmente der Fotorezep-

toren, ONL: Äußere Körnerschicht, OPL: Äußere plexiforme Schicht, INL: Innere Körnerschicht, IPL: Innere plexiforme 

Schicht, GC: Ganglienzellschicht, GK: Glaskörper. Rechte Seite der Abbildung: BM: Bruchmembran, S: Stäbchen, Z: Zap-

fen, H: Horizontalzellen, Bi: Bipolarzellen, M: Müllerglia, A: Amakrinzellen, G: Ganglienzellen, Ax: Axone. Die schraffierte 

Pfeilspitze spiegelt die Lage der subretinalen Membran wider [83], die gelben Pfeile geben die Richtung, in der das Licht 

auf die Retina trifft an. Modifiziert nach Abramoff [76] und Kolb [77]. 

 

Die Umwandlung des physikalischen Lichtreizes in ein chemisch/elektrisches Signal findet an den 

POS (Abbildung 2) statt. Die umgewandelten Reize werden in der äußeren plexiformen Schicht 

(OPL: outer plexiform layer; Abbildung 2) über die synaptischen Enden der Fotorezeptoren auf die 

Bipolar- (Abbildung 2; Bi; gelb) und Horizontalzellen (Abbildung 2; H; grün), verschaltet. Die Körper 

dieser Zellen erstrecken sich in die innere Körnerschicht (INL: inner nuclear layer; Abbildung 2). 
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Neben den Bipolar- und Horizontalzellen enthält die INL die Zellkörper der Amakrinzellen (Abbil-

dung 2; A; grau) und der Müllerglia (Abbildung 2; M; violett). Die einzelnen Zelltypen stehen in der 

INL über synaptische Verbindungen im Kontakt. Das Signal gelangt anschließend in die innere ple-

xiforme Schicht (IPL: inner plexiform layer; Abbildung 2). In dieser befinden sich die Axonenden 

der Bipolarzellen (Abbildung 2; Bi; gelb), sowie die Dendriten der Amakrinzellen (Abbildung 2; A; 

grau) und Ganglienzellen (Abbildung 2; G, braun). Die IPL dient der Vorverarbeitung neurologi-

scher Signale und der Signalweitergabe an die Ganglienzellen. Die Zellkörper der Ganglienzellen 

liegen in der Ganglienzellschicht (GC: ganglion cell layer; Abbildung 2), die Axone der Ganglienzel-

len (Abbildung 2, Ax; braun) bilden in ihrer Gesamtheit den Sehnerv über den das umgewandelte 

Signal schlussendlich an das visuelle Zentrum des Gehirns weitergeleitet und dort verarbeitet 

wird. 

Die Verteilung von Zapfen und Stäbchen variiert beim Menschen stark in unterschiedlichen Berei-

chen der Retina. Während im Großteil der Retina mehr Stäbchen (schwarz/weiß-Sehen) vorkom-

men, liegen im Bereich der Makula (auch: gelber Fleck; Abbildung 1 B) mehr Zapfen (Farbsehen) 

vor. Das Zentrum der Makula bildet ein trichterförmig eingesenkter Bereich, die Fovea (Abbildung 

1). In dem Areal, in dem die Axone der Ganglienzellen zum Sehnerv zusammengefasst werden 

(Sehnervenpapille) befinden sich keine Fotorezeptoren (Blinder Fleck; Abbildung 1 B). 

Die POS stehen zudem mit dem stark pigmentierten RPE-Gewebe in Kontakt. Das RPE Gewebe 

dient hier nicht nur Absorption von Licht, sondern auch der Phagozytose des gebleichten Retinals 

aus dem Rhodopsin der Fotorezeptoren. Das RPE wird durch die Bruchmembran (Abbildung 2; 

BM) von der Aderhaut abgegrenzt. 
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Bei dem RPE handelt es sich um eine stark pigmentierte Einzelzellschicht aus hexagonalen Zellen, 

die lateral über verschiedene Zell-Zell-Verbindungen in engem Kontakt stehen (Abbildung 3 B). 

Auf der apikalen Seite steht es über Mikrovilli in direktem Kontakt mit den POS [3, 16]. Auf der 

basalen Seite wird es durch die Bruchmembran von der Aderhaut abgegrenzt (Abbildung 3 A) [3]. 

Unter physiologischen Bedingungen halten die Zell-Zell-Verbindungen die RPE-Zellen eng beiei-

nander. Durch die so entstehende Kontaktinhibition wird eine weitere Proliferation der Zellen ver-

hindert [4, 84]. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Lage und des Aufbaus des retinalen Pigmentepithels sowie dessen räum-

liche Organisation 

A: Das RPE Gewebe wird durch die Bruchmembran von der Aderhaut abgegrenzt und steht in direktem Kontakt mit der 

neuronalen Retina. Die hexagonal aufgebauten RPE-Zellen enthalten neben den klassischen Zellorganellen melaninhal-

tige Melanosomen, durch welche die dunkle Färbung des Zellkörpers entsteht. B: Räumliche Organisation einer RPE-

Zelle. Die Zellen des RPEs lassen sich in eine apikale und eine basale Zone unterteilen. Die apikale Zone enthält hierbei 

die Melanosomen und Zentrosomen, die basale die Mitochondrien und Peroxisomen. Apikale Fortsätze (Mikrovilli), die 

von der apikalen Zellmembran gebildet werden, treten mit den POS in Verbindung. Im lateralen Bereich der Zellmemb-

ran liegen verschiedene Zell-Zell Verbindungen (zo: Zonula occludens, Tight Junctions; za: Zonula adhaerens, Adhäsions-

verbindungen; gj: Gap Junctions, Zell-Zell-Kanäle; d: Desmosomen), durch die die Zellen des RPEs in engem Kontakt 

stehen. Entnommen aus und modifiziert nach Marmor und Wolfsberger [85]. 

 

Neben den normalen Zellorganellen wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER) oder den Mito-

chondrien enthalten RPE-Zellen zudem dunkel pigmentierte Melanosomen. Die starke Pigmentie-

rung des Gewebes spielt eine wichtige Rolle bei der optischen Perzeption und dient zudem dem 

Schutz der restlichen Gewebe im Auge (2.2.1) [4, 5]. 
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Während der Embryogenese geht das RPE aus der äußeren Zellschicht des Augenbechers (Meso-

derm des Kopfes) hervor, wohingegen die Retina von der inneren Schicht des Augenbechers (Neu-

roektoderm des Vorderhirns) gebildet wird [86]. Bereits zu diesem Zeitpunkt stehen die beiden 

Gewebe in direkter Abhängigkeit zueinander [3, 86, 87]. Wobei davon ausgegangen wird, dass bei 

Störungen der retinalen Entwicklung das RPE in der Lage ist durch Transdifferenzierung eine mehr-

schichtige Retina hervorzubringen [88]. Es besteht keine direkte Verbindung zwischen Retina und 

RPE. Einzig der Abtransport von Wasser, durch das RPE-Gewebe und der dadurch entstehende 

Sog, fördert die Adhäsion der Retina und hält sie im physiologischen Abstand zum retinalen Pig-

mentepithel [87]. 

Das RPE erfüllt eine Vielzahl unterschiedlicher Aufgaben (Abbildung 4), wobei es sich wie drei un-

terschiedliche Zelltypen (Epithel, Makrophagen, Gliazellen) verhält [8]. Die Hauptfunktionen des 

RPEs werden im Folgenden detailliert beschrieben. 

 

 

Abbildung 4: Darstellung unterschiedlicher Funktionen des retinalen Pigmentepithels 

Bei den Funktionen des RPE handelt es sich um Lichtabsorption, epithelialen Transport, den Aufbau eines Protonengra-

dienten, bestimmte Schritte des visuellen Zyklus, der Phagozytose der Fotorezeptor Außensegmente und der Sekretion 

verschiedener Faktoren. Abkürzungen: MV=Mikrovilli; OS=Fotorezeptor Außensegmente. Übernommen aus und modi-

fiziert nach Strauss [3]. 

 

 

 

Durch die dunkle Färbung des RPE-Gewebes ist es naheliegend die Absorption des Lichtes als 

grundlegende Funktion des Gewebes anzunehmen [3]. Das in den Melanosomen vorliegende Me-

lanin verhindert die Rückstreuung des auf die Fovea fokussierten Lichtes und ermöglicht so eine 

Schärfung des abgebildeten Bildes.  

In adulten RPE-Zellen liegen die Melanosomen auf der apikalen Seite bis zur zentralen Ebene der 

Zelle vor, wohingegen sie nicht auf der basalen Seite vorkommen. Zudem lässt sich eine Bewegung 

der Melanosomen, im Zusammenhang mit dem Hell-Dunkel Zyklus, innerhalb des Zytoplasmas 

beobachten, wobei sie bei Anwesenheit von Licht näher an die apikale Membran der Zelle wan-

dern [89, 90]. Über den gesamten Augenhintergrund betrachtet nimmt der Melaningehalt der 

RPE-Zellen von der Peripherie hin zum posterioren Teil hin ab, wobei es im Bereich der Makula zu 

einer starken Erhöhung an Melanin kommt [84]. 



GRUNDLAGEN   

12 

Neben dem Melanin enthalten die RPE Zellen zudem Lutein und Zeaxanthin [84], die blaues Licht 

absorbieren und so einen Schutz vor lichtinduziertem oxidativem Stress darstellen. Da Licht dieser 

Wellenlänge ansonsten die Radikalbildung durch Photooxidation des Lipofuszin begünstigen 

würde ist der Anteil dieser Pigmente insbesondere im Bereich der Makula (Abbildung 1 B) erhöht 

[3]. Der Anteil von Lutein und Zeaxanthin innerhalb der Zellen verhält sich dabei im Menschen 

invers zum Melaningehalt [84].  

Während der Absorption von Umgebungslicht können die Melanosomen zu einer Aufheizung (bis 

zu 40 °C) des RPE-Gewebes führen [91, 92]. Die so entstehende Temperaturerhöhung wird ver-

mutlich von der Aderhaut abgefangen und durch Wärmediffusion von der Retina weggeführt [92]. 

Aufgrund der starken Lichtabsorption durch die Melanosomen stellt das RPE-Gewebe den Haupt-

absorber bei der Behandlung des Augenhintergrundes mit Laserstrahlen dar [93-96]. 

 

 

 

Das RPE-Gewebe spielt zudem eine wichtige Rolle beim Sehprozess. So nimmt das RPE eine wich-

tige Rolle im visuellen Zyklus ein. Allgemein gesprochen beginnt der Sehprozess mit der Absorp-

tion eines Photons an der Chromophore, 11-cis Retinal, des retinalen Rhodopsins [97].  

 

 

Abbildung 5: Vereinfachte schematische Darstellung des visuellen Zyklus 

Die Umsetzung von Rhodopsin zu all-trans Retinal erfolgt in den Fotorezeptoren (schwarz umrandeter Bereich) durch 

die Absorption eines Photons. All-trans Retinol wird über den subretinalen Raum (blauer Bereich) und gelangt in das 

RPE (grauer Bereich). Im RPE erfolgt die Re-Isomerisierung des all-trans Retinols zu 11-cis Retinal. Modifiziert nach 

Thompson [6], Bok [4] und Xue [7]. 
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Während dieser Reaktion wird das 11-cis Retinal zu all-trans Retinal umgesetzt, der Stoff wird an-

schließend innerhalb der Stäbchen in die Außensegmente transportiert wo er durch die Reaktion 

mit einer Membranständigen Dehydrogenase zu all-trans Retinol (Vitamin A) reduziert und in den 

subretinalen Raum transportiert wird (Abbildung 5) [4]. Von dort gelangt es in die RPE-Zellen und 

wird über eine Abfolge mehrerer Enzyme zu 11-cis Retinal (Abbildung 5, blau) umgesetzt. Das 11-

cis Retinal wird anschließend wieder zu den Fotorezeptoren transportiert, wo es zur Regeneration 

des Rhodopsins genutzt wird und durch die Absorption eines weiteren Photons einen neuen visu-

ellen Zyklus starten kann [4, 6, 7]. Die Regeneration des Rhodopsins und die damit verbundene 

Re-Isomerisierung von all-trans Retinal zu 11-cis Retinal sind somit entscheidend für die Funktion 

des Sehprozesses [79]. Insbesondere die Funktionalität des Enzyms RPE65 nimmt hierbei eine ent-

scheidende Rolle ein [7] und Störungen dieses Enzyms haben massive Auswirkung auf die Licht-

perzeption [3, 7, 98]. 

 

 

 

Neben dem visuellen Zyklus hat das RPE einen weiteren wichtigen Anteil am Sehprozess, die Pha-

gozytose abgeschilferter POS [4, 8]. Während der Absorption von Licht kommt es fortlaufend zu 

photooxidativem Schäden an den POS [3], wodurch diese immer wieder erneuert werden müssen. 

Dieser Prozess ist stark an den zirkadianen Rhythmus (Tagesrythmus) gekoppelt und wird in den 

Morgenstunden durch das Einwirken von Licht hervorgerufen [99, 100].  

Die Phagozytose im RPE lässt sich prinzipiell in vier nacheinander ablaufende Phasen unterteilen, 

das Erkennen, die Anbindung, die Aufnahme und den Verdau der POS (Abbildung 6) [101]. Es wird 

davon ausgegangen, dass die Phagozytose aktiv sowohl vom RPE, als auch von den Fotorezeptoren 

gesteuert wird [102]. Die Spitze des zu verdauenden POS wird durch vom RPE ausgebildete Pseu-

dopodien umschlungen (Abbildung 6 A-D) und schließlich abgetrennt (Abbildung 6 E). Die aufge-

nommene Spitze wird in der RPE-Zelle in Phagosomen verpackt und verdaut. 

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Phagozytose von Fotorezeptor Außensegmenten  

Die Spitze des zu verdauenden POS wird durch vom RPE ausgebildete Pseudopodien umschlungen (A-D) und schließlich 

abgetrennt (E). Entnommen aus und modifiziert nach Marmor und Wolfsberg [85]. 

 

 



GRUNDLAGEN   

14 

Eine Beteiligung von drei Membran-assoziierten Rezeptoren, an der apikalen Membran der RPE-

Zellen, konnte bereits nachgewiesen werden. Bei diesen handelt es sich um CD36, die Rezeptor 

Tyrosinkinase MER (MerTK) und αvβ5 Integrin. Das Zusammenspiel der drei Rezeptoren ist ent-

scheidend für die erfolgreiche Phagozytose der POS [103, 104]. Eine Störung dieses Prozesses 

steht in direktem Zusammenhang mit degenerativen Veränderungen der Retina [3]. 

 

 

 

Die enge Verbindung zwischen den RPE-Zellen durch TJ und andere Zell-Zell-Verbindungen ermög-

licht die Bildung des immunprivilegierten Raumes des Auges. Das RPE dient hierbei als tatsächliche 

physiologische Barriere, die das Auge vom Blutstrom des Gesamtorganismus trennt und bildet 

somit die Grundlage der äußeren Blut-Retina Schranke. Auf der anderen Seite kommuniziert das 

RPE-Gewebe mit dem Immunsystem und steuert so die Immunantwort unter physiologischen und 

pathologischen Umständen [18, 19] und ermöglicht einen hoch selektiven Transport von unter-

schiedlichen Substanzen zwischen Blut und Retina [99]. 

In Richtung vom Blutstrom zur Retina transportiert das RPE vor allem Nährstoffe wie Glukose (Sta-

bilisierung des retinalen Stoffwechsels), 11-cis Retinal (visueller Zyklus) und ω-3 Fettsäuren (Auf-

bau der Membran der Fotorezeptoren) [8, 105]. Durch die Bereitstellung dieser Komponenten 

sorgt das RPE maßgeblich für die Funktionalität der Retina und ermöglicht einen kontinuierlichen 

Ablauf des visuellen Zyklus (2.2.2). 

In der entgegengesetzten Richtung sorgt das RPE-Gewebe für den Abtransport von Wasser (Ver-

meidung von Ödemen und Wasserablagerungen im intra/subretinalen Raum), Ionen (Aufrechter-

haltung des Erregungspotentials der Zellen aus der neuronalen Retina) und Stoffwechselendpro-

dukten vom subretinalen Raum in Richtung des Blutstroms [8, 106-108]. 
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Das RPE sekretiert eine Vielzahl verschiedener Faktoren mit unterschiedlichen Aufgaben [16]. Eine 

Übersicht über ausgewählte Faktoren ist in Tabelle 1 aufgeführt. Die Tabelle gibt zudem eine 

grobe Übersicht über die Aufgabe des jeweiligen Wachstumsfaktors und falls bekannt, ob die Ab-

gabe in Richtung der Retina (Apikal) oder der Aderhaut (Basolateral) erfolgt. 

 

Tabelle 1: Übersicht über eine Auswahl der vom RPE sekretierten Wachstumsfaktoren 

FGF: Fibroblast Growth Factor, Fibroblasten-Wachstumsfaktor; IGF: Insulin-like Growth Factor, Insulinähnlicher Wachs-

tumsfaktor; NGF: Nerve Growth Factor, Nervenwachstumsfaktor; MMP: Matrix-Metalloprotease; PEDF: Pigment Epithe-

lium Derived Factor, Wachstumsfaktor mit Ursprung im retinalen Pigmentepithel; TGB-ß: Transforming Growth Factor, 

Transformierender Wachstumsfaktor; TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteases, Inhibitor für Metalloproteasen; VEGF: 

Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor; αB: Basolateral; A: Apikal; n/a: Unbekannt. 

 

Bezeichnung Sekretion Aufgabe Quelle 

FGF-Familie 
(FGF-1,2,5) 

B Antiangiogenetischer Effekt, Mitogene 
Effekte, Zellüberleben 

[109-111] 

IGF-1 n/a Wachstum und Entwicklung [104, 112, 113] 

NGF n/a Schutz vor oxidativem Stress [110, 114] 

MMP-2 A Abbau der EZM [115-117] 

PEDF A Stabilisierung Retina, Antiangiogeneti-
scher Effekt 

[42, 118-120]. 

TGF-ß n/a Proliferation, Differenzierung, Schutz vor 
oxidativem Stress 

[121-123] 

TIMP-1 A Inhibition von MMPs [115-117] 

VEGF-Familie B Schutz der Aderhaut, Permeabilität RPE-
Gewebe, Gefäßneubildungen (CNV) 

[11, 12, 38-41] 

α-B-Crystallin A Zytoprotektiver Effekt [124, 125] 

 

 

 

Eine Störung in der Funktionalität des RPEs führt zur Entstehung unterschiedlicher Netzhauter-

krankungen [1-3]. So konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress eine langfristige Auswirkung 

auf den Zusammenhalt zwischen den RPE-Zellen hat [9, 10], wodurch es zu einem Verlust von 

Zellen aus dem Verband kommen kann. Die verbleibenden Zellen sind einer stärkeren metaboli-

schen Belastung ausgesetzt, zudem nimmt die Pigmentierung der Zellen ab, wodurch die protek-

tiven Eigenschaften des Gewebes limitiert werden [126, 127]. Beeinträchtigungen der Pumpfunk-

tion des RPEs können zum einen zu einer Netzhautablösung und zum anderen zu der Bildung von 

intraretinalen Ödemen führen [128]. Chronisch nicht-physiologische Stoffwechselzustände im 

Rahmen eines Diabetes mellitus begünstigen die Entwicklung verschiedener Erkrankungen des Au-

genhintergrundes, wie der DR oder dem DMÖ [13-16]. Funktionsstörungen im Stoffwechsel und 

der Phagozytose von äußeren Fotorezeptorsegmenten im RPE fördern die Entstehung der ARM 
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und der AMD. Ein Ungleichgewicht vasoproliferativer und -inhibitorischer Sekretionsprodukte 

kann eine AMD mit Atrophie oder Neovaskularisationen zur Folge haben [3, 11, 12]. 

 

 

 

Die AMD stellt in westlichen Industrienationen die häufigste Ursache für Neuerblindungen im Er-

wachsenenalter dar [129]. Bei der Entstehung der Erkrankung gibt es einen klaren Zusammenhang 

mit dem Alter der betroffenen Patienten [130]. So sind 2-3% der 50-jährigen und 25% der über 

80-jährigen von der Erkrankung betroffen [86, 129]. 

Weitere Risikofaktoren umfassen genetische Vorbelastungen, lebensstilabhängige Faktoren (Rau-

chen, Ernährung), systemische Erkrankungen wie Bluthochdruck und die Exposition von UV-Licht 

[131-133]. Zudem begünstigt oxidativer Stress das Fortschreiten der Erkrankung [9]. 

Es wird angenommen, dass eine Verschlechterung des metabolischen Zustands [3], beziehungs-

weise ein Verlust an RPE-Zellen [134-136] maßgeblich an der Entstehung der Erkrankung beteiligt 

sind. Wie bereits unter dem Abschnitt 2.2 aufgeführt, spielt das RPE eine wichtige Rolle für die 

physiologische Funktion der Retina. Im Zusammenhang mit AMD stellt insbesondere die Beteili-

gung des RPEs am visuellen Zyklus [4, 6, 7] und die Versorgung der Retina mit Metaboliten und 

Ionen die wichtigsten Funktionen dar [8, 106-108]. Der Verlust einzelner RPE-Zellen aus dem Zell-

verband wird zudem mit dem Einwachsen von Blutgefäßen von der Aderhaut in Richtung der Re-

tina in Zusammenhang gebracht [3, 11, 12]. 

Die pathologischen Veränderungen die während der AMD auftreten betreffen den Bereich der 

Makula (Abbildung 1; Abbildung 7) und haben daher massive Auswirkungen auf die visuelle Wahr-

nehmung der betroffenen Patienten [137]. 

Der Verlauf der Erkrankung lässt sich in zwei Stadien, das frühe (early AMD) und das späte (late 

AMD), unterteilen. Im frühen Stadium der AMD treten erste Drusen (Abbildung 7) auf [138]. Bei 

weichen Drusen handelt es sich um extrazelluläre Ablagerungen, die sich zwischen der basalen 

Membran der RPE-Zellen und der Bruchmembran ansammeln und eine Störung des Stoffaus-

tauschs zwischen Aderhaut und RPE bedingen [139]. Weiche Drusen können im Laufe der Zeit 

verkalken (kalzifizieren) und sich zu größeren Drusen zusammenfassen [140]. 
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Abbildung 7: Fundusaufnahme und Fluoreszenzangiographie 

Beide Aufnahmen zeigen den Befund aus demselben Auge. A: Fundusaufnahme manifestierter kalzifizierter Drusen; b: 

Fluoreszenzangiographie (FLA), der Pfeil zeigt Areale geographischer Atrophie an. Entnommen aus von Strachwitz [138]. 

 

Im späten Verlauf der AMD kommt es zu geographischer Atrophie des RPEs, einer Ablösung der 

Pigmentepithelzellen (pigment epithelial detachment; PED) und choroidalen Gefäßneubildungen 

(choroidal neovascularization; CNV) [11]. Die Entstehung der CNV markiert eine weitere Unter-

scheidbarkeit innerhalb der AMD. So kann die AMD trocken (dry AMD; dAMD) oder feucht (wet 

AMD, wAMD) verlaufen. Bei etwa 10-15% der Patienten mit dAMD entwickelt sich die Erkrankung 

zur feuchten Form. 

Im Rahmen der wAMD kommt es zu einer Überproduktion von angiogenen Faktoren, insbeson-

dere VEGF spielt hier eine entscheidende Rolle [12, 141, 142]. Die neugebildeten Blutgefäße bre-

chen durch die Bruchmembran in den subretinalen Raum dort kommt es durch Hyperpermeabili-

tät der Gefäße zu Leckagen [102]. Wodurch es zu einer Abhebung des RPEs und der Retina sowie 

die Akkumulation von extrazellulärer Flüssigkeit (Makulaödem) kommt. Zugleich wird die Prolife-

ration der RPE-Zellen stimuliert und der Anteil des Bindegewebes vermehrt sich (Fibrosierung), 

wodurch die Bildung eines zumeist irreversiblen zentralen Skotoms begünstigt wird [127]. 

Diese Entwicklung stellt bei 80-85% der Patienten den häufigsten Grund für eine massive Ver-

schlechterung des Visus dar [143, 144]. 

Bisher gibt es keine Möglichkeit die trockene Form der AMD grundlegend zu behandeln. Viele 

unterschiedliche therapeutische Maßnahmen zur Behandlung der feuchten AMD wurden bereits 

ausprobiert. In den späten 1980er Jahren wurde damit begonnen die neovaskulären Membranen 

in chirurgische Eingriffe zu entfernen [145], dieser Eingriff stellt eine hoch-invasive Therapieform 

dar und wird, außer bei Patienten mit besonders ausgeprägten submakularen Hämorrhagien, 

nicht mehr eingesetzt [146, 147]. Bis in die frühen 2000er Jahre wurden vor allem Laser therapeu-

tisch eingesetzt. Bei den hier angewandten Behandlungsmodi handelte es sich um die Photokoa-

gulation [95, 96, 148-150], die photodynamische Therapie (PDT) [151-153], die transpupilläre 

Thermotherapie (TTT) [154, 155]. Seit 2005 stellt die intravitreale Gabe von VEGF Inhibitoren dar 

[41, 156]. 
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Das RPE spielt eine wichtige Rolle für die Funktionalität der neuronalen Retina und Veränderungen 

in diesem Gewebe stehen in direktem Zusammenhang mit der Entstehung verschiedener Erkran-

kungen wie der AMD [88, 128, 157]. Durch die Stellung des Auges als einen immunprivilegierten 

Raum bleiben die meisten Therapien die über den Blutstrom erfolgen wirkungslos, da das RPE-

Gewebe durch seine Barrierefunktion das Organ weitestgehend von systemischen Einflüssen ab-

schirmt [3, 18, 19]. Verschiedene Therapieverfahren wurden und werden am Augenhintergrund 

praktiziert [20]. Diese umfassen die intravitreale Gabe von Antikörpern oder Kortikosteroiden, La-

serbehandlungen, fokussierte Röntgenstrahlen, und neuartige Stammzelltherapien. Das Therapie-

verfahren wird hierbei entsprechend der Art und Ausprägung der vorliegenden Erkrankung ge-

wählt und angepasst. 

 

 

 

 

Auf der Suche nach Therapiemaßnahmen, die die Neubildung von Blutgefäßen (CNV) verringern 

könnten, wurde die intravitreale Flüssigkeit von Patienten mit AMD untersucht und erhöhte Kon-

zentrationen des Wachstumsfaktors VEGF festgestellt [142, 158]. Da dieser Wachstumsfaktor ei-

nen maßgeblichen Einfluss auf die Neubildung von Blutgefäßen hat [12, 40-42], wurden Therapeu-

tika entwickelt, die dazu dienen sollten die Konzentration an VEGF im Auge zu reduzieren. Als 

erstes Medikament dieser Art wurde Pegaptanib (Abbildung 8; B), ein Aptamer, 2004 von der Le-

bensmittelüberwachungs- und Arzneimittelbehörde der Vereinigten Staaten (FDA) zugelassen 

[159]. 

Der Einsatz von anti-VEGF-Medikation gilt derzeit als Goldstandard für die Therapie der fAMD und 

kommt mittlerweile auch bei anderen Erkrankungen des Augenhintergrundes, wie dem DMÖ und 

der DR, zum Einsatz [41, 156]. Die Gabe der Medikamente erfolgt intravitreal, wird also direkt in 

den Glaskörper injiziert. 

Mittlerweile steht eine Vielzahl unterschiedlicher anti-VEGF Medikamente zur Verfügung (Abbil-

dung 8). Diese fangen das VEGF entweder direkt ab (Abbildung 8; A-C), oder dienen dazu VEGF-

Rezeptoren extrazellulär (Abbildung 8; D,E) oder intrazellulär (Abbildung 8; F) zu blockieren. Auch 

siRNA (small interfering RNA) kann hier zum Einsatz kommen [46]. 

Die direkte Auswirkung der Medikamente auf das Fortschreiten der behandelten Erkrankungen 

wird derzeit evaluiert [20, 43-46] und auch der Einsatz von Kombinationstherapien aus Laserbe-

strahlung und anti-VEGF Medikation berücksichtigt [160]. Abseits der pro-angiogenetischen Ei-

genschaften von VEGF spielt der Wachstumsfaktor eine Entscheidende Rolle für die Funktionalität 

des RPE-Gewebes [38, 39], wodurch der Einsatz der Medikamente infrage gestellt wurde [161, 

162]. Eine klinische Langzeitstudie aus dem Jahr 2015 belegte das Auftreten von Atrophie des RPE-

Gewebes unter langfristiger Gabe von anti-VEGF Medikation [163]. 
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Abbildung 8: Strategien der Anti-VEGF-Therapie 

Dargestellt sind unterschiedliche Strategien zur Inhibition des VEGF-Signalwegs mit den geläufigsten Wirkstoffen. A: 

Monoklonale Antikörper gegen VEGF-A; B: Aptamere, Oligonukleotide die an die Heparin-bindende Domäne von VEGF-

165 binden; C: Lösliche Rezeptoren, eine alternative gespleißte Form des Rezeptors VEGR-R1; D: Monoklonale Antikör-

per gegen VEGF-R1; E: Monoklonale Antikörper gegen VEGF-R2; F: Inhibitoren die die Ligand-gesteuerte Phosphorylie-

rung der VEGF-Rezeptoren verhindern und so die Signalweiterleitung unterbinden. Nicht gezeigt: Der Einsatz von siRNA. 

Modifiziert nach Noël [46]. 

 

Die Art der Medikation stellen zudem einen empfindlichen Kostenfaktor dar und auch die psycho-

logische Belastung der Patienten durch die intravitreale Injektion der Medikamente ist nicht zu 

vernachlässigen. Zusätzlich steigert die Art der Darreichung die Gefahr für intraokulare Infektio-

nen [156]. Durch eine Kombinationstherapie mit Laserbestrahlung oder Strahlentherapie kann die 

Anzahl der Einzelgaben verringert beziehungsweise der Abstand zwischen den Einzelgaben erhöht 

[156, 160, 164, 165] und das Auftreten einer Toleranz gegenüber der Anti-VEGF-Medikamente 

gemindert werden [166]. 

 

 

Kortikosteroide stellen eine Wirkstoffgruppe dar, die in der Nebennierenrinde aus Cholesterin ge-

bildet werden [167]. In der Augenheilkunde werden sie im Rahmen der Behandlung von DMÖ, 

retinalen Venenverschlüssen oder der AMD eingesetzt [168]. Die Gabe der Medikamente erfolgt 

durch wiederholte Injektionen in den Glaskörper (intravitreale Gabe), oder durch das chirurgische 

Einsetzen eines Implantats, durch das der Wirkstoff über längere Zeit freisetzt wird [169, 170]. Im 

Rahmen der AMD Therapie werden vor allem Triamcinolonacetonid und Dexamethason verwen-

det [170-172]. Es wird davon ausgegangen, dass die Kortikosteroide über eine Einflussnahme auf 

das Komplement-System entzündliche Prozesse, die im Verlauf der Erkrankung auftreten, abklin-

gen lässt und so zu einer Verbesserung der Symptome führt [168, 170, 173]. 
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Eine der ersten Therapien für pathologische Veränderungen am Augenhintergrund stellt der Ein-

satz von Lasern dar [21]. Hierbei muss zwischen unterschiedlichen Therapieverfahren unterschie-

den werden: Der konventionellen Laserphotokoagulation, der transpupillären Thermotherapie 

(TTT), der selektiven Retinatherapie (SRT), der photodynamischen Therapie (PDT) und subletalen, 

also nicht tödliche (in diesem Fall nicht zellschädlich), Laserbehandlungen der Netzhaut. 

Eine genauere Beschreibung der unterschiedlichen Methoden erfolgt unter 2.6.1. 

 

 

 

Bei der Strahlentherapie handelt es sich um eine stereotaktische Radiotherapie (SRTr), bei der 

stark fokussierte Röntgenstrahlen eingesetzt werden. Ihre Anwendung wird bei Patienten mit fort-

geschrittener AMD in Betracht gezogen, bei denen kaum oder keine Wirksamkeit der eingesetzten 

anti-VEGF Medikation nachgewiesen werden kann [174]. Die eingesetzte Röntgenstrahlung wird 

bei diesem Verfahren so eingestellt, dass Schäden des Gewebes minimal bleiben [174-176]. Den 

theoretischen Hintergrund dieser Therapie bildet die Annahme, dass gesunde Zellen in der Lage 

sind die entstehenden Schäden zu kompensieren, während stark proliferative Zellen zugrunde ge-

hen [177]. Erste klinische Studien, in denen die SRTr als einziges Therapiemittel eingesetzt wurde, 

führten zu widersprüchlichen Resultaten [174]. Neuere Studien, die in Kombination mit der Gabe 

von anti-VEGF Medikamenten erfolgte, konnten zeigen, dass unter der Strahlentherapie deutlich 

weniger intravitreale Injektionen benötigt wurden [164, 165]. 

 

 

 

Im Rahmen degenerativer Erkrankungen des Augenhintergrundes wird der Einsatz embryonaler 

Stammzellen seit einiger Zeit diskutiert [178]. Jedoch besteht durch den spezifischen Charakter 

von Stammzellen die Gefahr, dass diese unkontrollierbar proliferieren oder in andere Gewebe ein-

wandern könnten. Erste Ergebnisse klinischer Studien in der induzierte RPE Zellen (iRPE), zur The-

rapie von Patienten mit Stargardt-Syndrom, zum Einsatz kamen, wurden im August 2018 veröf-

fentlicht [179]. Auch eine potentielle Therapie verschiedener Erkrankungen des Augenhintergrun-

des mit Hilfe von CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), ein Verfah-

ren, dass die genetische Manipulation von adulten Organismen ermöglicht, wird in Erwägung ge-

zogen [180, 181]. 
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Der Einfluss von Temperatur auf die Progression unterschiedlicher Erkrankungen ist seit langem 

bekannt und wird in der Humanmedizin bei unterschiedlichsten Behandlungsmethoden einge-

setzt. Hierbei werden elektromagnetische Verfahren wie Radiofrequenz Bestrahlung (RF), Mikro-

wellenstrahlung, Laserbestrahlung (low level laser therapy; LLLT) und infrarotes Licht, oder Ultra-

schall sowie Infusionen mit gewärmter Flüssigkeit genutzt. 

Eine Übersicht über die einzelnen Methoden, die genutzten Wärmequellen und das Ziel der Be-

handlung ist in Tabelle 2 aufgeführt. 

 

Tabelle 2: Übersicht über Methoden thermischer Medizin, die genutzten Wärmequellen und das Ziel der Behandlung 

WBHT: Whole Body Hyperthermia, Ganzkörper Hyperthermie; HIPEC: Hypertherme Intraoperative Intraperitoneale 

Chemotherapie; LH: Lokale Hyperthermie; RH: Regionale Hyperthermie FM: Funktionelle Modulation; RF: Radiofre-

quenz Bestrahlung; MW: Mikrowellenstrahlung; LLLT: Low level laser therapy, Kaltlichtlaser; IR: Infrarotes Licht; F: Infu-

sion mit gewärmter Flüssigkeit; US: Ultraschall; n/a: Unbekannt. 

 

Me-
thode 

Modus Temperatur Dauer Ziel Quelle 

WBHT IR 41-42 C 60-90min Immuntherapie,  

Aktivierung von Medikamenten 

[182, 
183] 39-40 °C 4-8 h 

HIPEC F 42 °C Variiert Eingesetzt nach Resektion  

abdominaler Tumore 

[184] 

 

LH 

MW n/a Variiert  

Ablation oberflächlicher Tumore 

 

[185] RF n/a Variiert 

US n/a Variiert 

RH LLLT ≈40 °C n/a Schmerzlinderung, Wundheilung [186-189] 

FM IR + 1 °C 1 min Modulation axonales Wachstum [190] 

40-43 °C ≤ 10 s Aktivierung protektiver Prozesse  [29, 72] 

 

Insbesondere im Bereich der Krebstherapie wird Hyperthermie für die Freisetzung, beziehungs-

weise zur Verstärkung von Chemotherapeutika angewandt [191-193]. Einer der ersten dokumen-

tierten, therapeutischen Einsätze von Hyperthermie zur Behandlung von Tumorerkrankungen er-

folgte im Jahre 1900. William Bradley Coley injizierte hierbei Suspensionen abgetöteter Bakteri-

enstämme der Gattung Strepptococcus pyogens und Serratia marcescens direkt in inoperable Sar-

kome ein, die daraufhin entstehende Infektion führte zu einer lokalen Hyperthermie, die dabei 

half den Umfang der Tumore zu verringern [194]. Mittlerweile ist bekannt, dass insbesondere der 

in Tumorgeweben erniedrigte pH-Wert, sowie weniger enge Zell-Zellkontakte eine wichtige Rolle 

bei der Reaktion auf Hyperthermie spielen [195, 196]. 
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Das Akronym „Laser“ (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) beschreibt das zu-

grundeliegende physikalische Prinzip der Lichtverstärkung durch stimulierte Emission, im Rahmen 

der 1917 von Albert Einstein für elektromagnetische Wellen postulierte Eigenschaften [197]. Die 

exakte Vorhersage stimulierter Emission von Licht im sichtbaren Spektrum erfolgte 1958 von 

Schawlow und Townes [198]. Stimuliert Emission tritt auf, wenn ein in einem höheren energeti-

schen Zustand befindliches Atom von einem Photon getroffen wird, dessen Energie genau der 

Differenz zu einem energetisch niedrigeren Zustand entspricht. Dabei wird ein weiteres Photon 

ausgesendet, welches in Wellenlänge, Frequenz, Phase und Richtung mit dem einfallenden Pho-

ton übereinstimmt. Auf diese Weise kommt es zu einer Verstärkung des Lichtes [199]. Laserlicht 

ist weitgehend monochromatisch und kohärent. Darüber hinaus können Laser-Strahlen nur eine 

geringe Divergenz aufweisen. Der erste Laser (Rubin-Laser; λ=694,3 nm) wurde 1960 von T.H. Mai-

man realisiert [200]. 

Bei dem Einsatz von Laserstrahlung in der Medizin müssen die Interaktionen des Lichtes mit dem 

Gewebe berücksichtigt werden. Die Wirkung wird hier durch die Eigenschaften des Lasers wie 

Wellenlänge (λ), Leistungsdichte und Einwirkzeit [199], die optischen Parameter des Gewebes wie 

Absorption, Streuung und Reflexion und dessen thermische Eigenschaften wie Wärmeleitung und 

Wärmekapazität beeinflusst [201]. 

 

Formel 1: Gesetz von Lambert-Beer 

I(d): Intensität in Abhängigkeit der Eindringtiefe; µ: Extinktionskoeffizient, d: Eindringtiefe  

𝐼(𝑑) = 𝐼0 ∙ 𝑒−µ𝑑 

 

Die Absorption des Lichtes im Medium erfolgt exponentiell nach dem Gesetz von Lambert-Beer 

(Formel 1) [202]. In biologischen Geweben erfolgt die Absorption, in Abhängigkeit von der Wel-

lenlänge, hauptsächlich durch Proteine, DNA, Melanin, Hämoglobin und Wasser (Abbildung 12) 

[203]. Das Wissen um die Absorptionseigenschaften der einzelnen Gewebebestandteile ermög-

licht die Auswahl eines Lasers, dessen spezifische, emittierte Wellenlänge von der gewünschten 

Komponente absorbiert wird. Auf diese Weise lässt sich der genaue Ort der Einwirkung des Laser-

lichtes und der gewünschte Effekt festlegen [204, 205]. 

Wärmekapazität und Wärmeleitfähigkeit stellen Parameter der thermischen Gewebeeigenschaf-

ten dar und bestimmen die Geschwindigkeit der Ausbreitung und Verteilung der Temperatur im 

Gewebe nach der Laserbestrahlung. Die thermische Relaxationsdauer (Formel 2) beschreibt hier-

bei die Wärmediffusion innerhalb eines Mediums. 

 

Formel 2: Formel zur Berechnung der thermischen Relaxationsdauer 

τR: Thermische Relexationsdauer; κ: Thermische Diffusion; d: Schichtdicke 

𝜏𝑅 =
𝑑2

4𝜅
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Wählt man die Bestrahlungszeit kurz genug, kann es dazu kommen, dass die im Gewebe einge-

brachte Wärme während der Bestrahlungszeit nur in einem vernachlässigbar geringen Anteil in 

das umliegende Gewebe abfließt („thermischer Einschluss“). Dies kann dazu genutzt werden Ab-

sorber innerhalb transparenter Schichten gezielt zu beeinflussen [206]. Für den konkreten Fall der 

Laserbehandlung des Augenhintergrundes konnte gezeigt werden, dass bei einer Pulsdauer von 

200ns bis 5µs RPE Zellen gezielt beeinflusst werden können ohne Fotorezeptoren thermisch zu 

schädigen [207-209]. Eine Abschätzung ob man im thermischen Einschluss operiert kann folgen-

dermaßen getroffen werden: 

 

Formel 3: Bedingungen für thermischen Einschluss und Wärmeleitung 

Unter Berücksichtigung von Formel 2 A: Thermischer Einschluss; B: Kein thermischer Einschluss. 

𝐴: 𝜏 ≪
𝑑2

4𝜅
  𝐵: 𝜏 ≫

𝑑2

4𝜅
 

 

Die in den absorbierenden Bestandteilen deponierte Energie kann in Abhängigkeit von der Expo-

sitionszeit, Leistungsdichte und Absorption unterschiedliche Effekte herbeiführen. Bei diesen han-

delt es sich um Effekte photochemischer, photothermischer oder photomechanischer Natur (Ab-

bildung 9) [210]. Zu den photothermischen Effekten gehören hier Vaporisation und Koagulation, 

die photomechanischen Prozesse lassen sich in Photodisruption und Photoablation unterteilen 

[210, 211]. 

 

 

Abbildung 9: Wirkung von Laserstrahlung auf Gewebe 

A: Darstellung der thermischen (rot) und photochemischer (grün) Wirkung sowie er nichtlinearen Prozesse der Photo-

ablation (blau) und Photodisruption (violett) in Abhängigkeit von der Pulsdauer und Bestrahlungsstärke. Die farbigen 

Flächen geben etwaige Bereiche wieder. Modifiziert nach Schneeweiss [204]. 

 

Die unterschiedlichen Effekte lassen sich durch Modulation der Bestrahlungsstärke und Expositi-

onszeiten erreichen (Abbildung 9) [204]. 

Die auftretenden thermischen Gewebsschäden sind maßgeblich von der Dauer und Höhe (ΔT) des 

Temperaturanstiegs abhängig und beruhen großteilig auf der Denaturierung von Proteinen. Die 
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Denaturierung kann hierbei als Ratenprozess beschrieben werden, bei dem ein linearer Zusam-

menhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Temperatur besteht [212]. Dieser Zusammen-

hang ist in Abbildung 10 dargestellt. Moleküle im Zustand A können in einem reversiblen Schritt 

durch Energiezufuhr in einen aktivierten Übergangszustand A* gebracht werden, bleibt die Ener-

giezufuhr über die Zeit bestehen denaturieren die Proteine und fallen in den energetisch niedri-

geren Zustand B (Abbildung 10) [213]. Der Prozess der Denaturierung ist hierbei irreversibel.  

Der im Gewebe erzeugte thermische Schaden kann über die Arrhenius-Gleichung quantifiziert 

werden (Formel 4) [214, 215]. In dieser modifizierten Arrhenius-Gleichung wird die Temperatur-

abhängigkeit des Frequenzfaktors B nicht berücksichtigt, da diese im Vergleich zum exponentiel-

len Einfluss der Temperatur zu vernachlässigen ist [212]. 

 

 

Abbildung 10: Vereinfachte Darstellung des Zusammenhangs zwischen Energie, Zeit und dem Zustand eines Proteins 

Die temperaturabhängige Denaturierung von Proteinen stellt einen Ratenprozess dar. Native Proteine (A) können durch 

Energiezufuhr in einen aktivierten Übergangszustand (A*) gebracht werden. Dieser Vorgang ist reversibel. Denaturieren 

die Proteine durch die einwirkende Energie fallen sie auf ein niedrigeres Energieniveau (B). Der Vorgang der Denaturie-

rung ist nicht reversibel. ΔH stellt den Unterschied im Energieniveau (innere Energie) dar, der sich aus der freien Energie 

(ΔF), der Temperatur (T) und der Entropie (ΔS) ergibt. Modifiziert nach Birngruber [212, 213] und Bischof [216]. 

 

Formel 4: Modifizierte Arrhenius-Gleichung 

Ω0(t): Dimensionsloser Koeffizient der den thermischen Schaden quantifiziert; B: Frequenzfaktor; Eα: Für die Proteinde-

naturierung benötigte Aktivierungsenergie; R: Allgemeine Gaskontante; T(t): Zeitlicher Temperaturverlauf. 

𝜴𝟎(𝒕) = 𝐥𝐧 (
𝑪𝑴(𝟎)

𝑪𝑴(𝒕)
) = 𝑩 ∫ 𝒆𝒙𝒑 (−

𝑬𝜶

𝑹𝑻(𝒕′)
) ∙ 𝒅𝒕′

𝒕

𝟎

 

 

Ω(t) stellt hier einen Maßstab für die Gewebsschädigung dar, die auf die Denaturierung von Pro-

teinen zurückzuführen ist. Bei Ω(t)=1 liegen in einem Gewebe, dass sich ausschließlich aus dem 

gleichen Protein zusammensetzt, 63 % der Moleküle in denaturierter Form vor. Ein Ω(t)=0,53 stellt 

hierbei die Grenze für eine irreversible Gewebsschädigung dar [214, 217]. 
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Unter Berücksichtigung der optischen und thermischen Eigenschaften des zu behandelnden Ge-

webes und dem erwünschten therapeutischen Effekt kann so ein geeigneter Laser und ein pas-

sender Bestrahlungsmodus für die Verwendung in der Medizin gefunden werden. 

Der Einsatz von Lasern in der Medizin ist vielfältig. So kommen sie in der viszeralen Chirurgie als 

Laserskalpelle [218] oder bei der Laserlithotripsie (Zertrümmerung von Harnsteinen) [219] zum 

Einsatz. Im Rahmen dermatologischer Behandlungen werden Laser unter anderem genutzt um 

Pigmentflecken, sichtbare Blutgefäße [220], Tätowierungen [221] und Haare oder Narben zu ent-

fernen [222]. Zudem kommen sie bei der Therapie verschiedener Tumore der Haut zum Einsatz 

[223, 224], oder um die Freisetzung beziehungsweise Aufnahme von Medikamenten zu beschleu-

nigen [225]. In der Zahnmedizin können sie bei der Entfernung von Karies [226] oder Parodontitis 

[227] zur Anwendung kommen. 

Ein Haupteinsatzgebiet von Lasern in der Medizin stellt die Augenheilkunde dar, die genauen The-

rapiemöglichkeiten sind im Folgenden (2.6.1) dargestellt. 

 

 

 

Dadurch, dass das Auge im sichtbaren Bereich (380 nm-750 nm) stark durchlässig für Laserstrah-

lung ist können diese relativ einfach für die Therapie unterschiedlicher Erkrankungen beziehungs-

weise pathologischer Veränderungen genutzt werden (Abbildung 11; Abbildung 12). Laser können 

in der Behandlung von Veränderungen des Augenvorderabschnitts (Linse, Hornhaut, Ziliarkörper, 

Iris, Kammerwinkel) und des Augenhintergrundes (Netzhaut, retinales Pigmentepithel, Aderhaut) 

zum Einsatz kommen. 

Die bekannteste Laserbehandlung am Vorderabschnitt des Auges stellt LASIK (Laser-in-situ 

Keratomileusis) dar. Hierbei handelt es sich um ein Verfahren zur Korrektur von Fehlsichtigkeit. 

LASIK stellt eine Methode innerhalb der refraktiven Chirurgie dar. Während des Eingriffs wird mit-

hilfe eines Mikrokeratoms die Hornhaut geschnitten und der so entstehende Hornhautlappen 

(Flap) geöffnet. Mittels eines Excimerlasers (192 nm) werden anschließend Teile des vorderen 

Stromas entfernt und nach einer gründlichen Spülung der Schnittfläche der Flap zurückgeklappt 

[228]. Die Operationsmethode ist mittlerweile auch ohne Flap möglich. 
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Abbildung 11: Durchlässigkeit des Auges in Abhängigkeit von der Wellenlänge 

Angegeben sind zusätzlich die Wellenlängen ausgewählter Laser (Nd:YAG (532 nm); Nd:YLF (527 nm); Argon Laser (514 

nm); Infrarot (IR) und Dioden Laser (810 nm)). Entnommen aus und Modifiziert nach Schneeweiss [204]. 

 

Einen weiteren Einsatz am Vorderabschnitt stellt die therapeutische Laserbehandlung chronischer 

Glaukome dar. Bei den hierbei eingesetzten Methoden handelt es sich um photodisruptive Ver-

fahren (Abbildung 9). Zwei unterschiedliche Methoden kommen zum Einsatz [229]. Bei der selek-

tiven Lasertrabekuloplastik (SLT) werden mit einem Argon Laser (λ=514 nm; Spotgröße: 50 µm; 

Expositionszeit 100 ms; Abbildung 11; Abbildung 12) 100 Herde über 360 ° am Übergang zwischen 

pigmentiertem und nicht pigmentiertem Trabekelwerk appliziert [229]. Ein therapeutischer Effekt 

der SLT ist nachweisbar [230]. Die Zytophotokuagulation (CPC) wird transskleral unter Verwen-

dung eines Diodenlasers (λ=810 nm; Leistung: 1-2 W; Abbildung 11; Abbildung 12) eingesetzt um 

die Produktion des Kammerwassers zu reduzieren und so den Augeninnendruck zu senken [231, 

232]. Bei der transskleralen Applikation werden 20 bis 40 Laserherde direkt hinter dem Limbus 

platziert [229]. Die Methode stellt ein hoch invasives Verfahren dar und wird daher nur im Notfall 

eingesetzt. 
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Abbildung 12: Absorptionskoeffizienten unterschiedlicher Gewebebestandteile 

Dargestellt sind die Absorptionskoeffizienten von Wasser [233], oxygeniertem Hämoglobin (HbO2) und reduziertem Hä-

moglobin (Hb) (Kurve kompiliert von Scott A. Prahl aus Daten von W.B. Gratzer und N. Kollias [234]), Melanin [235] und 

der Cornea [236]. Des Weiteren ist der sichtbare Bereich des Lichtes farbig hinterlegt (380-750 nm) und die Wellenlän-

gen ausgewählter Laser (Nd:YAG (532 nm); Nd:YLF (527 nm); Argon Laser (514 nm); Infrarot (IR) Dioden Laser (810 nm); 

Thuliumlaser (1940 nm) und CO2 Laser (10600 nm)) angegeben. Modifiziert nach Vogel und Venugopalan [203]. 

 

Eine der ersten Therapien für pathologische Veränderungen am Augenhintergrund stellt der Ein-

satz von Lasern dar [21], wobei die Melanosomen der RPE-Zellen als einer der Hauptabsorber be-

trachtet werden müssen (Abbildung 13) [237]. Bei Behandlungen des Augenhintergrundes muss 

zwischen unterschiedlichen Therapieverfahren unterschieden werden: Der konventionellen La-

serphotokoagulation, der transpupillären Thermotherapie (TTT), der selektiven Retinatherapie 

(SRT), der photodynamischen Therapie (PDT) und subletalen, also nicht tödlichen (in diesem Fall 

nicht zellschädlich), Laserbehandlungen der Netzhaut. 

Die Photokoagulation der Netzhaut wurde in den 1950er Jahren erstmals von Meyer-Schwicken-

rath als therapeutische Maßnahme am Augenhintergrund publiziert [95, 96]. Bei diesem Verfah-

ren wird ein Laserstrahl mit definierter Wellenlänge über eine Spaltlampe in das Auge des Patien-

ten fokussiert. Bei den verwendeten Lasern handelt es sich heutzutage in den meisten Fällen um 

frequenzverdoppelte Festkörper-Laser aus Neodym-dotiertem Yttrium-Alluminium-Granat 

(Nd:YAG Laser) (λ=532 nm) [238]. Durch die Absorption des Lichtes im Zielgewebe (RPE) kommt 

es zu einer lokalen Temperaturerhöhung, wodurch die dort befindlichen Proteine denaturieren 

[239] (Abbildung 14, Abbildung 15 C). Das Verfahren wurde in unterschiedlichen Studien evaluiert 

[148-150, 240]. Es konnte eine Vielzahl negativer Effekte, wie massive Narbenbildung oder starke 

Atrophie des Gewebes, festgestellt werden [65, 241-246]. Trotz der Gefahren, die das Verfahren 

mit sich bringt stellt es eine wichtige therapeutische Instanz dar und diente als Grundlage zur Wei-

terentwicklung unterschiedlicher Lasertherapien. 
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Abbildung 13: Berechnete Temperaturprofile in der Retina und der Aderhaut während der Photokoagulation 

Die Berechnung der Temperaturprofile erfolgte für verschiedene Wellenlängen bei einer Spotgröße von 500 µm und 

einer Bestrahlungsdauer von 100 ms. Die Werte für ΔT spiegeln die zu erwartende Maximaltemperatur an der betrach-

teten Position wider. Die Kurven wurden auf dieselbe Temperaturerhöhung im RPE-Gewebe normiert. Die prozentuale 

Absorption von Licht (A) durch das RPE und die Aderhaut sind an der rechten Seite der Kurven angegeben. Entnommen 

aus Vogel [237]. 

 

Ab dem Jahr 1995 kam die transpupilläre Thermotherapie (TTT) als Therapiemethode bei choroi-

dalen Neovaskularisationen (CNV) zum Einsatz [154, 155]. Ein Infrarotdiodenlaser (λ=810 nm) wird 

hierbei durch die erweiterte Pupille des Patienten auf den Augenhintergrund abgebildet und so 

eine großflächige Bestrahlung des Gewebes erreicht (Abbildung 14). Hierbei wird nur eine geringe 

Erhöhung der Temperatur (ΔT) des Zielgewebes erzielt, wodurch es zu keiner Denaturierung der 

Proteine kommen sollte [155, 240, 247]. Der genaue Wirkmechanismus der TTT ist noch nicht völ-

lig geklärt [239]. Es wird davon ausgegangen, dass der Verschluss der CNV durch Migration, Trans-

formation und Proliferation des RPE zustande kommt [248]. Trotz der Schonung der Aderhaut und 

der Retina konnten aufgrund lokal erzielter hoher Temperaturen massive Schädigungen im RPE-

Gewebe auftreten [248, 249]. Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass die im Gewebe erzielte 

Temperatur höher war als zunächst angenommen. Die grundlegende Durchführung der TTT er-

folgte unabhängig von der Pigmentation des Augenhintergrundes der Patienten, wodurch in Ab-

hängigkeit vom Pigmentierungsgrad unterschiedliche Endtemperaturen im Gewebe erzielt wur-

den. Diese Erkenntnis führte zu der Entwicklung neuartiger, temperaturgeregelter Methoden 

[250]. 

Ein photochemisches Verfahren (Abbildung 9) zur Behandlung am Augenhintergrund stellt die 

photodynamische Therapie (PDT) dar. Hierbei wird der durch Licht aktivierbare Wirkstoff Vi-

sudyne™ (Verteporfin; Absorptionsspitze; 680-695 nm) intravitreal injiziert und nach 15 min mit-

tels einer Spaltlampe für 83 s bestrahlt (λ=689 nm; Lichtdosis: 50 J/cm2, Bestrahlungsstärke: 

600 mW/cm2) [152, 153, 251]. Der in den Blutgefäßen angereicherte Wirkstoff absorbiert das ein-

gestrahlte Licht und führt hier zur Bildung von hochreaktivem Singulett-Sauerstoff (Typ-II-Reak-

tion), durch den die Gefäße der CNV geschädigt und die Bildung kleiner Thrombosen gefördert 
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wird [152]. Die Schädigung tritt hier nur im Zielbereich auf und das umliegende Gewebe bleibt 

verschont. 

 

 

Abbildung 14: Eingesetzte Laser mit Wellenlänge und Ort an dem sie am Augenhintergrund absorbiert werden 

Dargestellt sind die hauptsächlich eingesetzten Lasersysteme (Nd:YAG: 527 nm; SRT: 532 nm; Blaulicht: 488 nm; Dio-

den-Laser: 810 nm) und die Gewebe des Augenhintergrundes in denen sie absorbiert werden. Linke Seite: Absorber 

(Melanin, Hämoglobin (Hb)); rechte Seite: Gewebe (Glaskörper (GK), Netzhaut/Retina (NH), retinales Pigmentepithel 

(RPE), Choroidea/Aderhaut (COR)). 

 

Bei der selektiven Retinatherapie (SRT) wird, gepulste Laserbestrahlung (im unteren Mikrosekun-

denbereich; ≤5 µs) eingesetzt, so dass der Schaden im RPE-Gewebe kontrolliert erreicht und eine 

Schädigung der umliegenden Gewebe inklusive der neuronalen Retina vermieden wird [252]. Es 

werden frequenzverdoppelte Festkörper-Laser aus Neodym-dotierten Yttrium-Lithium-Fluorid 

(Nd:YLF; λ=527 nm; Pulsdauer 1,7 µs; Repetitionsrate 100 Hz) eingesetzt. Das Licht wird direkt 

vom Melanin der RPE-Zellen absorbiert (Abbildung 14) und die Dauer der Laserpulse so kurz ge-

wählt, dass keine Wärmediffusion auftreten kann (Formel 3; τR(RPE)=10 µs). Es kommen hierbei un-

terschwellige (subthreshold) Laserdosen zum Einsatz, die zu einer lokalen Erwärmung der Mela-

nosomen des RPEs führen. Die während der Bestrahlung entstehenden Schädigungen sind fundo-

skopisch nicht erkennbar (Abbildung 15 A, B). Dennoch können durch die Erhitzung der Melano-

somen in den RPE-Zellen lokal hohe Temperaturen erreicht werden, durch die es während der 

Bestrahlung zur Entstehung von Mikroblasen kommt [93]. Die ungleichmäßige Pigmentierung des 

RPEs innerhalb eines Auges [94] stellt ein Problem in der klinischen Anwendung dar. Dieses Prob-

lem kann jedoch durch verschiedene Systeme zur Mikroblasenerkennung umgangen werden [253, 

254]. Histologische Studien belegten, dass auftretende Schäden während der SRT großteilig das 

RPE-Gewebe betreffen. Kurzfristige Veränderungen an den Fotorezeptor Außensegmenten treten 

zwar auf, allerdings waren diese nicht von Dauer und eine permanente Schädigung der Retina 

resultierte nicht aus der Behandlung [255]. 
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Weitere Überlegungen führten zu der Annahme, dass nicht tödliche (subletale) Hyperthermie ei-

nen positiv stimulierenden Effekt auf das bestrahlte Gewebe haben könnte. Erste Grundlagenstu-

dien am RPE konnten verschiedene Effekte subletaler Temperaturerhöhungen in diesem Gewebe 

nachweisen [28, 29], klinische Studien bestätigten diese Annahme [150, 256, 257] . 

 

 

Abbildung 15: Fundus Aufnahmen nach SRT und Photokoagulation des Augenhintergrundes  

Fundus Aufnahme (A) und Aufnahme des Fundus nach einem Fluoreszenzangiogramm (FFA; B) nach einer SRT-Behand-

lung bei einem Patienten mit zentraler seriöser Netzhautschädigung. In der FFA sind die durch SRT entstandenen Schä-

digungen deutlich erkennbar (B, weiße Flecken, Pfeil) in der Fundus Aufnahme nicht (A). Zum Vergleich eine Fundus 

Aufnahme nach Photokoagulation (C). Entnommen aus Brinkmann [93]. 

 

Im Rahmen unterschwelliger, nicht sichtbarer, beziehungsweise Niedertemperatur Bestrahlungen 

treten keine optisch wahrnehmbaren Veränderungen während der Behandlung am Augenhinter-

grund auf. Daher mussten Verfahren entwickelt werden, die eine Leistungskontrolle und -anpas-

sung in Bezug auf die Beschaffenheit des bestrahlten Gewebes ermöglichen. Bei der optoakusti-

schen Methode wird die durch thermische Expansion auftretende Stoßwelle genutzt, um eine 

Aussage über die im Gewebe entstandene Temperatur treffen zu können [22-26]. Auch optische 

Kohärenztomographie (OCT) kann für die Bestimmung der Temperatur im Gewebe genutzt wer-

den. Im Rahmen dieser Methode wird phasen-sensitive OCT genutzt, um kleinste Bewegungen im 

Gewebe darstellen zu können. Über die gewonnenen Daten wird dann ein Rückschluss auf die im 

Gewebe erreichte Temperatur getroffen [258, 259]. 
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Zelluläre Reaktionen auf Temperaturerhöhungen können innerhalb weniger Millisekunden bis hin 

zu Stunden oder Tagen nach dem Stimulus auftreten [54, 260]. Eine der ersten Reaktionen stellt 

die Freisetzung von Ca2+ dar [261-263]. Im Rahmen subletaler Temperaturerhöhungen sind insbe-

sondere transiente Rezeptorpotential Kanäle (TRP) interessant. Zu diesen gehört die Unterfamilie 

der Vanilloid-Rezeptoren (TRPV-Kanäle), die eine erhöhte Permeabilität für Ca2+ aufweisen. Ionen-

kanäle der Klasse TRPV-1 öffnen ab einer Temperatur von über 43 °C [261, 263-267]. Zudem 

konnte eine temperaturabhängige Erhöhung von enzymbasierten Transportvorgängen in Zellen 

nachgewiesen werden [268]. Langfristigere Reaktionen lassen sich auf das gehäufte Auftreten de-

naturierter, also nicht gefalteter, Proteine zurückführen. Die Akkumulation fehlerhafter Proteine 

im Endoplasmatischen Retikulum (ER) kann zu Fehlfunktionen der Mitochondrien führen und 

dadurch apoptotische Vorgänge begünstigen [269], die Zellen reagieren auf eine solche Anhäu-

fung mit der ungefalteten Proteinantwort (UPR) [270]. Im Rahmen der UPR kommt es zu einer 

Hochregulation von Hitzeschock Proteinen (HSPs), die in ihrer Aufgabe als molekulare Chaperone, 

eine Neufaltung der fehlerhaften Proteine begünstigen [271, 272]. Können die aufgetretene Schä-

den nicht mehr repariert werden gehen die betroffenen Zellen, zum Schutz des umliegenden Ge-

webes, in den Prozess der Apoptose ein [34], an deren Ende der Tod der entsprechenden Zelle 

steht [30, 37, 240, 273]. Vermehrter Zelltod führt im Weiteren zum Prozess der Wundheilung [65], 

also einer Erneuerung des geschädigten Gewebes. In diesem Zusammenhang konnte bereits ge-

zeigt werden, dass unterschwellige Laserbestrahlung die Proliferation unterschiedlicher Zelltypen 

anregen kann [71]. Zudem ist bekannt, dass eine thermische Stimulation die Expression weiterer 

Proteine stimuliert [274], sowie einen Einfluss auf den Umgang der Zellen mit oxidativem Stress 

hat [29, 65, 162]. 

Der Einfluss von Hyperthermie auf das RPE konnte bislang noch nicht tiefgreifend beantwortet 

werden. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Bestrahlung der Zellkulturen ein Dauerstrich Thuliumlaser 

(Model TLR-20, StarMedTec) mit einer Wellenlänge von 1940 nm verwendet. Die Leistung des La-

sers war variabel einstellbar (0,5 W bis 20 W) und die Strahlung trat durch eine Laserfaser (All 

Silica, Low OH, Laser Components, Olching) mit einer numerischen Apertur von 0,22 und einem 

Durchmesser von 365 µm ohne weitere optische Elemente aus. Der Laserkopf wurde in einer Höhe 

von 12 cm oberhalb der Zellkulturschale montiert, wodurch sich ein Strahldurchmesser von etwa 

3 cm ergab, der in etwa dem Durchmesser der verwendeten Zellkulturschalen entsprach. Das Pro-

fil des Laserstrahls war annähernd gaußförmig, wodurch in der Mitte der Schale die höchste Tem-

peratur Tmax erreicht wurde und die Temperatur nach außen abfiel. Dieser Aufbau wurde in der 

Arbeitsgruppe von PD Dr. Miura entwickelt und bereits veröffentlicht [29, 30]. Der Laser wurde 

gewählt um eine pigmentierungs-unabhängige Temperaturerhöhung durch thermische Diffusion 

herbeizuführen (Abbildung 10). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Kulturen über thermische Diffusion erwärmt, wofür es ent-

scheidend war, dass die komplette Laserstrahlung im Zellkulturmedium absorbiert wurde. Der Ab-

sorptionskoeffizient wässriger Lösungen beträgt bei 1940 nm und 40 °C circa 127,5 cm-1 [275, 

276]. Zunächst wurde die maximale optische Eindringtiefe d für elektromagnetische Strahlung mit 

einer Wellenlänge von 1940 nm über das Lambert-Beer’sche Gesetz bestimmt. Die optische Ein-

dringtiefe ist als die Tiefe definiert, bei der die Intensität der elektromagnetischen Strahlung auf 

das 1/e-fache der Ausgangsintensität abgefallen ist. 

 

Formel 5: Berechnung der optischen Eindringtiefe 

I0: Ausgangsintensität, α: Absorptionskoeffizient von Wasser bei 40 °C, d: Eindringtiefe, I(d): Intensität in Abhängigkeit 

der Eindringtiefe 

 

𝐼(𝑑) = 𝐼0 ∙ 𝑒−𝛼∙𝑑 ↔ 𝑑 =
1

𝛼
=

1

127,5 𝑐𝑚−1
= 80 µ𝑚 

 

Ausgehend von dieser Berechnung konnte darauf geschlossen werden, dass ab einer Eindringtiefe 

von circa 80 µm der Großteil der eingestrahlten Energie absorbiert wurde und es somit zu einer 

rein thermischen Bestrahlung kam. Um sicher gehen zu können, dass die benötigte Füllhöhe des 

Mediums während der gesamten Bestrahlung (Vaporisationseffekte) bestehen bleibt wurden 

1,2 ml DMEM-Vollmedium auf die Kulturen gegeben. Auf diese Weise wurde ausgehend von ei-

nem Durchmesser der Kulturschalen von 35 mm eine theoretische Flüssigkeitssäule von 1370 µm 

in zentraler Position erreicht. 
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Formel 6: Formel zur Volumenberechnung von Flüssigkeiten 

V: Volumen, r: Radius der Zellkulturschale, h: Füllhöhe des Mediums 

𝑉 = 𝑟2 ∙ 𝜋 ∙ ℎ = (
3,5

2
𝑐𝑚)

2

∙ 𝜋 ∙ 0,137 𝑐𝑚 ≈ 1,2 𝑚𝑙 

 

Die Ansteuerung des Lasers erfolgte über das in der Software LabVIEW® geschriebene Programm 

„120601-Temperaturmesser.vi“. Das Programm dokumentiert und plottet zudem den gemesse-

nen Temperaturverlauf über die Zeit und regelt die Bestrahlungsdauer, sowie die Dauer der Auf-

wärm- und Abkühlzeit. Die zu bestrahlende Zellkulturschale befindet sich während des gesamten 

Versuchsablaufs auf einer Heizplatte (OTS 40, MEDITE GmbH), die auf 39 °C temperiert wurde. Die 

am Gerät eingestellte Temperatur ergab sich aus den während der Kalibrierung gemessenen Tem-

peraturen vor der Bestrahlung und wurde so als Grundlage der Erhaltung einer Basistemperatur 

von 37 °C genutzt. 

 

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Aufbaus zur Bestrahlung von Zellkulturen 

Schematische Darstellung des Bestrahlungsaufbaus. Die Strahlung des Thuliumlasers tritt ohne weitere optische Ele-

mente aus der Laserfaser aus und trifft auf die auf der Heizplatte stehende Zellkulturschale. Die Steuerung der Bestrah-

lung erfolgt über ein LabVIEW® Programm. 

 

Die Position der Zellkulturschale wurde vor Beginn der Bestrahlung auf der Heizplatte eingezeich-

net. Hierfür wurde der Laserkopf auf die berechnete Höhe (12 cm) oberhalb des Heizelements 

eingestellt und der Vorstrahl des Lasers eingeschaltet. Eine leere Zellkulturschale mit 35 mm 

Durchmesser wurde genutzt, um zu kontrollieren, ob der Strahldurchmesser den gesamten Boden 

der Schale ausfüllte. Wenn eine komplette Bestrahlung der Zellkulturschale gewährleistet war, 

wurde mit einem permanenten Markierschicht entlang der Schale deren Position markiert. 
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Die Füllhöhe des Zellkulturmediums an zentraler Position der Kulturschale wurde mit Hilfe von 

optischer Kohärenz Tomographie (OCT) bestimmt. Hierfür wurde das OCT-Gerät Callisto ver-

wendet (Thorlabs; High-Sensity 930 nm Spectral Domain OCT Imaging System). Die Mitte der Zell-

kulturschale wurde ausgemessen und mit Hilfe eines Skalpells angeritzt. 1,2 ml DMEM-Vollme-

dium wurden auf die Schale gegeben und die Oberfläche der Flüssigkeit am OCT scharf gestellt. 

Die Mitte der Zellkulturschale wurde in den Aufnahmebereich des OCT gebracht und erneut die 

einzelnen Schichten scharf gestellt. Die Füllhöhe des Mediums konnte anschließend ausgemessen 

werden. 

 

 

 

Um die Kalibrierungsdaten der Temperatur am Boden der Zellkulturschale während der Laserbe-

strahlung messen zu können, wurde ein Thermoelement (Cat. No.: HYP-0-33-1-T-G-60-SMPW-M, 

Omega® Engineering Inc.) mit einer 200 µm dicken Spitze verwendet. 

Bei der Verwendung der Thermoelemente muss beachtet werden, dass sie sehr empfindlich für 

infrarote Strahlung sind und somit keiner direkten oder transmittierten Strahlung ausgesetzt wer-

den dürfen. Da die Basaltemperatur des Mediums gemessen werden und eine direkte Bestrahlung 

des verwendeten Thermoelements verhindert werden sollte, wurde auf Ebene des Bodens der 

Zellkulturschale ein Loch in die Wand der Zellkulturschale gebohrt und das Thermoelement so 

waagerecht von außen bis zur Mitte der Schale eingeschoben. 

Die Temperaturmessung erfolgte wie bereits beschrieben [30]. Es wurden Zellkulturschalen prä-

pariert, bei denen ein Achsenkreuz auf die Unterseite des Zellkulturschalenbodens eingezeichnet 

wurde. Das Zentrum stellte den Nullpunkt dar, des Weiteren wurden 21 Punkte im Abstand von 

3mm (-15 mm bis +15 mm) in x- und y-Richtung eingezeichnet. An den Endpunkten wurden die 

Bohrungen für das Thermoelement gesetzt und durch Elektro-Isolierband abgedichtet. So konnten 

alle eingezeichneten Punkte mit dem Thermoelement erreicht werden. 

 

 

Abbildung 17: Darstellung einer für die Temperaturmessung verwendeten Zellkulturschale 

Ein Achsenkreuz mit 21 Punkten im Abstand von 33 mm wurde auf die Unterseite der Zellkulturschale aufgetragen. (a) 

An den Endpunkten wurden die Bohrungen für das Thermoelement gesetzt. (b) Die Bohrungen wurden mit Isolierband 

abgedichtet um ein Auslaufen des Mediums während der Messung zu verhindern. 
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Für die Messung wurden 1,2 ml, auf 37 °C vortemperiertes, DMEM-Vollmedium (Anhang 1.8, Ta-

belle 13) in die Schale gegeben und die Schale auf der Heizplatte platziert. Mit Hilfe des Thermo-

elements wurde die Temperatur der Flüssigkeit gemessen, sobald eine Temperatur von 37 °C er-

reicht war wurde die Schale auf die vorher eingezeichnete Markierung geschoben und das Ther-

moelement an der gewünschten Position auf dem Achsenkreuz platziert. Es musste hierbei darauf 

geachtet werden, dass die Spitze des Thermoelements den Boden der Zellkulturschale berührt, da 

so gewährleistet werden konnte, dass die gemessene Temperatur der am Boden der Zellkultur-

schale entsprach. Zudem konnte so vermieden werden, dass die Orientierung des Thermoele-

ments in der z-Ebene die gemessene Temperatur an der spezifischen Position verfälscht. 

 

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Temperaturmessung 

Das Zellkulturmedium in der Zellkulturschale wurde für 10 s bestrahlt und die Temperaturentwicklung über die Zeit von 

einem LabVIEW®-Programm aufgezeichnet. 

 

Die Bestrahlung zur Temperaturmessung wurde mit Hilfe des LabVIEW®-Programms gesteuert 

(Wartezeit 1=120 s, Wartezeit 2=8 s, Heizphase=10 s, Abkühlzeit=2 s). Während der Bestrahlung 

wurde die Temperatur alle 100 ms gemessen und der Temperaturverlauf über die Zeit aufgezeich-

net. 

Alle Punkte des Achsenkreuzes wurden bei unterschiedlichen Leistungen vermessen (1 W, 5 W, 

10 W, 15 W). Zwischen den einzelnen Messungen wurde jedes Mal das verwendete Medium 

durch 1,2 ml frisches Medium ersetzt. 

Die gemessenen Temperaturverläufe wurden anschließend genutzt, um die am Laser einzustel-

lende Leistung für die gewünschten Bestrahlungstemperaturen (40 °C, 44 °C, 47 °C, 51 °C, 59 °C) 

zu berechnen. 
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Um mikrobielle Kontaminationen der Zellkulturen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten unter einer 

sterilen Werkbank durchgeführt, die durch Desinfektion und Umluft-Filtration in einen keimfreien 

Zustand gebracht wurde. Die benutzten Arbeitsgeräte wurden zudem vor Arbeitsbeginn mit 70 % 

(v/v) EtOH desinfiziert und alle verwendeten Lösungen steril filtriert oder autoklaviert. Die ver-

wendeten Medien, Zusätze und Reagenzien wurden vor Gebrauch im Wasserbad bei 37 °C vorge-

wärmt. 

Für alle Experimente wurden, falls nicht anders angegeben, primäre Zellkulturen der P2-Genera-

tion verwendet. 

 

 

 

Für die Präparation primärer RPE-Zellen wurden enukleierte Schweineaugen genutzt, die am Tag 

der Präparation von lokalen Schlachtereien bezogen wurden.  

Zunächst wurden die Augen von überschüssigem Binde- und Muskelgewebe befreit und anschlie-

ßend unter die sterile Werkbank gebracht, unter der eine Desinfektion in 5% Betaisodona-Lösung 

für mindestens 10 s erfolgte. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Augen in sterilem PBS- 

gelagert. Die Eröffnung der Augen erfolgte mittels eines Schnitts drei bis fünf mm im Abstand zum 

Hornhautlimbus, von dem aus kreisförmig um den Limbus geschnitten wurde. Nach der Entfer-

nung des Glaskörpers wurden die Augen bis zu einer Füllhöhe von etwa 80 % mit PBS- gefüllt und 

anschließend die Retina vorsichtig mittels einer Feinpinzette und Feinschere entfernt. Das PBS- 

wurde rückstandslos aus dem Augapfel entfernt und durch 1 ml Trypsin (T; 0,25%; Tabelle 13) 

ersetzt, anschließend erfolgte eine fünfminütige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. 

Das Trypsin wurde mit einer Pipette abgenommen und durch Trypsin (0,25%)/EDTA (0,2%) (T/E; 

Tabelle 13) ersetzt, es folgte eine weitere einstündige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 

5 % CO2. Das Ablösen der RPE-Zellen vom Augenhintergrund erfolgte durch vorsichtiges Auf- und 

Abpipettieren, die Zellen wurden in DMEM-Vollmedium gesammelt. Die Zellsuspension wurde bei 

824 g für fünf Minuten zentrifugiert, der Zellkulturüberstand verworfen und die sedimentierten 

Zellen resuspendiert. Anschließend erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 824 g für fünf 

Minuten. Abschließend wurden die Zellen in einem geeigneten Volumen DMEM-Vollmedium re-

suspendiert und zu je 3 ml pro 60 mm Kulturschale ausgesät. Die Kultivierung der Zellen erfolgte 

bis zu einer Konfluenz von 90-95 % im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. 

 

 

 

Nach 24 h in Kultur wurde der komplette Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen einmal mit 

PBS- gewaschen und abschließend mit 3 ml frischem DMEM-Vollmedium versorgt. Dieser Schritt 

diente dazu Verschmutzungen und tote Zellen aus den Kulturen zu entfernen und so ein besseres 

Wachstum der Zellen, so wie eine Vermeidung möglicher Kontaminationen, zu gewährleisten. 
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Nach sieben Tagen in Kultur erfolgte die erste Subkultivierung zur P1-Generation, hierfür wurden 

die Zellkulturen einmal mit sterilem PBS- gewaschen und anschließend je 1 ml T/E auf die Schalen 

gegeben. Nach einer fünfminütigen Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen vorsichtig durch 

Auf- und Abpipettieren gelöst und in DMEM-Vollmedium gesammelt. Es erfolgte ein Zentrifugati-

onsschritt bei 824 g für fünf Minuten. Der Überstand wurde verworfen, die sedimentierten Zellen 

in einem geeigneten Volumen DMEM-Vollmedium resuspendiert und zu je 3 ml pro 60 mm Zell-

kulturschale ausgesät. Die Subkultivierung zur P2 Generation erfolgte in gleicher Weise, allerdings 

wurden die Zellen im letzten Schritt zu je 2 ml auf 35 mm Zellkulturschalen ausgesät. Die Kultivie-

rung der Zellkulturen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. 

Die Subkultivierung der RPE-Kulturen wurde ohne vorherige Bestimmung der Zellzahl durchge-

führt. In Kulturen der P2 Generation konnte, aufgrund der Wuchsfläche der Zellkulturschalen, bei 

90-95% Konfluenz von einer Gesamtzellzahl von 1,1∙106 ausgegangen werden. 

 

 

 

Um eine gleichmäßige Versorgung mit Nährstoffen gewährleisten zu können wurden die Zellkul-

turen alle zwei Tage mit frischem DMEM-Vollmedium versorgt. Da RPE-Zellkulturen konditionierte 

Medien benötigen wurde nur ein Teil des Zellkulturmediums ersetzt. Bei den Kulturen der P0 und 

P1 Generation wurden 2 ml des Zellkulturüberstands ersetzt, bei Zellkulturen der P2 Generation 

1 ml. 

 

 

 

Für die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl der resuspendierten sedimentierten Zellen in eine 

Neubauer Zählkammer gegeben und unter dem Stereomikroskop ausgezählt. Es wurden vier de-

finierte Bereiche ausgezählt und aus diesen der Mittelwert gebildet. Die Berechnung der Gesamt-

zellzahl erfolgte nach Formel 7. 

 

Formel 7: Formel zur Berechnung der Gesamtzellzahl einer Zellkultur 

 

𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 ∙ 104 ∙ 𝑅𝑒𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 =  𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
𝑚𝑙⁄  

 

Dieses Verfahren wurde bei der Auswertung der VEGF-Sekretion genutzt um die Gesamtzellzahl 

der adhärenten Zellen einer Kultur zu bestimmen ohne eine Aussage über die Vitalität der Kultur 

zu treffen. 
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Die Bestrahlung der Kulturen erfolgte wie bereits beschrieben [30]. Eine Stunde vor der geplanten 

Bestrahlung wurde der komplette Zellkulturüberstand der verwendeten Kulturen der P2-Genera-

tion abgenommen und durch 1,2 ml frisches DMEM-Vollmedium ersetzt und die Kulturen bis zu 

Bestrahlung im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Die Bestrahlungsstation (3.1) wurde unter die sterile Werkbank gebracht, der Heizblock auf 39 °C 

vortemperiert und die Position der Kulturschale eingezeichnet. Das LabVIEW®-Programm wurde 

am PC gestartet und die Kulturschalen einzeln, wie vom Programm vorgesehen, bestrahlt.  

Die Durchführung der Bestrahlung erfolgte nach folgendem Schema: Die zu bestrahlende Kultur-

schale wurde aus dem Brutschrank geholt und mit geschlossenem Deckel auf die Heizplatte ge-

stellt. Die Bestrahlung wurde zeitgleich im LabVIEW®-Programm gestartet. Die Aufwärmphase 

dauerte 120 s, ihr Ablauf wurde durch einen Signalton angezeigt. Der Deckel der Zellkulturschale 

wurde abgenommen und diese in den Lichtstrahl gebracht. Die Bestrahlung erfolgte für 10 s. Die 

gewünschten Maximaltemperaturen wurden anhand der vorher ermittelten benötigten Leistun-

gen (3.1.1) am Laser eingestellt (2.7 W für 40 °C, 4.9 W für 44 °C, 7.7 W für 47 °C, 10.4 W für 51 °C 

und 15.9 W für 59 °C). Der Deckel wurde nach Ablauf der Abkühlphase 2 s wieder auf die Zellkul-

turschale gesetzt und diese bis zur weiteren Verwendung im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. 

Die bestrahlten Zellkulturen wurden für unterschiedliche Experimente genutzt. 

 

 

 

Zellvitalität spielt eine wichtige Rolle bei der Beurteilung von Schäden, die durch chemische oder 

physikalische Stressoren ausgelöst werden könnten. Es muss hierbei zwischen dem Nachweis der 

metabolischen Aktivität und dem Nachweis des Anteils toter, sterbender und lebender Zellen in-

nerhalb einer Kultur unterschieden werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Anteil lebender, 

sterbender und toter Zellen berücksichtigt. 

 

 

 

Der Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen in einer Kultur kann dafür genutzt werden 

die Überlebensrate von Zellen nach einer Behandlung (Laserbestrahlung, Substanzen oder Ähnli-

ches) abzuschätzen. In dem verwendeten Kitsystem Apoptotic Necrotic/Healthy Cells Detection Kit 

von PromoKine, werden hierfür die Farbstoffe FITC-Annexin-V (Annexin-V, λex/λem=492/514 nm), 

Ethidium Homodimer III (EthD-III, λex/λem=528/617 nm) und Hoechst 33342 (Hoechst, 

λex/λem=350/461 nm) verwendet.  

Hoechst ist ein zellpermeabler DNS-Farbstoff, der den Zellkern aller lebenden und toten Zellen 

markiert. Annexin-V bindet an Phosphatidylserin (PS), das im Rahmen apoptotischer Vorgänge an 

der Außenseite apoptotischer Zellen präsentiert wird. Zu späteren Zeitpunkten der Apoptose ver-

lieren Zellen ihre Membranintegrität und Annexin-V kann an intrazelluläres PS binden. EthD-III ist 
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ein DNS-Farbstoff, der ausschließlich in nekrotischen oder toten Zellen zu einer stabilen roten Fär-

bung der DNS führt. Daraus ergibt sich, dass lebende Zellen nur blau gefärbt, apoptotische Zellen 

grün/blau und nekrotische Zellen rot/blau gefärbt werden. Bei Zellen, die alle drei Färbungen 

rot/grün/blau zeigen handelt es sich um tote Zellen die großteilig aus der apoptotischen Zellpo-

pulation hervorgegangen sind (Abbildung 19). 

 

Abbildung 19: Schematische Darstellung der „Apoptotic/Necrotic/Healthy“-Zellfärbung 

Lebende Zellen fluoreszieren nur blau (A), apoptotische Zellen grün und blau (B), nekrotische Zellen rot (C) und tote 

Zellen rot, grün und blau (D). 

 

 

Für den Nachweis apoptotischer und nektorischer Zellen innerhalb adhärenter Kulturen wurden 

primäre RPE-Kulturen der P2-Generation verwendet. Diese Kulturen wurden mit unterschiedli-

chen Leistungen bestrahlt (3.2.6) und anschließend zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3 h, 24 h, 

48 h) entsprechend den Angaben des Herstellers gefärbt. Zunächst wurden die Kulturen einmal 

vorsichtig mit 1 x Binding Buffer gewaschen und dann mit je 200 µl Färbelösung (5 µl Annexin V, 

5 µl EthD III, 5 µl Hoechst/100 µl 1x Binding Buffer) für 15 min abgedunkelt bei Raumtemperatur 

(RT) inkubiert. Nachdem die Kulturen zweimal mit 1x Binding Buffer gewaschen wurden, wurden 

die Schalen mit 1x Binding Buffer überschichtet und die Färbung am Mikroskop (Eclipse Ti, Nikon) 

dokumentiert. 

Es wurden drei unterschiedliche Filter (λex/λem=340-380 nm/435-485 nm für Hoechst, 465-

495 nm/515-555 nm für Annexin V, 528-553 nm/577-632 nm für EthD III) genutzt. Die dabei ge-

nerierte Großaufnahme bestand aus 23x23 Einzelbildern, die mit einer 10x Vergrößerung aufge-

nommen und einer 5 % igen Überlappung mit Hilfe der stitching-Funktion einer spezifischen Mik-

roskop-Software (NIS-Elements) zusammengesetzt wurden.  

Der Durchmesser des Bereichs mit apoptotischen oder toten Zellen wurde bei jeder Aufnahme 

mehrfach bestimmt und über die einzelnen Bestrahlungsbedingungen gemittelt. Die Daten wur-

den anschließend auf die Temperaturverteilung über die Kulturschale angewendet (Formel 9, 

3.1.1) und so die Schwellenwerttemperaturen für Apoptose und kompletten Zelltod bestimmt. 
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Für die Untersuchung im Durchflusszytometer mussten die einzelnen Zellkulturen zunächst in Sus-

pension gebracht werden. Zu definierten Zeitpunkten nach der Bestrahlung mit dem Thuliumlaser 

(Spezifikationen in Kapitel: 3.2.6) wurden die Kulturen einmal mit PBS- gewaschen und anschlie-

ßend für 5 Minuten mit je 500 µl T/E im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellen 

wurden durch vorsichtiges auf- und abpipettieren gelöst und in ihrem ursprünglichen Zellkultu-

rüberstand gesammelt, es folgte eine Zentrifugation bei 4.700 g für 5 Minuten in einer Mikrozent-

rifuge, anschließend wurde der Überstand verworfen und die sedimentierten Zellen in je 1 ml eis-

kaltem PBS- resuspendiert. 

 

 

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Auswertung der Durchflusszytometrie 

Die Darstellung der gemessenen Daten erfolgte in der Flowing Software 2 als Dot Plot (A). Ungefärbte Zellen wurden als 

lebend, FITC-Annexin V positive Zellen als apoptotisch, FITC-Annexin V und Ethidium Homodimer III positive Zellen als 

tot und Ethidium Homodimer III positive Zellen als nekrotisch angesehen (B). 

 

Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 4.700 g, der Überstand wurde abgenommen und 

verworfen. Die Zellen wurden in 200 µl 1x Binding Buffer resuspendiert und je 100 µl der Suspen-

sion in ein FACS-Röhrchen gegeben. Die Ansätze wurden mit je 5 µl Annexin V und EthD III versetzt 

und für 15 min abgedunkelt bei RT inkubiert. Anschließend wurden je 400 µl 1x Binding Buffer 

zugegeben und die Suspensionen am Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson) vermes-

sen. Pro Probe wurden 10.000 Zellen ausgezählt und diese den Populationen lebend (ungefärbt), 

apoptotisch (grün), nekrotisch (rot) und tot (rot/grün) zugeteilt. 

Die Darstellung und Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Software Flowing Software 2 

(2.5.1, Perttu Terho, Turku Centre for Biotechnology University of Turku, Finnland) (Abbildung 20). 
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Für die immunzytochemischen Färbungen wurden die zu färbenden Zellen einmal vorsichtig mit 

eiskaltem PBS- gewaschen und anschließend mit 4,5 % Formaldehyd-Lösung für 15 Minuten bei 

RT fixiert. Nach dreimaligem Waschen für je 5 Minuten mit PBS- wurden die Zellen mit 0,05 % 

Triton-X100 in PBS- für 5 Minuten bei RT permeabilisiert und danach erneut für fünf Minuten mit 

PBS- gewaschen. Es folgte eine Inkubation in 1 % BSA-Lösung, in deren Anschluss die Zellen über 

Nacht mit einem primären Antikörper (Bezeichnungen und Verdünnungen der verwendeten An-

tikörper sind Tabelle 17 zu entnehmen) in 1 % BSA-Lösung bei 4 °C inkubiert wurden. 

Am nächsten Tag wurden die Zellen zunächst dreimal mit PBS- für fünf Minuten gewaschen. Die 

weiteren Schritte erfolgten im Dunklen bei RT. 

Die Inkubation mit dem korrespondierenden sekundären Antikörper in PBS (Bezeichnungen und 

Verdünnungen der verwendeten Antikörper sind der Tabelle 18 zu entnehmen) erfolgte für 1 h 

bei RT, ihr folgte dreimaliges Waschen mit PBS- für 5 Minuten. Nach Bedarf wurden die Zellen 

anschließend mit FITC-Phalloidin (1 µg/ml) und/ oder DAPI (1 µg/ml) in PBS- für 40 Minuten inku-

biert und erneut dreimal für je 5 Minuten mit PBS- gewaschen. 

Die vorher bestrahlten Kulturen wurden abschließend mit 1 ml PBS- überschichtet und die Deckel 

der 35 mm Zellkulturschalen mit Parafilm versiegelt. Die Zellen, die in den Deckglas-Kultivierungs-

systemen gefärbt wurden, wurden abschließend aus dem Kammersystem gelöst und mit Dako-

ImmoMount aus einem Objektträger eingedeckelt. 

Die Aufnahme der Immunfluoreszenz erfolgte am Nikon Eclipse Ti Mikroskop unter Verwendung 

unterschiedlicher Filter und Belichtungszeiten. 
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Für die Isolation intrazellulären Proteine wurde, das RIPA-Proteinisolations-System verwendet. 

Die Isolation der Proteine erfolgte zu definierten Zeitpunkten nach der Bestrahlung mit dem Thu-

liumlaser (Spezifikationen in Kapitel: 3.2.6). Zunächst wurden die Zellkulturüberstände abgenom-

men und die RPE-Kulturen einmal mit eiskaltem PBS- gewaschen, nach dem Verwerfen des Wasch-

puffers wurden pro Schale 200 µl des RIPA-Lysis Puffer (Tabelle 16) auf die Zellen gegeben und für 

10 Minuten auf Eis inkubiert. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen vom Boden der ver-

wendeten Zellkulturschale gelöst, die gewonnenen Suspensionen in 1,5 ml Reaktionsgefäßen ge-

sammelt und kurz auf dem Rührschüttler homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4700 g 

für fünf Minuten in einer auf 4 °C vorgekühlten Mikrozentrifuge, anschließend wurden die Über-

stände abgenommen und in vorgekühlten 1,5 ml Reaktionsgefäßen gesammelt und der sedimen-

tierte Zellschrott verworfen. Die Lagerung der Zelllysate erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei 

-70 °C. 

 

 

 

Um für die weiteren proteinbiochemischen Arbeiten definierte Mengen an Gesamtzellprotein ein-

setzen zu können, wurde eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgeführt. Die Bestimmung 

der Proteinkonzentration erfolgte, unter Abwandlung, wie von Bradford beschrieben [277]. Für 

die Messung wurden die zu bestimmenden Proben aufgetaut und 1: 10 mit dH2O verdünnt, des 

Weiteren wurde eine Verdünnungsreihe aus BSA in dH2O (1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 

0,125 mg/ml, 0 mg/ml) angesetzt. Je 10 µl der Verdünnungsreihe und die zu vermessenden Pro-

ben wurden dreifach auf eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen pipettiert und anschließend 

mit je 200 µl Bio-Rad Protein Assay Reagenz, 1: 5 in dH2O, versetzt. Als Nullwert wurde zusätzlich 

die Bio-Rad Protein Assay Reagenz, ohne Substrat, dreifach auf die Platte gegeben. Es wurde 10 

Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und die Absorption bei 450 nm im Spektrophotome-

ter Spektramax M4 ausgelesen. 

Für die Berechnung der Proteinkonzentration wurde zunächst die Mittelwerte der dreifach be-

stimmten Einzelbedingungen (Standardreihe, Nullwert, Probelösungen) gebildet und der Mittel-

wert des Blank von den anderen Mittelwerten subtrahiert. Aus der Standardreihe wurde anschlie-

ßend ein Punkt-Diagramm gebildet (y=Absorption; x=Konzentration), durch das eine Ausgleichs-

gerade gelegt wurde. Die Formel der Ausgleichsgeraden konnte anschließend genutzt werden um 

die Konzentration der Proben in Abhängigkeit zu ihrer Absorption zu berechnen. 
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Die Auftrennung der Protein-Proben erfolgte mittels einer sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE), anhand derer die Proteine entsprechend ihrer Molekülmasse in 

einem elektrischen Feld separiert werden können. 

Um eine Auftrennung der Proteine unabhängig von ihrer Eigenladung zu ermöglichen, mussten 

die Proteine zunächst denaturiert und ihre Eigenladung durch SDS maskiert werden. Für die Elekt-

rophorese wurden je 10 µg Protein eingesetzt, das benötigte Probenvolumen mit 5 µl 5x Proben-

puffer gemischt und die Lösung mit H2O bidest auf 25 µl aufgefüllt. Das Gemenge wurde kurz mit 

einem Rührschüttler gemischt, dann mittels einer Tischzentrifuge abgesetzt und für fünf Minuten 

bei 97 °C im Heizblock erwärmt. Die Proben wurden rückstandslos in die Taschen der verwendeten 

4-15 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels (10 Taschen, 30 µl) pipettiert, pro Gel wur-

den zusätzlich 5 µl Precision Plus Protein ™ Unstained Standard in eine der Taschen gegeben. Das 

Gel lief anschließend im mit 1x TGS Puffer gefüllten Mini-PROTEAN® Terta System bei 200 V für 

30 Minuten. 

Vor der weiteren Verwendung der Gele wurden diese im ChemiDoc™ XRS+ System unter UV-Licht 

aktiviert und dokumentiert. 

 

 

 

Für die Übertragung der Proteine aus der SDS-PAGE wurde das semidry Verfahren genutzt. Die 

hier verwendeten TransBlot® Turbo™ Mini-size PVDF-Membranen wurden kurz in 100 % (v/v) E-

tOH aktiviert und bis zur weiteren Verwendung zusammen mit den TransBlot® Turbo™ Mini-size 

Transfer Stacks in 1x TransBlot® Turbo™ Transfer Puffer gelagert. Der Aufbau des Blots erfolgte in 

folgender Form, auf die Anodenplatte des TransBlot® Turbo™ Blotting Systems wurde ein Trans-

Blot® Turbo™ Mini-size Transfer Stack, eine TransBlot® Turbo™ Mini-size PVDF-Membran, das 4-

15 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gel und ein weiterer TransBlot® Turbo™ Mini-size 

Transfer Stack gelegt. Der Deckel des TransBlot® Turbo™ Blotting Systems diente hierbei als Ka-

thode mit der die Blot-Kammer, Luftblasenfrei, verschlossen wurde. Die Laufzeit des TransBlot® 

Turbo™ Blotting Systems hing von der Anzahl der zeitgleich verarbeiteten Blots ab (25 V, 2,5 A; 

1 Blot/Kammer: 2 Minuten; 2 Blots/Kammer: 7 Minuten). 

Anschließend wurden die Membranen im ChemiDoc™ XRS+ System unter UV-Licht aktiviert und 

dokumentiert. 
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Die aus 3.5.4 resultierenden PVDF-Membranen wurden anschließend für die immunologische Pro-

teindetektion verwendet. Nach einem 10-minütigen Waschschritt in TBST wurden die Membra-

nen für 1 h in 5 % Milchlösung in TBST blockiert. Es folgte eine Inkubation mit dem gewünschten 

Primärantikörper (Verdünnungen zu entnehmen aus Tabelle 17) über Nacht bei 4 °C. Vor der ein-

stündigen Inkubation mit dem korrespondierenden Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper 

(Verdünnung zu entnehmen aus Tabelle 18) wurden die Membranen dreimal für 10 Minuten mit 

TBST gewaschen. Abschließend erfolgte ein weiterer Waschschritt mit TBST für 10 Minuten. Die 

Membranen wurden mit Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate entwickelt und 

anschließend im ChemiDoc™ XRS+ System dokumentiert. 

Die Auswertung der Blots erfolgte mit Hilfe der Software Image Lab™ 6.0. Durch diese Software 

konnte der Gesamtproteingehalt der einzelnen Proben auf die Intensität der korrespondierenden 

Antikörper-Bande der bezogen werden. Die Intensitäts-normierten Banden wurden anschließend 

auf die korrespondierende Kontrollsituation normiert und die Werte für weitere Berechnungen 

genutzt. 

 

 

 

 

 

Um einen möglichen Einfluss der verschiedeneren Laserbestrahlungen auf die Sekretion von VEGF 

zu überprüfen, wurde ein Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgeführt. 

Bei einem ELISA handelt es sich um ein antikörperbasiertes Nachweisverfahren für Proteine, die 

über eine spezifische Antigen-Antikörper-Bindung detektiert und vermessen werden können. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde das Kitsystem Quantikine ELISA Human VEGF der Firma R&D Sys-

tems® verwendet. 

 

 

Abbildung 21: Schematische Darstellung des Sandwich ELISA gegen VEGF 

Die Vertiefungen der ELISA-Platte sind mit einem monoklonalen Antikörper gegen VEGF beschichtet (A). Die zu vermes-

senden Proben werden in die Vertiefungen gegeben (B) und das, in den Proben befindliche, VEGF bindet an den mono-

klonalen Antikörper (C). Ein enzymgekoppelter, polyklonaler Antikörper gegen VEGF wird in die Vertiefungen gegeben 

und bindet an das VEGF (D). Nach der Zugabe des Substrates (E) kommt es zu einer enzymatischen Reaktion die zu einer 

Farbentwicklung (blau) in der Lösung führt. Nach Zugabe der Stopp-Lösung (Farbumschlag von blau nach gelb) kann die 

Absorption photometrisch bei 450 nm quantifiziert werden. 
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Die Testungen wurden mit den Zellkulturüberständen unterschiedlich behandelter und bestrahl-

ter Zellen durchgeführt. Die Behandlung und Bestrahlung erfolgten, wie unter 3.2.6 beschrieben. 

Die Zellkulturüberstände der Ansätze wurden zu den spezifizierten Zeitpunkten der einzelnen Ver-

suchsansätze gesammelt (Spezifikationen zu entnehmen unter 3.2.6) und bis zur Untersuchung 

bei -70 °C weggefroren. Die Handhabung des Kitsystems erfolgte nach Angaben des Herstellers. 

Die Standardreihe sowie die zu vermessenden Proben und das verwendete Zellkulturmedium 

(ohne vorherigen Kontakt mit Zellkulturen) wurden doppelt in die Vertiefungen eine Mikrotiter-

platte mit 96 Vertiefungen pipettiert. Nach zweistündiger Inkubation bei RT wurde die Platte drei-

mal, unter Verwendung der Waschstation für Mikrotiterplatten, mit 400 μl Waschpuffer gewa-

schen und anschließend das VEGF-Konjugat auf die Proben gegeben und für zwei Stunden bei RT 

inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte, bevor das Substrat auf die Zellen gegeben wurde. 

Die Umsetzung des Substrates führte zu einer blauen Farbentwicklung der Proben. Durch die Zu-

gabe der Stopp-Lösung wurde die Reaktion abgestoppt und es kam zu einem Farbumschlag ins 

Gelbe. Die Absorption der Proben konnte anschließend im Spektrophotometer SpektraMax bei 

450 nm vermessen werden (Abbildung 21). 

 

 

 

Die Proliferation einzelner Zellen einer Kultur kann über die Messung der DNS-Synthese nachge-

wiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Click-iT® EdU Alexa Fluor® 647 Imaging Kit 

(Invitrogen) verwendet. Bei EdU (5-ethynyl-2‘-deoxyuridine) handelt es sich um ein Thymin-ana-

logon, dass in neu-synthetisierte DNS anstelle von Thymin eingebaut wird. Auf diese Weise wur-

den Zellen, in denen eine Replikation der DNS stattgefunden hat markiert. In dem hier verwende-

ten Kit-System wir der Farbstoff Alexa Fluor® 647 über eine „Klickreaktion“, die durch Kupfer ka-

talysiert wird, kovalent an das in die DNS eingebaute EdU gebunden [278]. Der Reaktionsmecha-

nismus ist in Abbildung 22 aufgeführt. 
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Abbildung 22: Markierung der DNS mit EdU und anschließender Anbindung der Fluorophore 

EdU wird anstelle der Base Thymin an das Rückgrat neusynthetisierte DNS (blau) eingebaut. Durch eine Kupfer-vermit-

telte „Click“-Reaktion wird die Fluorophore (Alexa Fluor® 647, Magenta) an die Bindungsstelle (rot) angebunden. Modi-

fiziert nach [278]. 

 

Für den Nachweis der Proliferation wurden stets primäre RPE Kulturen der P2-Generation ver-

wendet. Die mit dem Bestrahlungsaufbau bestrahlt wurden (3.2.6). Es wurde eine doppeltkon-

zentrierte EdU-Arbeitslösung in DMEM-Vollmedium angesetzt (eingesetzte Endkonzentration: 

10 µM EdU, doppeltkonzentrierte Arbeitslösung: 20 µM EdU in DMEM-Vollmedium) und bis zur 

Verwendung abgedunkelt im Wasserbad (37 °C) erwärmt. Der Zellkulturüberstand der zu versor-

genden Kulturen wurde abgenommen und die Schalen einmal mit PBS- gewaschen. Auf die Kultur-

schalen wurde zunächst 1 ml vorgewärmtes DMEM-Vollmedium gegeben und anschließend 1 ml 

der doppeltkonzentrierten EdU-Arbeitslösung. Die Kulturen wurden anschließend für 4 h im Brut-

schrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die EdU-Lösung wurde abgenommen und die Kulturen 

zur Fixation für 15 min bei RT mit 3,7 % Formaldehyd inkubiert und anschließend zweimal mit 3 % 

BSA-Lösung gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit 0,5 %Triton X-100 in PBS- für 20 min bei RT. 

Anschließend wurde zweimal mit 3 % BSA in PBS- gewaschen. Danach wurde die Klickreaktion 

durchgeführt, hierfür wurden je 500 µl der Reaktionslösung, bestehend aus Reaktionspuffer, 

CuSO4, dem Alexa Fluor®-Azid und einem Pufferzusatz (Zusammensetzung nach Angaben des Her-

stellers, abhängig von der Anzahl an Reaktionen), auf die Schalen gegeben und für 30 min abge-

dunkelt bei RT inkubiert. Die Reaktionslösung wurde abgenommen und die Kulturen zweimal mit 

3 % BSA in PBS- gewaschen. Die Zellkerne aller Zellen wurden mit Hoechst 33342 in PBS- (Verdün-

nung 1: 2.000) für 30 min, abgedunkelt bei RT, angefärbt. Anschließend wurden die Kulturen zwei-

mal mit PBS- gewaschen, abschließend mit 1 ml PBS- überschichtet und die Kulturschalen mit Pa-

rafilm abgedichtet. Die Kulturen wurden bis zur Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie im Kühl-

schrank bei 4 °C gelagert. 

Bei der Dokumentation am Fluoreszenzmikroskop (Eclipse Ti, Nikon) wurden zwei unterschiedli-

che Filter (λex/λem=340-380 nm/435-485 nm für Hoechst, und λex/λem=628 nm ± 40 nm/692 nm ± 

40 nm für Alexa Fluor® 647) genutzt. Die dabei generierte Großaufnahme bestand aus 23x23 Ein-

zelbildern, die mit einer 10x Vergrößerung aufgenommen und einer 5 % igen Überlappung mit 
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Hilfe der stitching-Funktion einer spezifischen Mikroskop-Software (NIS-Elements) zusammenge-

setzt wurden. 

Zur Kontrolle wurden zusätzlich Kulturen mit mechanischen Verletzungen gefärbt und dokumen-

tiert. 

 

 

 

 

 

Um mögliche Veränderungen des Wundschlusses in Abhängigkeit von transienter Hyperthermie 

beurteilen zu können wurden Experimente durchgeführt welche die Zellfrontgeschwindigkeit (Cell 

Front Velocity, CFV) des Wundrandes betrachten. Hierfür wurden scratch assays in RPE-Kulturen 

der P2-Generation durchgeführt die für 60 h mittels Videomikroskopie (Live Cell Analyser JuLI™ 

FL, NanoEnTek Inc.) im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 dokumentiert wurden. 

Zwei verschiedene Versuchsansätze wurden durchgeführt. Der eine Ansatz beinhaltete keine wei-

teren Einflüsse, wohingegen bei dem zweiten Ansatz die Kulturen vor dem setzen des Kratzers 

transient mit dem Thuliumlaser auf 44 °C erwärmt wurden. Für die Ansätze ohne transiente Er-

wärmung wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen einmal mit PBS- gewaschen, 

der Kratzer wurde mit einer 1 ml Pipettenspitze in den Zellrasen der Kultur gesetzt. Der etwa 

500 µm breite Kratzer wurde über die komplette Breite der Zellkulturschale gezogen und die Kul-

tur anschließend mit 1,2 ml frischem DMEM-Vollmedium versorgt. Bei den Ansätzen die vor der 

Verletzung des Zellrasens transient erwärmt werden sollten wurde der Zellkulturüberstand abge-

nommen, die Zellen einmal mit PBS- gewaschen, die Kultur anschließend mit 1,2 ml frischem 

DMEM-Vollmedium versorgt und für 10 min im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die 

Bestrahlung erfolgte wie unter 3.2.6 beschreiben. Allerdings wurde hier ausschließlich eine 

Tmax=44 °C angelegt. Nach der Bestrahlung wurde die Kultur für 1 h im Brutschrank bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. Das Setzen des Kratzers erfolgte wie bei den nicht bestrahlten Kulturen be-

schrieben. Für die Dokumentation wurde die Kultur so auf dem JuLI™ FL platziert, dass der Kratzer 

bei 4x Vergrößerung in zentraler Position lag und der aufgenommene Ausschnitt scharf gestellt. 

Anschließend wurde die Aufnahme über 60 h gestartet, alle 90 s wurde ein Bild dokumentiert und 

die Konfluenz der beobachteten Kultur bestimmt. Eine schematische Darstellung des Aufbaus fin-

det sich in Abbildung 23. 
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Abbildung 23: Schematische Darstellung des JuLI™ FL Aufnahmesystems 

Das JuLI™ FL Aufnahmegerät wurde im Brutschrank (a) platziert, das LED (b) diente der Belichtung der Probe (c), die so 

von der Kamera (d) aufgenommen werden konnte. Die Bilddaten wurden über das Verbindungskabel (f) an die Kontroll-

/Steuereinheit (g) weitergeleitet. Das Scharfstellen der zu beobachteten Probe erfolgte entweder direkt am Feintrieb 

des JuLI™ FL (e) oder an der Kontroll-/ Steuereinheit außerhalb des Inkubators. 

 

Für die Bestimmung der CFV wurden die von JuLI™ FL aufgenommenen Konfluenz-Daten genutzt. 

Bei der Konfluenz handelt es sich um das Flächenverhältnis zwischen bewachsener und unbe-

wachsener Fläche einer Kulturschale, hier also das Verhältnis zwischen Zellrasen und Wunde. Im 

Allgemeinen lässt sich die Wundheilung in drei unterschiedliche Wachstumsphasen unterteilen. 

Zunächst kommt es zu einem verzögerten Anstieg der Konfluenz (lag-Phase), die in eine Wachs-

tumsphase mit annähernd exponentiellem Wachstum (log-Phase) übergeht. Gegen Ende des 

Wundschlusses kommt es zu einem Abfallen der Wachstumsrate (stationäre-Phase) in der die 

meisten Zellen bereits Zell-Zell-Kontakte ausgebildet haben und die Wunde fast vollständig ge-

schlossen ist (Abbildung 24 A). 

 

 

Abbildung 24: Darstellung der Konfluenz über die Zeit und einer Zellkultur mit Wunde in vertikaler Richtung 

Beispielhafte Darstellung der gemessenen Konfluenz-Daten über die Zeit (A), die gemessene Konfluenz ist in blau dar-

gestellt, die Approximation (Center Piece Approximation) des Anstiegs der Konfluenz im mittleren Zeitbereich der Auf-

nahme. Und einer PRE-Kultur mit einer Verletzung in vertikaler Richtung, die intakte Einzelzellschicht der Kultur ist grün 

dargestellt und stellen die Zellfronten dar, die Pfeile zeigen die erwartete Bewegungsrichtung der beiden Zellfronten 

an. 
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Für die Bestimmung der CFV wurde die log-Phase genutzt (Abbildung 24 A). Da die gewonnenen 

Konfluenz-Daten stark von dem aufgenommenen Ausschnitt abhängen, mussten die Messdaten 

normiert werden. Zunächst wurde die Steigung der Konfluenz in der log-Phase an 10 Messpunkten 

approximiert (Center Piece Approximation, CPA) (Abbildung 24 A, rote Gerade), mit der so gewon-

nenen Steigung wurde anschließend die Fläche des Detektors der verwendeten Kamera multipli-

ziert. In Abhängigkeit von der Orientierung (horizontal, vertikal) wurde durch die Höhe oder Breite 

des Kratzers dividiert, da in diesem Versuchsaufbau zwei Zellfronten existieren musste zudem 

durch zwei geteilt werden (Abbildung 24 B, Formel 8). 

 

Formel 8: Formel zur Berechnung der Zellfrontgeschwindigkeit 

Die Zellfrontgeschwindigkeit wird berechnet indem die Fläche des Kamerasensors (h, b) mit dem Anstieg der Center 

Piece Approximation (CPA) multipliziert wird. Anschließend wird durch 2 und die Höhe (h) oder Breite (b) der Wunde 

geteilt. 

𝐶𝐹𝑉 =
ℎ ∙ 𝑏 ∙ 𝐶𝑃𝐴

(ℎ 𝑜𝑑𝑒𝑟 𝑏)/2
 

 

Der so berechnete Wert stellte einen Maßstab für die Verschlussrate der Wunde dar (Abbildung 

24 B). Es wurde nur die Bewegung in vertikale oder horizontale Richtung (abhängig von der Orien-

tierung der Wunde) berücksichtigt, seitliche Bewegungen wurden nicht in die Auswertung einbe-

zogen. 

 

 

 

Zusätzlich wurden Versuche durchgeführt um den Einfluss subletaler Hyperthermie auf die Wund-

heilung und Proliferation zu untersuchen. Hierfür wurden spezielle Zellkulturschalen (Culture-in-

sert 3-well dishes, ibidi) (Abbildung 25) verwendet in die die RPE-Zellen zur P2-Generation gesät 

wurden. Diese Kulturschalen enthielten einen Einsatz mit drei Kammern (je 3,14 mm x 7 mm) in 

denen die Zellen kultiviert wurden. Kurz vor der Bestrahlung wurde der Einsatz entfernt und 1,2 ml 

DMEM-Vollmedium auf die Zellen gegeben. Die Bestrahlung erfolgte wie unter 3.2.6 beschrieben.  

 

 

Abbildung 25: Darstellung der verwendeten standardisierten Zellkulturschale für Wundheilungs-Assays 

Nach der Entnahme des Einsatzes ergaben sich drei unabhängige Flächen mit RPE-Zellen (3,14 mm x 7 mm; Zellrasen), 

die durch eine Lücke von 500 µm (Wunde) unterbrochen wurden. Die Gesamtfläche des bewachsenen Bereichs betrug 

11 mm. 

Bereich ohne Zellen
(500 µm; Wunde)

Glasboden

Fläche mit kultivierten RPE-Zellen
(3.14 mm x 7 mm; 22 mm2; Zellrasen)

11 mm
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24 h nach der Bestrahlung wurden proliferative Zellen innerhalb der Kulturen wie unter 3.7 be-

schrieben nachgewiesen (hier wurde Alexa Fluor® 488 markiertes EdU verwendet) und die Kultu-

ren anschließend am Fluoreszenzmikroskop (Eclipse Ti, Nikon) dokumentiert. Pro Wundspalte 

wurden je 6 Aufnahmen im Hellfeld, Hoechst 33342 (blau; λex/λem=340-380 nm/435-485 nm) und 

Alexa Fluor® 488 (grün; λex/λem=490/525 nm) bei 10x Vergrößerung gemacht. Bei den dokumen-

tierten Hellfeldaufnahmen wurde anschließend an sechs, gleichmäßig verteilten, Stellen die Breite 

der verbleibenden Wunde bestimmt, die Fluoreszenzaufnahmen dienten der Bestimmung des An-

teils EdU-positiver Zellen innerhalb des Wundrandes. 

 

 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal an unabhängigen Zellkulturen unter gleichbleiben-

den Bedingungen durchgeführt. Der zeitliche Verbleib der primären Kulturen als P0- P1- und P2-

Generation wurde strikt eingehalten. Es wurden ausschließlich, falls nicht anders angegeben, kon-

fluente Kulturen der P2-Generation verwendet. 

Die Angabe der Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Zur statisti-

schen Analyse wurde der Student’sche t-Test angewendet, hierbei wurden zweiseitige p-Werte 

von ≤0,05 als signifikant (*), von ≤0,01 als hoch signifikant (**) und von ≤0,001 als höchst signifi-

kant (***) angesehen. 
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Mithilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes (Formel 5) wurde die optische Eindringtiefe des ver-

wendeten Thuliumlasers berechnet. Bei einer Füllhöhe von 80 µm ist die Strahlungsintensität auf 

1/e≈37% der ursprünglichen Intensität abgefallen [275, 276]. Als Absorptionskoeffizient von Was-

ser wurde 127,5 cm-1 angenommen. Um sicher gehen zu können, dass eine komplette Absorption 

des emittierten Lichtes im Medium erreicht werden konnte, wurde die tatsächliche Füllhöhe des 

Mediums an zentraler Position der Zellkulturschale mittels optischer Kohärenztomographie (OCT) 

bestimmt. 

Die Füllhöhe des Mediums an zentraler Position variierte abhängig davon, ob die Zellkulturschale 

zuvor trocken war, oder vorab bereits benetzt wurde. Bei den Messungen ergab sich nach der 

Zugabe von 1200 µl DMEM-Vollmedium bei Kulturschalen die vorher trocken waren eine Füllhöhe 

von 738 µm und bei Kulturschalen die vorher bereits benetzt wurden eine Füllhöhe von 877 µm. 

Bei Zellkulturschalen auf denen konfluente Zellkulturen kultiviert wurden lag die Füllhöhe bei 

935 µm. Die hier gemessene Füllhöhe reichte aus um die komplette Strahlung des verwendeten 

Thulimlasers zu absorbieren. Dadurch konnte eine direkte Absorption durch die Zellen ausge-

schlossen werden. 

  



ERGEBNISSE   

54 

 

 

Um die benötigte Laserleistung für das Erreichen der gewünschten zentral anliegenden Maximal-

temperatur (Tmax) berechnen zu können, musste zunächst die tatsächlich erreichte Temperatur bei 

verschiedenen Laserleistungen gemessen werden. Der zeitliche Verlauf einer solchen Messung ist 

beispielhaft für eine Leistung von 5 W und an zentraler Position der Zellkulturschale gemessen in 

Abbildung 26 dargestellt. 

 

 

Abbildung 26: Beispielhafte Darstellung der Temperaturmessung an zentraler Position der Zellkulturschale bei einer 

Leistung von 5 W 

Dargestellt ist eine beispielhafte Messung der Temperaturentwicklung bei einer Bestrahlung mit 5 W Leistung. Die Mes-

sung erfolgte mit einem Thermoelement (Cat. No.: HYP-0-33-1-T-G-60-SMPW-M, Omega® Engineering Inc.) an zentraler 

Position auf der Kulturschale. Der rote Pfeil markiert den Beginn, die gepunktete Linie das Ende der Bestrahlung (10 s). 

Das Maximum der Kurve stellt die Maximaltemperatur (Tmax) an der Messposition dar (gestrichelte Linie). 

 

Der gemessene Temperaturanstieg (ΔT) nach einer Bestrahlungsdauer von 10 s war proportional 

zur Leistung des Lasers. Somit war es möglich, beliebige Temperaturanstiege mittels linearer Re-

gression zu berechnen. Hierfür wurden zunächst Leistungen von 1, 5, 10 und 15 W am Thuliumla-

ser eingestellt und diese gegen das damit erzielte ΔT aufgetragen (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Darstellung des Zusammenhangs von Leistung und Temperaturanstieg 

Dargestellt ist die an zentraler Position und in Bodennähe der Schale gemessene Temperaturerhöhung (ΔT) in Abhän-

gigkeit von der am Laser eingestellten Leistung P. ΔT=1,412∙P + 1,6533 gibt den funktionalen Zusammenhang zwischen 

Temperaturerhöhung (ΔT) und Laserleistung P an. Bei einer Ausgangstemperatur von 37 °C führen 1 W Laserleistung zu 

einer Erwärmung um 1,412 °C. 

 

Die Steigung der Ausgleichsgeraden (Abbildung 27) wurde genutzt, um die tatsächlich benötigte 

Leistung P zum Erreichen der gewünschten Maximaltemperatur (Tmax) an zentraler Position zu be-

rechnen (Tabelle 3). 

 

Tabelle 3: Berechnete Parameter nach der Temperatur-Kalibrierung 

Berechnete Leistungen, die benötigt wurden, um die gewünschte Maximaltemperatur (Tmax) an zentraler Position der 

Zellkulturschale zu erreichen. Als Grundlage der Berechnungen diente der in Abbildung 27 ermittelte funktionale Zu-

sammenhang zwischen Temperaturerhöhung (ΔT) und Laserleistung P: ΔT=1,412∙P + 1,6533. 

Ziel-Temperatur (Tmax/°C) 40 43 47 51 59 

Basis Temperatur (°C) 34,28 34,28 34,28 34,28 34,28 

ΔT (°C) 5,72 8,72 12,72 16,72 24,72 

Leistung P (W) 2,9 5,0 7,8 10,7 16,4 

 

Mittels linearer Regression wurden die benötigte Leistungen zum Erreichen der gewünschten Ma-

ximaltemperaturen an zentraler Position der Zellkulturschale (Tmax=40 °C, 43 °C, 47 °C, 51 °C, 

59 °C) berechnet (Abbildung 27). Die so erstellten Temperaturverläufe zeigten einen annähernd 

gaußförmigen Verlauf. Die höchste Temperatur lag im Zentrum und fiel mit zunehmendem Ab-

stand ab. Die Temperaturverteilung, auf Zellebene, nach einer Bestrahlung von 10 s (T10s) (Abbil-

dung 28) zeigte eine glockenartige Form, die einer Gauß-Funktion entsprach. Für den Fit wurde 

Formel 9 verwendet. 

 

Formel 9: Verwendete Gauß-Funktion 

T(r): Temperatur an einer bestimmten Position der Zellkulturschale; r: Entfernung vom Zentrum; Tbasis: Temperatur des 

Mediums vor der Bestrahlung (°C); P: Leistung des Lasers; C: Rate der Erwärmung; ω: Aufweitung der Kurve. 

T(r) = Tbasis  +  P ∙ C ∙ 𝑒
−

2𝑟2

𝜔2  
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Abbildung 28: Verteilung der Temperatur bei unterschiedlichen eingestellten Leistungen 

Temperaturverteilung an unterschiedlichen Positionen auf der Platte zur zehnten Sekunde (T10s) während der Bestrah-

lung. Die angelegten Leistungen resultierten in unterschiedlichen Maximaltemperaturen (Tmax) an zentraler Position der 

Zellkulturschale. Die Temperaturverteilungen wurden auf die Gauß-Funktion gefittet. 

 

Bei dieser Formel (Formel 9) stehen r und Tbasis für die Distanz zum Zentrum sowie die Temperatur 

(°C) des Mediums vor der Bestrahlung. P, C und ω stellen hier die ausgegebene Leistung (W), die 

Rate der Erwärmung (C=1,46(°C/W)) und die Aufweitung der Kurve (ω=10,13) (Tabelle 4). Der 

Temperaturanstieg ΔT war proportional zur Leistung des Lasers P (Formel 10). 

 

Formel 10: Formel zur Berechnung der Abhängigkeit vom Temperaturanstieg (ΔT) zur Leistung des Lasers (P) 

ΔTmax: Maximaler Temperaturanstieg; r: Abstand zum Zentrum; P: Leistung des Lasers; C: Rate der Erwärmung 

∆𝑇𝑚𝑎𝑥(𝑟 = 0) = 𝑃 ∙ 𝐶 

 

Tabelle 4: Berechnete Parameter zum Einsetzen in die Gauß-Funktion (Formel 9) 

Tmax; Erreichte Maximaltemperatur; Tbasis(°C): Gemessene Grundtemperatur; ΔTmax: Entspricht in Formel 9 dem Term P∙C; 

ω: Aufweitung der Kurve 

Tmax Tbasis (°C) ΔTmax ω 

40°C 34,28 5,72 10,13 

43°C 34,28 8,72 10,13 

47°C 34,28 12,72 10,13 

51°C 34,28 16,72 10,13 

59°C 34,28 24,72 10,13 
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Die Bestimmung der zellulären Vitalität in transient erwärmten primären RPE-Zellkulturen diente 

der Einordnung der unterschiedlichen zentral angelegten Zieltemperaturen (Tmax) in das Schema 

subletal und letal. Bei den Maximaltemperaturen (Tmax) die an zentraler Position der Zellkultur-

schale angelegt wurden handelte es sich um 40°C, 44°C, 47°C, 51°C und 59°C. Zur Untersuchung 

der Zellvitalität in Kulturen nach transienter thermischer Erwärmung wurden die Substanzen FITC-

Annexin-V und Ethidium Homodimer III (EthD-III) verwendet. Nach der Färbung erfolgten entwe-

der fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des Färbemusters oder die Bestimmung des An-

teils lebender, toter und apoptotischer Zellen, an der Gesamtkultur, im Durchflusszytometer. 

Nachfolgend werden die Ergebnisse der beiden unterschiedlichen Auswertungen aufgeführt. 

 

 

 

In Abbildung 29 sind die ermittelten Anteile lebender, apoptotischer und toter Zellen an der Ge-

samtpopulation bestrahlter Zellkulturen aufgeführt. Der Prozentsatz lebender Zellen in der nicht 

bestrahlten Kontrolle (37 °C) wurde als 100 % und die Anteile apoptotischer und toter Zellen als 

0% festgelegt. Die entsprechenden Anteile der bestrahlten Kulturen wurden anschließend zu dem 

Wert der nicht bestrahlten Kontrolle ins Verhältnis gesetzt. Bei der Auswertung der Daten zeigte 

sich, dass es drei Stunden nach der Bestrahlung erst ab einer zentralen Maximaltemperatur (Tmax) 

von 47 °C zu einer Abnahme an lebenden Zellen (-4,3%) und einer relativen Zunahme apoptoti-

scher (+ 4,8%) kam, wohingegen der Anteil toter Zellen (-0,5%) im Vergleich zur nicht bestrahlten 

Kontrolle unverändert blieb (Abbildung 29). Bei Tmax unterhalb von 47 °C kam es, im Verhältnis zur 

nicht bestrahlten Kontrolle zu einer leichten Zunahme des Anteils lebender Zellen 

(Tmax=40 °C=+ 5,9%; Tmax=44 °C=+ 5,1%) und folglich zu einer Abnahme apoptotischer 

(Tmax=40 °C=-4,1%; Tmax=44 °C=-1,2%) und toter (Tmax=40 °C=-1,8%; Tmax=44 °C=-4%) Zellen (Abbil-

dung 29). Der Anteil lebender Zellen in Kulturen, die mit Tmax≥47 °C bestrahlt wurden nahm drei 

Stunden nach der Bestrahlung, im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle, deutlich ab 

(Tmax=51 °C=-13,1%; Tmax=59 °C=-22%). Wohingegen der Anteil apoptotischer (Tmax=51 °C=+8,2%; 

Tmax=59 °C=+12,4%) und nekrotischer (Tmax=51 °C=+5%; Tmax=59 °C=+9,6%) Zellen zunahm (Abbil-

dung 29). 
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Abbildung 29: Ergebnisse der Untersuchung des Anteils lebender, toter und apoptotischer Zellen am Durchflusszyto-

meter 

Dargestellt sind die gemittelten Anteile lebender (blau), früh apoptotischer (grün) und toter (rot) Zellen über insgesamt 

drei unabhängigen Messungen. Die Ergebnisse der einzelnen zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) wurden 

ins Verhältnis zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C) gestellt. Die Ermittlung des Anteils lebender, apoptotischer und 

toter Zellen an der Gesamtpopulation erfolgte nach drei oder 24 h, da es sich um finale Versuche handelte sind die 

Ergebnisse für drei und 24 h als unabhängig anzusehen. 

 

24 Stunden nach der Bestrahlung zeigte sich bei Kulturen die mit einem Tmax von 40 °C bestrahlt 

wurden nur eine geringe Zunahme lebender Zellen (+3%) und toter Zellen (-2,9%), der Anteil 

apoptotischer Zellen änderte sich im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle nur geringfügig 

(+ 0,1%) (Abbildung 29). Bei Kulturen, die mit einem Tmax von 44 °C bestrahlt wurden kam es zu 

einer geringen Abnahme des Anteils lebender Zellen (-0,37%) und einer Zunahme des Anteils toter 

Zellen (+0,38%), der Anteil apoptotischer Zellen blieb im Verhältnis zur nicht bestrahlten Kontrolle 

unverändert (Abbildung 29). Bei Kulturen, die mit einem Tmax von 47 °C bestrahlt wurden, zeigte 

sich 24 Stunden nach der Bestrahlung ein ähnliches Bild wie bei den Kulturen die nach 3 h unter-

sucht wurden. Der Anteil lebender Zellen sank um etwa 6% ab, wohingegen der Anteil apoptoti-

scher Zellen (+ 3%) und toter Zellen (+ 3%) gleichförmig zunahm (Abbildung 29). Bei Kulturen, die 

mit Tmax ≥47 °C bestrahlt wurden nahm drei Stunden nach der Bestrahlung, im Vergleich zur nicht 

bestrahlten Kontrolle, der Anteil lebender Zellen deutlich ab (Tmax=51 °C=-21,5%; Tmax=59 °C=-

37,3%). Wohingegen der Anteil apoptotischer (Tmax=51 °C=+5,4%; Tmax=59 °C=+6,1%) und nekroti-

scher (Tmax=51 °C=+15,9%; Tmax=59 °C=+31,2%) Zellen zunahm. Es konnte somit im zeitlichen Ver-

lauf bei Tmax≥47 °C eine Verschiebung von apoptotischen Prozessen hin zum finalen Absterben der 

Zellen vermutet werden. 
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Abbildung 30: Anteil lebender Zellen im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C) über die einzelnen angeleg-

ten Maximaltemperaturen (Tmax) 

Dargestellt ist die statistische Auswertung des Anteils lebender Zellen nach drei und 24 h im Vergleich zur nicht bestrahl-

ten Kontrolle (37 °C) über die zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax). Eine statistisch signifikante Abnahme 

des Anteils lebender Zellen trat nach drei und 24 h ab einem Tmax von 50 °C auf. Anhand dieser Daten wurde eine Un-

terteilung der zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) in subletal (grün; nicht tödlich), letal (orange; tödlich) 

und intermediär (mittelgrau; in geringem Maße tödlich) vorgenommen. p≤0,05 (*); p≤0,01 (**); p≤0,001 (***). 

 

Bei der Betrachtung des Anteils lebender Zellen an einer Kultur im Verlauf (von niedrig bis hoch) 

der angelegten zentralen Maximaltemperatur (Tmax) ließ sich eine deutliche Tendenz erkennen 

(Abbildung 30). Bei Tmax ≥ 47 °C kam es sowohl nach drei, als auch nach 24 Stunden zu keiner Ver-

änderung im Anteil lebender Zellen (Abbildung 30), zwar traten Schwankungen auf, die Werte 

lagen unter Berücksichtigung ihrer Standardabweichung (3 h: Tmax=40 °C=106,2% ± 

4,9%;Tmax=44 °C=105,8% ± 10,6%; Tmax=47 °C=96,6% ± 14,4%) (24 h: Tmax=40 °C=102% ± 

3,2%;Tmax=44 °C=99,6% ± 4,7%; Tmax=47 °C=94,1% ± 4%) im Bereich der nicht bestrahlten Kontrol-

len (Abbildung 30). Bei Tmax≥47 °C kam es zu einer statistisch signifikanten Abnahme des Anteils 

lebender Zellen. Drei Stunden nach der Bestrahlung mit Tmax=51 °C fiel der prozentuale Anteil le-

bender Zellen auf 87,1% ± 4,4% (p=0,0073) und nach einer Bestrahlung mit Tmax=59 °C auf 78,8% 

± 12% (p=0,0375) (Abbildung 30). 24 Stunden nach der Bestrahlung fiel der Anteil bei einer zentral 

angelegten Maximaltemperatur von 51 °C auf 78,8% ± 8,6% (p=0,0131) und bei einer Tmax von 

59 °C auf 62,9% ± 7% (p=0,0008) (Abbildung 30). 

Aufgrund dieser statistischen Auswertung wurden im Weiteren Temperaturen unterhalb 47 °C als 

subletal (nicht tödlich) und oberhalb von 47 °C als letal (tödlich) angenommen. Bei Kulturen die 

mit einer Tmax von 47 °C bestrahlt wurden kam es zwar zu keinem signifikanten Abfall des Anteils 

lebender Zellen, allerdings war der Anteil apoptotischer Zellen nach drei Stunden deutlich erhöht. 

Zentral angelegte Maximaltemperaturen von 47 °C wurden tendenziell als letal angenommen. 
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Adhärente Zellen wurden drei, 24 und 48 Stunden nach der Bestrahlung mit unterschiedlichen 

zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) mit FITC-Annexin-V, Ethidium Homodimer III 

(EthD-III) und Hoechst 33342 gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. 

Zellen die nur FITC-Annexin-V (grün) positiv waren wurden als apoptotisch und EthD-III (nur rot) 

sowie EthD-III und FITC-Annexin-V (rot/grün) positive Zellen als tot angesehen. Zellen die aus-

schließlich mit Hoechst 33342 (blau) angefärbt waren wurden als lebend eingeordnet. In Abbil-

dung 31 sind die beobachteten Färbemuster dargestellt. 

 

Abbildung 31: Darstellung der fluoreszenzmikroskopisch aufgenommenen Färbemuster 

(A) Beispielhafte Darstellung der beobachteten Färbemuster nach Bestrahlung mit einer angelegten zentralen Maximal-

temperatur ≥ 47 °C; es lassen sich drei distinkte Bereiche erkennen, einen inneren Bereich mit rot beziehungsweise 

rot/ grün gefärbten Zellen (tote Zellen), einen Ring mit ausschließlich grün gefärbten Zellen (apoptotische Zellen),der 

sich an den Bereich mit toten Zellen anschließt und um diesen ein Bereich in dem sich ausschließlich blau gefärbte Zellen 

befinden (lebende Zellen).(B) Beispielhafte Darstellung der unterschiedlichen beobachtbaren Färbemuster; insgesamt 

ließen sich drei unterschiedliche Färbemuster beobachten (1) ausschließlich blaugefärbte Zellen; (2) in zentraler Posi-

tion eine kreisförmige Gruppe grüngefärbter Zellen die von ausschließlich blaugefärbten Zellen umgeben waren; (3)[27] 

in zentraler Position rot beziehungsweise rot/ grün gefärbte Zellen die von einem Ring ausschließlich grüngefärbter 

Zellen umgeben waren, der wiederum von einer Population ausschließlich blau gefärbter Zellen umschlossen war. (Maß-

stab: 100 µm) 

 

Bei Kulturen die mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur (Tmax) von größer als 47 °C be-

strahlt wurden zeigte sich ein distinktes Färbemuster, wie beispielhaft in Abbildung 31 (A) darge-

stellt. Hierbei konnte eine kreisförmige Population rot und/ oder rot/ grün (EthD-III; EthD-III/FITC-

Annexin-V) gefärbter Zellen in zentraler Position beobachtet werden die von einem Ring aus aus-

schließlich grüngefärbten Zellen (FITC-Annexin-V) umgeben war. Die rot und rot/ grünen Zellen 

wurden als tot angenommen und die ausschließlich grünen Zellen als apoptotisch. An den Ring 

grüngefärbter Zellen schloss sich ein Bereich ausschließlich blaugefärbter Zellen (Hoechst 33342) 

an, der sich bis in die Peripherie der Zellkulturschale erstreckte. Diese Zellen wurden als lebend 

eingeordnet. Über alle gefärbten Zellkulturschalen ließen sich insgesamt drei unterschiedliche 

Färbemuster beobachten. Bei dem einen Färbemuster kamen ausschließlich blaugefärbte Zellen 

vor (Abbildung 31 B (1)), bei dem zweiten trat an zentraler Position eine kreisförmige Population 

grüngefärbter Zellen auf, die von ausschließlich blaugefärbten Zellen umgeben waren (Abbildung 

31 B (2)) und bei dem dritten zeigte sich an zentraler Position eine kreisförmige Population rot 

und/oder rot/grün gefärbter Zellen die von einem Ring aus ausschließlich grüngefärbten Zellen 

1

Apoptotische Zellen

Lebende Zellen

2

Tote Zellen

3
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umgeben waren, an diesen Bereich schlossen sich ausschließlich blaugefärbte Zellen an (Abbil-

dung 31 B). 

Die Bewertung der Färbemuster erfolgte zunächst nach rein subjektiver Empfindung des Experi-

mentators und diente dazu zu dokumentieren ob rein visuell Unterschiede erkennbar sind. Hierfür 

wurden die Färbungsintensitäten der Farbstoffe FITC-Annexin-V und EthD-III bewertet, wobei 

keine Färbung mit einem -, eine geringe bis mäßige Färbung mit ± und eine deutliche bis starke 

Färbung mit + gekennzeichnet wurde (Tabelle 5). Bei der Betrachtung der so gewonnenen Daten 

konnte eine zeit- und temperaturabhängige Intensivierung der Färbungen beobachtet werden. 

 

Tabelle 5: Ausprägung der beobachteten Färbemuster  

Rein subjektive Auswertung der Färbemuster, der Experimentator beurteilte ob keine Färbung (-), eine geringe bis mä-

ßige Färbung (±) oder eine deutliche bis starke Färbung (+) der Zellen vorlag.  

 

 FITC-Annexin-V (apoptotische Zellen) EthD-III (tote Zellen) 

T
max

 3h 24h 48h 3h 24h 48h 

37°C - - - - - - 

40°C - - - - - - 

44°C - - - - - - 

47°C ± ± + - + + 

51°C + + + + + + 

59°C + + + + + + 

 

Die Beurteilung dieser Ergebnisse bestätigte die Einordnung der Tmax in das Schema subletal und 

letal (4.2.1). Ausgehend von den in Tabelle 5 aufgeführten Färbemustern wurden Tmax≤44 °C als 

komplett subletal und Tmax≥47 °C als letal angenommen. 

Des Weiteren wurden die gefärbten Zellkulturschalen genutzt um die Schwellenwert Temperatu-

ren für Apoptose und kompletten Zelltod zu berechnen. Für die Berechnung wurden die äußeren 

Radien für Apoptose (grün) und kompletten Zelltod (rot und rot/grün) aller zentral angelegten 

Maximaltemperaturen (Tmax=40 °C, 44 °C, 47 °C, 51 °C, 59 °C) zu einem Messzeitpunkt (3, 24, 48 h) 

gemittelt und in Formel 9, unter Verwendung der Daten aus Tabelle 4, eingefügt. So konnte die 

minimale Temperatur bestimmt werden, welche nach einer Bestrahlung von zehn Sekunden (T10s) 

nach 3, 24 oder 48 h zu apoptotischen Veränderungen in Zellen oder zum kompletten Zelltod 

führte (Abbildung 32). 
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Abbildung 32: Darstellung der berechneten Schwellenwert Temperaturen 

Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Schwellenwerttemperatur, die nach einer Bestrahlung von 10 s (T10s) zu apopto-

tischen Veränderungen der Zellen (grünes Quadrat), oder komplettem Zelltod (rotes Dreieck) führt. 

 

Die Berechnungen ergaben, dass die initiale T10s, die zu apoptotischen Veränderungen in Zellen 

führte, in Abhängigkeit von der Zeit nach der Bestrahlung (3 h bis 48 h) absank. Dies galt auch für 

die initiale T10s die kompletten Zelltod hervorrief (Abbildung 32). Drei Stunden nach der Bestrah-

lung lag die T10s für Apoptose bei 48,6 ± 1,8 °C und für kompletten Zelltod bei 52,1 ± 0,6 °C. 24 h 

nach der Bestrahlung sank die T10s für apoptotische Veränderungen auf 47,2 ± 1,3 °C (-1,4 °C) und 

für kompletten Zelltod auf 50,1 ± 1,4 °C (-2 °C) (Abbildung 32). 48 h nach der Bestrahlung zeigte 

sich ein ähnliches Bild. Zu diesem Zeitpunkt sank die T10s die ausreichte um zu apoptotischen Ver-

änderungen zu führen auf 46,7 ± 0,9 °C (-1,9 °C im Vergleich zu drei Stunden; -0,5 °C im Vergleich 

zu 24 h) und auf 50,1 ± 0,8 °C für kompletten Zelltod (-2 °C im Vergleich zu drei Stunden; gleich-

bleibend im Vergleich zu 24 h). 
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Die Bestimmung der Menge an sekretiertem VEGF in RPE-Zellkulturen nach transienter Erwär-

mung erfolgte anhand von ELISA-Tests. Es wurden Kulturen der P2-Generation verwendet und 

diese mit dem unter 3.1 beschriebenen Bestrahlungsaufbau bestrahlt. Die Durchführung erfolgte 

wie unter 3.2.6 beschrieben. Bei den Maximaltemperaturen (Tmax) die an zentraler Position der 

Zellkulturschale angelegt wurden handelte es sich um 40°C, 44°C, 47°C, 51°C und 59°C. Die Zell-

kulturüberstände wurden 24 h nach der Bestrahlung abgenommen und die ELISA-Tests wie unter 

3.6 beschrieben durchgeführt. Auf diese Weise konnte das innerhalb von 24 h sekretierte VEGF 

bestimmt werden (Abbildung 33). 

 

 

Abbildung 33: Ergebnisse des ELISA-Tests zum Nachweis des sekretierten VEGF 

Darstellung der berechneten Mittelwerte für das innerhalb von 24 h sekretierte VEGF. Die unterschiedlichen zentral 

angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) sind aufsteigend (von links nach rechts) von 37 °C (nicht bestrahlt) bis hin zu 

59 °C aufgeführt Die schwarze gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte, nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) wieder. 

 

Bei der Berechnung der Mittelwerte ergab sich keine eindeutige Temperaturabhängigkeit der 

VEGF-Sekretion im Vergleich der einzelnen Tmax untereinander (Abbildung 33). Da in vorherigen 

Testungen gezeigt werden konnte, dass es bei Tmax≥ 47 °C zu vermehrtem Zelltod kam, sollte die 

Abnahme des Anteils lebender Zellen an der Gesamtkultur in Betracht gezogen werden. 

Hierfür wurde zusätzlich, zum Zeitpunkt der Entnahme des Zellkulturüberstands, die Zellzahl (Ab-

bildung 34 A) der entsprechenden Kultur bestimmt (3.2.5) und das sekretierte VEGF anschließend 

auf die nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) und die ermittelte Zellzahl normiert (Abbildung 34 B). Auf 

diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die Abnahme der Anzahl der Zellen die VEGF sekre-

tieren in Betracht gezogen wurde. 
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Abbildung 34: Ergebnisse der ELISA-Tests zum Nachweis des sekretierten VEGF nach Normalisierung auf die Zellzahl 

(A): Darstellung der ausgezählten Zellzahlen 24 h nach der Bestrahlung mit unterschiedlichen zentral angelegten Tem-

peraturmaxima (Tmax). Die Tmax sind aufsteigend (von links nach rechts) von 37 °C (nicht bestrahlt) bis hin zu 59 °C auf-

geführt. Die schwarze gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) wieder. (B): Darstellung 

der drein unabhängigen Messungen des innerhalb von 24 h sekretierten VEGF nach Normalisierung auf die Zellzahl (A). 

(C): Darstellung der berechneten Mittelwerte für das innerhalb von 24 h nach Bestrahlung sekretierte VEGF, normiert 

auf 37 °C und die Zellzahl. Die schwarze gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) wie-

der. p≤0,05 (*) 

 

Die Bestimmung der Zellzahl 24 h nach der Bestrahlung mit unterschiedlichen Tmax zeigte eine 

deutliche Tendenz (Abbildung 34 A) an. Im Vergleich zur nicht Bestrahlten Kontrolle (37 °C) ergab 

sich für Kulturen die mit einem Tmax≥51 °C bestrahlt wurden eine Abnahme der Gesamtzellzahl 

(Tmax=51 °C: 0,734 ± 0,132, p=0,025; Tmax=59 °C: 0,698 ± 0,221) verifiziert, wobei nur bei den Kul-

turen die mit einer Tmax von 51 °C bestrahlt wurden eine statistisch signifikante Abnahme feststell-

bar war. Die ermittelten Zellzahlen wurden anschließend für die Normalisierung der VEGF-Sekre-

tion genutzt (Abbildung 34 B). Bei dieser Arte der Betrachtung zeigte sich für Kulturen die mit 

einem Tmax≥51 °C bestrahlt wurden eine statistisch signifikante Zunahme an sekretiertem VEGF, 

während Kulturen die mit einem Tmax≤47 °C bestrahlt wurden nur eine dezente Erhöhung feststell-

bar war. Für Kulturen die mit einer Tmax=51 °C bestrahlt wurden ergab sich im Vergleich zur nicht 

bestrahlten Kontrolle eine 1,632-fache Erhöhung (±0,243, p=0,011) und bei Kulturen die mit einer 

Tmax=59 °C bestrahlt wurden war die Sekretion um das 1,502-fache (± 0,256; p=0,027) erhöht. 
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In Abbildung 35 A sind beispielhafte Aufnahmen des Proteingehalts der Membranen und der kor-

respondierenden VEGF-Proteinbanden aufgeführt. Die Intensitäts-normierten Banden wurden an-

schließend auf die korrespondierende Kontrollsituation (nicht bestrahlt: 37 °C) normiert und die 

Werte für weitere Berechnungen genutzt (Abbildung 35 B). Die Angaben der Proteinkonzentration 

beziehen sich hier auf die Vermehrung in Bezug auf die nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) und wur-

den im Weiteren als -fach angegeben. 

 

Abbildung 35: Ergebnisse des Western Blots zum Nachweis von intrazellulärem VEGF 3, 24 und 48 h nach Bestrahlung 

(A): Darstellung beispielhafter Membranen und detektierter Antikörper Banden 3, 24 und 48 h nach der Bestrahlung. 

Die zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) sind aufsteigend (von links nach rechts) von 37 °C (nicht bestrahlt) 

bis hin zu 59 °C aufgeführt. (B) Säulendiagramm der gemittelten und auf die nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) normier-

ten Daten nach drei (dunkel blau), 24 (gelb) und 48 h (hell blau). Die schwarz gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte 

Kontrolle (37 °C) wieder. p≤0,05 (*); p≤0,01 (**); p≤0,001 (***). 

 

Bei der Auswertung der Daten zeigte sich im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C) in 

Kulturen die mit einer Tmax≥44 °C bestrahlt wurden eine deutliche zeit- und temperaturabhängige 

Abnahme des intrazellulären VEGF (Abbildung 35 B). In Kulturen die mit einem Tmax von 44 °C be-

strahlt wurden ließ sich nur nach 3 h ein statistisch signifikanter Abfall (0,633-fach ± 

0,142;p=0,011) feststellen, wohingegen Kulturen, die mit einem Tmax=47 °C bestrahlt wurden, im 

Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C), zu allen untersuchten Zeitpunkten (3, 24 und 

48 h) nach der Bestrahlung eine statistisch signifikante Absenkung des intrazellulären VEGF fest-

stellen ließ (3h: 0,447-fach ± 0,134, p=0,002; 24h: 0,588-fach ±0,018, p=0,000002; 48h: 0,253-fach 

± 0,147, p=0,0009). Ein ähnliches Bild zeigte sich bei Kulturen die mit einer Tmax=51 °C bestrahlt 

wurden (3h: 0,402-fach ± 0,21, p=0,008; 24h: 0, 0,397-fach ±0,134, p=0,0015; 48h: 0,267-fach ± 

0,076, p=0,00007). Für Zellkulturen die mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur von 59 °C 

bestrahlt wurden trat eine statistisch signifikante Abnahme an intrazellulärem VEGF erst 24 h nach 
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der Bestrahlung auf (24h: 0,339-fach ±0,197, p=0,004; 48h: 0,534-fach ± 0,134, p=0,0038). Des 

Weiteren fiel auf, dass im zeitlichen Verlauf, tendenziell die niedrigste Konzentration an intrazel-

lulärem VEGF 24 h nach der Bestrahlung auftrat, wohingegen zum selben Zeitpunkt die Menge an 

sekretiertem VEGF erhöht war (Abbildung 35 B; Abbildung 36). 

 

 

Abbildung 36: Vergleich des intrazellulären und sekretierten VEGF 24 h nach der Bestrahlung 

Dargestellt sind die gemittelten Werte des relativen Verhältnisses des sekretiertem VEGF, normiert auf 37 °C und die 

bestimmte Zellzahl, (Abbildung 34 A) (ELISA; extrazellulär; hellgrau) und dem intrazellulär vorkommenden VEGF, nor-

miert auf 37 °C, (Abbildung 35 B) (Western Blot; intrazellulär; gelb) 24 h nach der Bestrahlung. Die zentral angelegten 

Maximaltemperaturen (Tmax) sind aufsteigend (von links nach rechts) von 37 °C (nicht bestrahlt) bis hin zu 59 °C aufge-

führt. Die schwarze gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) wieder. p≤0,05 (*); p≤0,01 

(**); p≤0,001 (***). 

 

Ein direkter Vergleich der beiden Parameter (Abbildung 36; sekretiert grau; intrazellulär gelb) be-

stätigte diese Wahrnehmung. Es fiel bei dieser Art des Vergleichs zudem eine temperaturabhän-

gige annähernd treppenförmige Abnahme an intrazellulärem VEGF, sowie eine, im gleichen Maße, 

zunehmende Sekretion an VEGF auf. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des Proteins HSP70 zunächst genutzt um nachzu-

weisen, dass die bestrahlten Zellkulturen auf eine Temperaturerhöhung reagieren. Da HSP70 aber 

auch an zellulären Schutzprozessen beteiligt ist, sollte zudem überprüft werden, ob anhand der 

Menge, beziehungsweise der Lokalisation des exprimierten Proteins eine Aussage über den Stoff-

wechselzustand der betroffenen Zellen getroffen werden könnte.  

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse der temperaturabhängigen HSP70 Expression 

wurden im Jahre 2018 bereits teilweise Peer-Reviewed publiziert [279]. 

 

 

 

Zunächst wurden Versuche durchgeführt bei denen drei, 24 und 48 h nach der Bestrahlung Zellly-

sate angefertigt und der Proteingehalt an HSP70 bestimmt wurde (Abbildung 37). Bei der Auswer-

tung der Daten zeigte sich im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C) eine deutliche zeit- 

und temperaturabhängige Zunahme des intrazellulären HSP70 in allen bestrahlten Kulturen (Ab-

bildung 37 B). In Kulturen die mit einem Tmax von 47 °C bestrahlt wurden kam es nach 48 h zu 

einem statistisch signifikanten Anstieg (3,12-fach ± 1,31; p=0,048), wohingegen Kulturen, die mit 

einem Tmax von 51 °C behandelt wurden, im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C), be-

reits drei Stunden nach der Bestrahlung einen statistisch relevanten Anstieg an intrazellulärem 

HSP70 (1,32-fach ± 0,34; p=0,014) zeigten. Die Überexpression erreichte nach 24 h einen Hoch-

punkt (7,52-fach ± 5,83, p=0,021) und sank nach 48 h wieder ab (4,79-fach ± 2,87; p=0,015), wobei 

der Wert im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle weiterhin stark erhöht blieb (Abbildung 37 

B). Bei Kulturen die mit einem Tmax von 59 °C bestrahlt wurden zeigte sich, im Vergleich zur nicht 

bestrahlten Kontrolle, ein treppenähnlicher Anstieg der intrazellulären HSP70-Konzentration (Ab-

bildung 37 B). Drei Stunden nach der Bestrahlung zeigte sich die bereits ein statistisch relevanter 

Anstieg (1,78-fach ± 0,91, p=0,02), der nach 24 h (11,15-fach ± 4,11; p=0,00012) und 48 h (19,03-

fach ± 2,21; p=0,00016) weiter anstieg. Eine Ausnahme bildeten Kulturen die mit einem Tmax von 

44 °C bestrahlt wurden, bei diesen zeigte sich drei Stunden nach der Bestrahlung, im Vergleich zur 

nicht bestrahlten Kontrolle, eine statistisch signifikante Erniedrigung des intrazellulären HSP70 

(0,78-fach ± 0,17; p=0,00064)  
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Abbildung 37: Ergebnisse der Western Blots zum Nachweis von HSP70 3, 24 und 48 h nach Bestrahlung 

(A) Darstellung beispielhafter Membranen und detektierter Antikörper Banden 3, 24 und 48 h nach der Bestrahlung. 

Die zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) sind aufsteigend (von links nach rechts) von 37 °C (nicht bestrahlt) 

bis hin zu 59 °C aufgeführt. (B) Säulendiagramm der gemittelten und auf die nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) normier-

ten Daten nach drei (dunkel blau), 24 (gelb) und 48 h (hell blau). Die schwarz gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte 

Kontrolle (37 °C) wieder. p≤0,05 (*); p≤0,01 (**); p≤0,001 (***). 

 

Um einen genaueren Einblick in die HSP70-Expression im Zeitraum vor 24 h nach der jeweiligen 

Bestrahlung zu erhalten wurden weitere Experimente geplant. Bei diesen Ansätzen wurden Zell-

lysate drei, sechs und neun Stunden nach der Bestrahlung gewonnen und mit Hilfe von Western 

Blots der intrazelluläre HSP70-Gehalt bestimmt (Abbildung 38). 
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Abbildung 38: Ergebnisse der Western Blots zum Nachweis von HSP70 3, 6 und 9 h nach der Bestrahlung 

(A) Darstellung beispielhafter Membranen und detektierter Antikörper Banden 3, 6 und 9 h nach der Bestrahlung. Die 

zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) sind aufsteigend (von links nach rechts) von 37 °C (nicht bestrahlt) bis 

hin zu 59 °C aufgeführt. (B) Säulendiagramm der gemittelten und auf die nicht bestrahlte Kontrolle (37 °C) normierten 

Daten nach drei (dunkel blau), 6 (orange) und 9 h (hell grau). Die schwarz gestrichelte Linie gibt die auf 1 gesetzte Kon-

trolle (37 °C) wieder. p≤0,05 (*); p≤0,01 (**); p≤0,001 (***). 

 

Auch im Zeitraum von drei bis neun Stunden nach der Bestrahlung kam es bei Kulturen die mit 

einem Tmax≥51 °C bestrahlt wurden, im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (37 °C), zu einer 

deutlichen Erhöhung des intrazellulären HSP70 (Abbildung 38 B). Hierbei ist zu erwähnen, dass die 

Erhöhung nach drei Stunden gleichblieb. Bei Kulturen die mit einem Tmax von 51 °C bestrahlt wur-

den zeigte sich zwar nach sechs Stunden eine Erhöhung der intrazellulären HSP70-Konzentration 

(2,78-fach ± 5,83), jedoch war der Wert nicht statistisch relevant. Neben der statistisch signifikan-

ten Erhöhung nach drei Stunden (1,32-fach ± 0,34; p=0,014) war auch der Wert nach neun Stun-

den signifikant erhöht (5,07-fach ± 1,48; p=0,0089). Ein ähnliches Bild zeigte sich auch bei Kulturen 

die mit einer Tmax von 59 °C bestrahlt wurden. Die Erhöhung drei Stunden nach der Bestrahlung 

blieb gleich (1,78-fach ± 0,91, p=0,02), sechs Stunden nach der Bestrahlung stieg die intrazelluläre 

Konzentration zwar deutlich an, war aber nicht statistisch relevant (4,45-fach ± 3,25) (Abbildung 

38 B). Nach neun Stunden zeigte sich auch hier eine signifikante Erhöhung der intrazellulären 

0

5

10

15

20

25

37 40 43 47 51 59

P
ro

te
in

 e
xp

re
ss

io
n

 
( 

im
V

er
gl

ei
ch

zu
r

n
ic

h
t

b
es

tr
ah

lt
en

K
o

n
tr

o
lle

)

Tmax (°C)

3h

6h

9h
*

***
*

**

*

*

M
37
°C

40
°C

44
°C

47
°C

51
°C

59
°C M

37
°C

40
°C

44
°C

47
°C

51
°C

59
°C M

37°
C

40°
C

44°
C

47°
C

51°
C

59°
C

3 h 6 h 9 h

HSP70

Membran

A

B

44



ERGEBNISSE   

70 

HSP70-Konzentration (5,15-fach ± 2,45; p=0,043). Bei den Kulturen, die mit einer Tmax von 44 °C 

bestrahlt wurden zeigte sich auch im Zeitraum bis neun Stunden nach der Bestrahlung, im Ver-

gleich zur nicht bestrahlten Kontrolle, eine statistisch signifikante Erniedrigung des intrazellulären 

HSP70. Drei Stunden nach der Bestrahlung sank der Wert auf das 0,78-fache (± 0,17; p=0,00065) 

vom Kontrollwert, nach sechs Stunden war der Wert immer noch leicht erniedrigt, jedoch nicht in 

signifikantem Ausmaß (0,79-fach ± 0,39; p=0,42). Wohingegen die Erniedrigung der intrazellulären 

HSP70 Konzentration neun Stunden nach der Bestrahlung statistisch relevant war (0,77-fach ± 

0,11; p=0,019). 

Abschließend ließ sich anhand der Western Blot Ergebnisse feststellen, dass es ab einer zentral 

angelegten Maximaltemperatur von ≥47 °C zeitabhängig zu einer Erhöhung der intrazellulären 

Konzentration von HSP70 kam. Bei Kulturen die mit einer Tmax von 44°C bestrahlt wurden sank die 

intrazelluläre HSP70-Konzentration hingegen in Zeitraum von 3-9 h nach der Bestrahlung ab. So-

mit konnte von einer zeit- und temperaturabhängigen HSP70-Expression ausgegangen werden. 
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Anhand der Western Blot Ergebnisse ließ sich eine zeit- und temperaturabhängigen Überexpres-

sion von HSP70 annehmen. Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte anschließend die Frage ge-

klärt werden ob die Expression homolog in allen Zellen der Kultur auftritt, oder ob nur bestimmte 

Zellen der Kultur HSP70 in starkem Ausmaß über exprimieren. Um diese Fragestellung zu klären, 

wurden die Kulturen bestrahlt und drei, 24, oder 48 h nach der Bestrahlung immunzytochemisch 

gegen HSP70 gefärbt. 

 

 

Abbildung 39: Beispielhafte Darstellung der beobachteten HSP70-Färbemuster nach der Bestrahlung  

Dargestellt sind die aus Einzelbildern zusammengesetzten Übersichtsbilder der HSP70-Färbung von bestrahlten Zellkul-

turen (Durchmesser Zellkulturschale: 33 mm). Für die einzelnen Übersichtsbilder wurden 23 x 23 Einzelbilder mit 10-

facher Vergrößerung am Mikroskop Nikon Eclipse Ti aufgenommen. Bei den aufgenommenen Kanälen handelt es sich 

um Alexa Fluor® 488 markiertes HSP70 (grün; λex/λem=490/ 525 nm) und den Kernfarbstoff DAPI (blau; λex/λem=350/ 

470 nm). Die zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax) sind aufsteigend von nicht bestrahlt (37 °C, links) bis 59 °C 

(rechts, die unterschiedlichen Zeitpunkte, zu denen die Färbungen durchgeführt wurden sind aufsteigend von 3 h nach 

der Bestrahlung (oben) bis 48h nach der Bestrahlung (unten) aufgeführt. Maßstab: 5 mm. 

 

Bei der Betrachtung der einzelnen Übersichtsbilder (Abbildung 39) ließ sich erkennen, dass nicht 

die gesamte Kultur zur Überexpression von HSP70 beiträgt. Es zeigte sich ein deutliches Färbe-

muster, zunächst fiel auf, dass bei Kulturen die mit einem Tmax ≥47 °C bestrahlt wurden, im zent-

ralen Bereich eine ungefärbte Fläche auftrat die durch einen visuell erkennbaren Riss im Zellrasen 

von dem gefärbten Bereich abgegrenzt wurde. Dieser ungefärbte Bereich deckte sich gut mit den 

Arealen apoptotischer und toter Zellen die in vorherigen Experimenten dokumentiert wurden 

(4.2.2; Abbildung 31) und wurde als geschädigt angenommen. Unabhängig von der Zeit nach der 

Bestrahlung ließ sich bei angelegten Tmax≥44 °C eine Ringstruktur, außerhalb des geschädigten Kul-

turbereiches erkennen, die sich bei steigendem Tmax in Richtung der Zellkulturschalen-Peripherie 

aufweitete (Abbildung 39; obere/ mittlere/ untere Spalte von links nach rechts). Bei Kulturen die 

mit einem Tmax≤40 °C bestrahlt wurden zeigte sich keine erkennbare Färbung (Abbildung 39; 

obere/mittlere/untere Spalte; 37 °C, 40 °C). Verglich man anschließend die Färbemuster der ein-

zelnen Tmax im zeitlichen Verlauf, so fiel auf, dass die Ringstruktur auch im zeitlichen Verlauf nach 

außen propagierte und die Fluoreszenzintensität scheinbar zunahm (Abbildung 39; Tmax 59 °C von 

oben (3h) nach unten (48h)). 

3
 h

 n
ac

h
 

B
e

st
ra

h
lu

n
g

2
4

 h
 n

ac
h

 
B

e
st

ra
h

lu
n

g
4

8
 h

 n
ac

h
 

B
e

st
ra

h
lu

n
g

unbestrahlt
(37 °C)

Tmax 40 °C Tmax 44 °C Tmax 47 °C Tmax 51 °C Tmax 59 °C



ERGEBNISSE   

72 

Zur genaueren Beurteilung der Fluoreszenzintensität der einzelnen Färbungen in Bezug auf ange-

legte Tmax und Zeit nach der Bestrahlung wurden die Fluoreszenz über eine definierte Fläche be-

stimmt (Abbildung 40). Die zu analysierende Fläche wurde so gewählt, dass sie innerhalb des Are-

als erhöhter HSP70-Expression lag. Auf diese Weise konnte die Fluoreszenzintensität unabhängig 

von der Anzahl beteiligter Zellen bestimmt und eine semi-quantitative Aussage über eine Lokali-

sations-Abhängige HSP70-Expression getroffen werden 

 

 

Abbildung 40: Auswertung der Fluoreszenzintensität der HSP70-Färbung über eine definierte Fläche 

(A-D) Immunfluoreszenz-Färbungen auf HSP70 48 h nach der Bestrahlung mit unterschiedlichen zentral angelegten Ma-

ximaltemperaturen (Tmax) (A: Tmax=40 °C; B: Tmax=44 °C; C: Tmax=47 °C; D: Tmax=59 °C). Der graue Ring stellt die Kultur-

schale auf der kultiviert wurde (Durchmesser: 33 mm) dar. Maßstab: 5 mm. (E-H): Beispielhafte Darstellung der Fluo-

reszenzintensitätsprofile innerhalb der eigezeichneten weißen Kästchen (horizontale Orientierung angegeben durch 

Doppelpfeil) aus den in A-D dargestellten Fluoreszenzaufnahmen (A/E; B/F; C/G; D/H). Im Bereich letaler Bestrahlungen 

(Tmax≥47 °C; G, H) steigt die Fluoreszenzintensität im Vergleich zu den subletalen Bestrahlungen (Tmax≤44 °C; E, F) an. (I): 

Vergleich der unter E-H bestimmten Hochpunkte der HSP70-Fluoreszenzintensität nach der Bestrahlung mit unter-

schiedlichen Tmax und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Bestrahlung. Die Intensität der HSP70 Färbung nach 

der Bestrahlung mit letalen Tmax (Tmax=47 °C, 51 °C, 59 °C) ist, im Vergleich zu subletalen Tmax (Tmax=44 °C) statistisch 

signifikant erhöht. p≤0,05 (*) 

 

Bei der Auswertung fiel eine klare Unterscheidbarkeit subletaler (Tmax=37 °C, 40 °C, 44 °C) und le-

taler (Tmax=47 °C, 51 °C, 59 °C) zentral angelegter Maximaltemperaturen (Tmax) auf (Abbildung 40; 

E-I). Während bei Kulturen, die mit einer Tmax≤44 °C bestrahlt wurden die Fluoreszenzintensität 

kaum zunahm, zeigte sich bei Kulturen die mit einem Tmax ≥47 °C bestrahlt wurden eine deutliche 

Erhöhung der gemessenen Fluoreszenzintensität (Abbildung 40 I). 
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Bei genauerer Betrachtung der Zellen am Rand des Schädigungsbereiches (Abbildung 41) fielen 

Zellen mit unterschiedlicher Morphologie auf. 

 

 

Abbildung 41: Detaillierte Darstellung der HSP70 Immunfluoreszenz im Bereich der Schädigung 

(A): Vergrößerte Darstellung der Fluoreszenzaufnahme an der Grenze des geschädigten Bereichs 24 h nach der Bestrah-

lung mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur (Tmax) von 59 °C. Das Bild setzt sich zusammen aus der HSP70-

Färbung (grün) und der Zellkernfärbung (Hoechst 33342). Die rechte Seite (*) stellt den Bereich der Schädigung an zent-

raler Position, die linke (**) die Peripherie der Zellkulturschale dar. Die meisten Zellen zeigten eine starke HSP70 Fär-

bung im Zytoplasma, einige Zellen zeigten jedoch eine Färbung des Zellkerns (Doppelpfeil; B), einen doppelten Zellkern 

(Pfeilspitze; C), oder Zellkörper mit Filopodien (dünner Pfeil, D). Zudem fielen kugelige Zellen auf (einzelner Pfeil, E) 

deren Morphologie Anzeichen für Apoptose zeigte. Maßstab: 100 µm. (F-G) Darstellung der separierten Fluoreszenzin-

tensitäten der Zellkernfärbung (F) und der HSP70-Färbung (G). Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensität der 

HSP70-Färbung (H) von links nach rechts über das Bild (G). Die dargestellten Sterne (*, **) entsprechen den Sternen in 

(A) und (G). 

 

Die meisten Zellen zeigte eine starke HSP70-Färbung im Zytoplasma (Abbildung 41 A), einige Zel-

len zeigten jedoch eine Färbung des Zellkerns (Abbildung 41 B; Doppelpfeil), einen doppelten Zell-

kern (Abbildung 41 C; Pfeilspitze), oder Zellkörper mit Filopodien (Abbildung 41 D; dünner Pfeil). 

Zudem fielen kugelige Zellen auf (Abbildung 41 E; einzelner Pfeil) deren Morphologie Anzeichen 

für Apoptose zeigte. Zellen die diese morphologischen Besonderheiten zeigten befanden sich im 

Bereich hoher Fluoreszenzintensität (Abbildung 41 A; G; H; markiert durch einzelnen Stern (*)), 

der an den durch die Bestrahlung geschädigten Bereich angrenzte. 

Die gefärbten Zellkulturschalen (Abbildung 39) wurden zudem genutzt um die Temperaturberei-

che für HSP70-Überexpression zu berechnen. Hierfür wurden die Radien der inneren und äußeren 

Grenze des beobachteten Rings bei allen zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax=40 °C, 
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44 °C, 47 °C, 51 °C, 59 °C) zu einem Messzeitpunkt (3, 24, 48 h) gemessen, gemittelt und unter 

Verwendung der Daten aus Tabelle 4, auf Formel 9 angewendet. Als Grenzen der Radien wurden 

Bereiche gewählt in dem die Fluoreszenzintensität, im Vergleich zu der der benachbarten Zellen, 

um das 2-fache erhöht war. So konnte der Temperaturbereich bestimmt werden der bei einer 

Bestrahlung von 10 s (T10s) zu einer Überexpression von HSP70 führt (Abbildung 42; Box Plot). 

 

 

Abbildung 42: Darstellung des Temperaturbereichs in dem HSP70 überexprimiert wurde im Vergleich zur Schwellen-

werttemperatur für Apoptose und kompletten Zelltod 

Der Temperaturbereich der innerhalb einer Bestrahlung von 10s (T10s) für das Hervorrufen der HSP70 Expression, zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Bestrahlung, ausreicht wurde anhand der Immunfluoreszenzfärbungen ermit-

telt (Boxplot). Als Areal mit „HSP70-Überexpression“ wurde der Bereich an Zellen definiert in denen die Fluoreszenzin-

tensität um das zwei-fache erhöht war (Abbildung 40). Die Berechnung wurde mittels Formel 9, unter Verwendung der 

Daten aus Tabelle 4, berechnet. Die Schwellenwert Temperaturen (T10s) für Apoptose (grün) und kompletten Zelltod 

(rot) zum gleichen Zeitpunkt nach der Bestrahlung (Daten entnommen aus Abbildung 32) wurden zusätzlich angegeben. 

 

Um die T10s Schwellenwerte für HSP70-Überexpression (Abbildung 42; Box Plot) mit den Schwel-

lenwerten für Apoptose (Abbildung 42; grünes Quadrat) und kompletten Zelltod (Abbildung 42; 

rotes Dreieck) vergleichen zu können, wurden diese Daten aus Abbildung 32 (4.2.2) entnommen 

und in Abbildung 42zusätzlich aufgeführt. 

Hierbei zeigte sich, dass die Überexpression von HSP70 an den drei untersuchten Zeitpunkten (3, 

24, 48 h) in einem relativ ähnlichen Temperaturbereich auftrat. 

3 h nach der Bestrahlung ergab sich in den untersuchten Kulturen eine mittlere T10s von 46,12 °C 

(Minimum 43,35 °C; erstes Quartil 44,79 °C; drittes Quartil 47,95 °C; Maximum 49,75 °C), 24 h 

nach der Bestrahlung eine mittlere T10s von 46,59 °C (Minimum 43,63 °C; erstes Quartil 45,85 °C; 

drittes Quartil 47,68 °C; Maximum 49,48 °C) und 48 h nach der Bestrahlung ein mittlerer T10s von 

46,99 °C (Minimum 43,53 °C; erstes Quartil 45,96 °C; drittes Quartil 48,26 °C; Maximum 50,41 °C) 

(Abbildung 42; Box Plot). Beim Vergleich der T10s Daten für die Schwellenwerte für die HSP70-

Überexpression mit den T10s Schwellenwerten für Apoptose (Abbildung 42; grünes Quadrat) und 

kompletten Zelltod (Abbildung 42; rotes Dreieck) so zeigte sich, dass 3h nach der Bestrahlung nur 

ein geringer Anteil der Zellen die HSP70 überexprimierten ebenso von apoptotischen Vorgängen 

betroffen sein könnte, wohingegen es nach 24 und 48 h zu einer deutlichen Überschneidung des 

T10s für HSP70-Überexpression und dem T10s Schwellenwert für Apoptose kam (Abbildung 42; 
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HSP70: Box Plot; Apoptose: grünes Quadrat). Die T10s Schwellenwerte für kompletten Zelltod über-

schnitten sich zu keinem der untersuchten Vorgänge deutlich mit dem T10s Bereich in dem es zu 

einer HSP70 Überexpression kam (Abbildung 42; HSP70: Box Plot; kompletter Zelltod: rotes Drei-

eck). 

 

 

 

Zunächst sollte überprüft werden, ob transiente Hyperthermie zu zellulärer Proliferation führen 

kann. Hierfür wurden Zellkulturen der P2-Generation bestrahlt. Bei den Maximaltemperaturen 

(Tmax) die an zentraler Position der Zellkulturschale angelegt wurden handelte es sich um 40°C, 

44°C, 47°C, 51°C und 59°C. 

 

Abbildung 43: Beispielhafte Darstellung der beobachteten Färbemuster EdU-positiver Zellen nach der Bestrahlung 

(A): Beispielhafte Darstellung eines Übersichtsbildes der EdU-Färbung von bestrahlten Zellkulturen (Durchmesser Zell-

kulturschale: 33 mm). Für die einzelnen Übersichtsbilder wurden 23x23 Einzelbilder mit 10-facher Vergrößerung am 

Mikroskop Nikon Eclipse Ti aufgenommen. Bei den aufgenommenen Kanälen handelt es sich um Alexa Fluor® 647 mar-

kiertes EdU (rot/violett; λex/λem=628 nm ± 40 nm/692 nm ± 40 nm) und den Kernfarbstoff DAPI (blau; 

λex/λem=350/470 nm). (B): Detaillierte Darstellung des in Abbildung 43 A eigezeichneten Ausschnitts (weißes Quadrat) 

nach 24 und 48 h. Die EdU-positiven Zellen sind hier, für eine Verbesserung des Kontrastes, in weiß dargestellt. 

 

Bei der Auswertung der zusammengesetzten Bilder (Abbildung 43 A) zeigte sich, wie bei den im-

munzytochemischen Färbungen gegen HSP70 (Abbildung 39), bei Kulturen die mit einer Tmax ≥ 

47 °C bestrahlt wurden in zentraler Position ein ringartiger Riss im Zellrasen. Der Bereich innerhalb 

des Risses deckte sich auch hier gut mit den Arealen apoptotischer und toter Zellen (4.2.2; Abbil-

dung 31) und wurde als geschädigt angenommen. Die Auswertung der zellulären Proliferation 

ergab, dass 24 h nach der Bestrahlung Proliferation im peripheren Bereich der Zellkulturschale 

auftrat, wohingegen sich nach 48 h direkt am Rand des geschädigten Bereichs Zellen teilten (Ab-

bildung 43 B). Ein ähnliches Bild zeigte sich auch drei Stunden nach der Bestrahlung, allerdings 
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waren hier weniger Zellen EdU-Positiv. Dies galt für alle Kulturen, die mit zentral Tmax≥47 °C be-

strahlt wurden. 

Des Weiteren wurden die gefärbten Zellkulturschalen genutzt um die Schwellenwert Temperatu-

ren für zelluläre Proliferation zu berechnen. Für die Berechnung wurden die inneren Radien aller 

zentral angelegten Maximaltemperaturen (Tmax=40 °C, 44 °C, 47 °C, 51 °C, 59 °C) zu einem Mess-

zeitpunkt (3, 24, 48 h) gemittelt und auf Formel 9, unter Verwendung der Daten aus Tabelle 4, 

angewendet. So konnte die Grenztemperatur berechnet werden die ausreichte um drei, 24 oder 

48 h nach einer Bestrahlung von zehn Sekunden (T10s) Prozesse der Zellteilung zu fördern (Abbil-

dung 44). 

 

 

Abbildung 44: Darstellung der Schwellenwert-Temperatur für proliferative Zellen, im Vergleich zur Schwellenwert-

Temperatur für Apoptose und kompletten Zelltod 

Der Temperaturbereich der innerhalb einer Bestrahlung von 10s (T10s) Proliferation bei Zellen, zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach der Bestrahlung, hervorruft wurde anhand der EdU-Färbungen ermittelt (Abbildung 43; orange Kugel). 

Als Messpunkt wurde der Bereich an Zellen definiert in dem die ersten EdU-positiven Zellen auftraten. Die Berechnung 

wurde anhand der Steigung aus Abbildung 27 berechnet. Die Schwellenwert Temperaturen (T10s) für Apoptose (grünes 

Quadrat) und kompletten Zelltod (rotes Dreieck) zum gleichen Zeitpunkt nach der Bestrahlung (Daten entnommen aus 

Abbildung 32) wurden zusätzlich angegeben. Die tatsächlichen Mittelwerte für die einzelnen Vorkommnisse (Apoptose, 

Zelltod, Proliferation) sind als Dezimalzahlen angegeben. 

 

Die Berechnung der T10s für die Stimulation der Proliferation (Abbildung 44; orange Kugel) ergab 

sich nach drei Stunden eine Schwellenwert-Temperatur von 45,7 °C ± 1,13, nach 24 h von 45,7 °C 

± 0,36 und 48 h nach der Bestrahlung von 46,1 °C ± 0,15. Anhand des Vergleichs zur Schwellen-

wert-Temperatur für Apoptose (Abbildung 44; grünes Quadrat) und kompletten Zelltod (Abbil-

dung 44; rotes Dreieck) ließ sich vermuten, dass Zellen die proliferieren im zeitlichen Verlauf bis 

48 h nach der Bestrahlung nicht in die Apoptose gingen. Zwar näherten sich die Schwellenwert-

Temperaturen für apoptotische Veränderungen und Proliferation im Zeitverlauf bis zu 48 h an, 

jedoch kam es hier zu keiner Überlagerung der berechneten T10s-Werte. Verglich man anschlie-

ßend alle ermittelten T10s-Werte miteinander (Abbildung 45) so zeigte sich, dass die berechneten 

Schwellenwert-Temperaturen für zelluläre Proliferation (Abbildung 45; orangene Kugel) nach 3, 
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24 und 48 h innerhalb des Bereiches lagen in dem es zu einer HSP70 Überexpression kam (Abbil-

dung 45; Box Plot). 

 

 

Abbildung 45: Darstellung der Schwellenwert-Temperatur für proliferative Zellen im Vergleich zur Schwellenwert-

Temperatur für Apoptose und kompletten Zelltod sowie der Überexpression von HSP70 

Der Temperaturbereich der innerhalb einer Bestrahlung von 10s (T10s) Proliferation bei Zellen, zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach der Bestrahlung, hervorruft wurde anhand der EdU-Färbungen ermittelt (Abbildung 43; orange Kugel). 

Als Messpunkt wurde der Bereich an Zellen definiert in dem die ersten EdU-positiven Zellen auftraten. Die Berechnung 

wurde anhand der Steigung aus Abbildung 27 berechnet. Die Schwellenwert Temperaturen (T10s) für Apoptose (grünes 

Quadrat) und kompletten Zelltod (rotes Dreieck) zum gleichen Zeitpunkt nach der Bestrahlung (Daten entnommen aus 

Abbildung 32), sowie die Auswertung der HSP70 Überexpression (Daten entnommen aus Abbildung 42) dargestellt. 

 

Bei dem Vergleich der T10s Schwellenwert-Temperaturen für zelluläre Proliferation (Abbildung 45; 

orangene Kugel) mit den T10s-Werten für HSP70-Überexpression (Abbildung 45; Box Plot) zeigte 

sich, dass die Schwellenwert-Temperaturen für Proliferation zu allen untersuchten Zeitpunkten 

(3, 24, 48 h) im Bereich des ersten Quartils der T10s-Box Plots der HSP70-Überexpression lagen. 

Drei Stunden nach der Bestrahlung zeigte sich hier die deutlichste Überschneidung, wohingegen 

die Überschneidung nach 24 und 48 h weniger stark ausgeprägt war. 
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Die Untersuchung des Wunderverschlusses eines Gewebsdefektes nach der Bestrahlung erfolgte 

anhand von zwei unabhängigen Experimenten. Zunächst wurde die Zellfront-Geschwindigkeit 

(CFV) (Abbildung 24) anhand gewonnener Konfluenz-Daten ermittelt. Es wurden nicht bestrahlte 

und Kulturen die mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur (Tmax) von 43 °C bestrahlt wur-

den verwendet. 

Aus den gewonnenen Konfluenz-Daten wurde anhand der Formel 8 die CFV für die jeweilige Kultur 

berechnet, die gewonnenen Daten wurden gemittelt und die statistische Aussagekraft mittels des 

Student’schen t-Tests bestimmt (Abbildung 46 A). Die Daten wurden zudem genutzt um die Dauer 

bis zum kompletten Wundverschluss der mechanischen Wunde zu berechnen (Abbildung 46 B). 

 

 

Abbildung 46: Darstellung der berechneten CFV und der berechneten Dauer bis zum kompletten Wundverschluss 

(A): Box Plot Darstellung der Wundverschluss-Geschwindigkeit (CFV) von nicht bestrahlten Kulturen und Kulturen die 

mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur (Tmax) von 34 °C bestrahlt wurden. Die CFV wurden anhand der Center 

Piece Approximation (CPA; Abbildung 24A) von Kulturen ermittelt, die für 60 h mittels Videomikroskopie (Live Cell Ana-

lyser JuLI™ FL, NanoEnTek Inc.) dokumentiert wurden. Es zeigte sich hierbei eine Verdoppelung der CFV für bestrahlte 

Kulturen. (B): Die berechnete CFV wurde genutzt um die Dauer bis zum vollständigen Verschluss der mechanischen 

Wunde zu berechnen. Hierbei ergab sich eine Halbierung der Dauer des Wundverschlusses für bestrahlte Kulturen. 

p≤0,05 (*); p≤0,01 (**). 

 

Die Berechnung der Box Plot Verteilung ergab eine Verdoppelung der CFV bei Kulturen die mit 

einer Tmax von 43 °C bestrahlt wurden. Bei nicht bestrahlte Kulturen ergab sich hier ein Median von 

3,18 µm/h (Minimum 2,1; erstes Quartil 2,64; drittes Quartil 3,48; Maximum 3,78) und für Kultu-

ren die mit einer Tmax von 43 °C bestrahlt wurden ein Median von 6,02 µm/h (Minimum 4,7; erstes 

Quartil 5,36; drittes Quartil 6,59; Maximum 7,16) (Abbildung 46 A). Der Unterschied zwischen den 

beiden Bedingungen erwies sich als hoch signifikant (p=0,014). Die Berechnung der Dauer bis zum 

kompletten Verschluss der mechanisch erzeugten Wunde ergab eine Halbierung der benötigten 

Zeit (Abbildung 46 B). Hierbei ergab sich für nicht bestrahlte Kulturen eine Wundverschlussdauer 

von 87,92 h ± 27,68 und für Kulturen die mit einer Tmax von 43 °C bestrahlt wurden von 43,21 h 

± 9,29. Der Vergleich der beiden Bedingungen erwies sich als signifikant (p=0,028). 
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Anschließend erfolgte eine statische Bestimmung des Wundverschlusses. Die gemessenen Daten 

wurden anhand der Vergrößerung (10x) und der bekannten initialen Wunde (500 µm) berechnet. 

Beispielhafte Aufnahmen sind in Abbildung 47 aufgeführt. Die gewählten zentral angelegten Ma-

ximaltemperaturen (Tmax) entsprechen hierbei nicht den ansonsten gewählten Parametern. Dies 

lässt sich dadurch erklären, dass die Kulturen auf gläsernen Kulturschalen kultiviert wurden, bei 

denen der gläserne Teil etwa einen Millimeter unterhalb des Plastikbodens lag. Messungen erga-

ben hier einer zentral angelegten Leistung von 5,0 W eine Tmax von 40 °C und bei einer Leistung 

von 10,7 W eine Tmax von 45 °C. 

 

 

Abbildung 47: Beispielhafte Darstellung der mikroskopisch Dokumentierten Wundbilder 24 h nach der Bestrahlung  

Darstellung beispielhafter Aufnahmen von Kulturen 24 h nachdem das Insert aus nicht bestrahlten (A) Kulturen oder 

Kulturen die mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur (Tmax) von 40 °C (B) oder 45 °C (C) entfernt wurden. Bei 

den abgebildeten Aufnahmen handelt es sich um Einzelbilder, die mit 10-facher Vergrößerung am Mikroskop Nikon 

Eclipse Ti aufgenommen wurden. Bei den aufgenommenen Kanälen handelt es sich um Alexa Fluor® 488 markiertes EdU 

(grün; λex/λem=490/525 nm) und den Kernfarbstoff DAPI (blau; λex/λem=350/470 nm), sowie das Hellfeldbild der jeweili-

gen Aufnahme. Der Bereich der initialen Wunde (500 µm) ist durch gestrichelte Linien dargestellt. Maßstab 100 µm.  

 

Bereits aus der subjektiven Betrachtung der Bilder (Abbildung 47 A-C) ergab sich 24 h nach der 

Bestrahlung ein deutlich unterscheidbares Ergebnis. Zunächst fiel auf, dass sich der Bereich inner-

halb der initialen Wunde (Abbildung 47 A-C; weiß gestrichelte Linien) deutlich verringert war. Des 

Weiteren konnten mehr EdU positive Zellen (Abbildung 47 A-C: grün) in Kulturen die bestrahlt 

wurden (Abbildung 47 B; C) beobachtet werden. Die Berechnung dieser beobachteten Phäno-

mene sind in Abbildung 48 dargestellt. 

Für die Breite der Wunde nach 24 h in Kulturen die nicht bestrahlt wurden ergab sich hier ein 

Median von 256,08 µm (Minimum 117,39; erstes Quartil 232,534; drittes Quartil 281,09; Maxi-

mum 380,36), für Kulturen die mit einer Tmax von 40 °C bestrahlt wurde ein Median von 166,52 µm 

(Minimum 68,97; erstes Quartil 135,37; drittes Quartil 199,35; Maximum 291,38) und in Kulturen 

die mit einem Tmax von 45 °C bestrahlt wurden ein Median von 178,79 µm (Minimum 52,14; erstes 
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Quartil 134,11; drittes Quartil 220,01; Maximum 318,01).Im Vergleich zur nicht bestrahlten Kon-

trolle verringerte sich die Wundbreite höchst signifikant kleiner (Tmax=40 °C: p≤0,0001;Tmax=45 °C, 

p≤0,0001) (Abbildung 48 A). 

 

 

Abbildung 48: Darstellung der gemessenen Wundbreite und dem Anteil an EdU-positiven Zellen nach der Bestrahlung 

(A): Darstellung der gemittelten Wundbreiten als Box Plot, 24 h nachdem der Einsatz entfernt wurde. Verglichen werden 

hier nicht bestrahlte Kulturen und Kulturen die mit einer zentral angelegten Maximaltemperatur (Tmax) von 40 °C und 

45 °C bestrahlt wurden. Die Ursprüngliche Breite der Wunde betrug 500 µm (Abbildung 47 A-C). (B): Box Plot-Darstel-

lung des gemittelten Anteils EdU-positiver Zellen an den ausgewerteten mikroskopischen Aufnahmen. Verglichen wer-

den hier nicht bestrahlte Kulturen und Kulturen die mit einer Tmax von 40 °C und 45 °C bestrahlt wurden. p≤0,01 (**); 

p≤0,001 (***). 

 

Des Weiteren wurde der Anteil EdU positiver Zellen berücksichtigt. Die händische Auszählung der 

EdU positiven Zellen innerhalb des aufgenommenen Sichtfelds (Abbildung 48 B) wurde als prozen-

tualer Anteil aller im Sichtfeld befindlichen Zellen bestimmt. Für nicht bestrahlte Kulturen ergab 

sich hier ein Median von 6,10 % (Minimum 1,82; erstes Quartil 4,18; drittes Quartil 6,66; Maximum 

9,57), für Kulturen die mit einer Tmax von 40 °C bestrahlt wurde ein Median von 10,15 % (Minimum 

4,70; erstes Quartil 7,46; drittes Quartil 12,43; Maximum 17,52) und in Kulturen die mit einem 

Tmax von 45 °C bestrahlt wurden ein Median von 5,31 % (Minimum 0,96; erstes Quartil 3,37; drittes 

Quartil 5,96; Maximum 7,00) (Abbildung 48 B). Wobei der Anteil EdU-positiver Zellen im Vergleich 

zur nicht bestrahlten Kontrolle bei Kulturen die mit einer Tmax=40 °C bestrahlt wurden hoch signi-

fikant erhöht war (p=0,01). 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkung kurzzeitiger Temperaturerhöhungen auf Zellen 

des RPEs untersucht. In vorhergehenden Arbeiten konnten bereits einen Effekt von Temperatur 

auf den zellulären Umgang mit oxidativem Stress [10, 29, 280], Motilität, Wundheilung und zellu-

läre Proliferation [65, 281], die Aktivierung endoplasmatischer Vorgänge wie der ungefalteten 

Proteinantwort (UPR) [270], die Expression molekularer Chaperone [271, 272], den intrazellulären 

enzymbasierten Transport [268], sowie das Auftreten apoptotischer Veränderungen [30] nachge-

wiesen werden. Der Einfluss von verschiedenen Temperaturen auf RPE-Zellen wurde jedoch noch 

nicht eindeutig geklärt und tiefgreifend untersucht. 

Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen handelte es sich um primäre RPE-Kulturen, 

die aus enukleierten Schweineaugen gewonnen wurden. Nach der Bestrahlung der Zellkulturen 

erfolgte die Testung unterschiedlichen Parameter wie das Auftreten apoptotischer Veränderun-

gen, die Expression und Sekretion von Proteinen (HSP70, VEGF), sowie die zelluläre Proliferation 

und der Wundverschluss nach mechanischer Verletzung der Kulturen. 

Die erzielten Ergebnisse werden im Folgenden eingehend diskutiert. 

 

 

 

Durch den im Bestrahlungsaufbau verwendeten Thuliumlaser konnte eine pigmentierungs-unab-

hängige Erwärmung der primären porzinen RPE-Kulturen erreicht werden. Die vom Laser emit-

tierte Wellenlänge von 1940 nm liegt in einem Bereich in dem Wasser hochgradig absorbiert, 

wodurch die Strahlung komplett im wässrigen Medium der Zellkultur absorbiert wurde. Durch die 

Wahl der Bestrahlungsparameter konnten zudem photochemische Effekte ausgeschlossen wer-

den. In bereits publizierten Arbeiten, bei denen Laser mit Wellenlängen genutzt wurden, die in 

den Melanosomen absorbiert werden, musste die ungleichmäßige Pigmentierung der Zellen 

durch den Einsatz schwarzer Papiere, die unter die Zellkulturschalen gelegt wurden, ausgeglichen 

werden [282]. In anderen Arbeiten wurden die Zellkulturen vor der Bestrahlung mit Melanin an-

gefüttert, um einen gleichmäßigen Melanin-Gehalt zu gewährleisten [283]. Durch die vollständige 

Absorption des Laserlichtes im wässrigen Medium konnte bei dem verwendeten Aufbau davon 

ausgegangen werden, dass die Temperaturerhöhung ausschließlich durch thermische Diffusion 

zustande kam. 

Die Validierung der erreichten Maximaltemperaturen (Tmax) an zentraler Position der Zellkultur-

schale musste bei dieser Methode unabhängig von der Bestrahlung der Zellkulturschalen erfolgen, 

da aufgrund der Einhaltung steriler Arbeitstechniken keine Thermoelemente zur Überprüfung der 

anfallenden Temperaturänderung (ΔT) eingesetzt werden konnten. Die Messung der tatsächli-

chen Maximaltemperaturen (Tmax) erfolgte somit separat, wodurch sich die genutzten Laserleis-

tungen ergaben. Diese wurden in regelmäßigen Abständen nachgemessen und gegebenenfalls 

eine Anpassung der Leistung vorgenommen, um das Erreichen der gewünschten Tmax garantieren 

zu können. Für die Temperaturkalibrierung wurden Zellkulturschalen ohne adhärente Zellen ge-

nutzt und das berechnete Volumen von 1200 µl, auf 37 °C vorgewärmtes, Zellkulturmedium auf 
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diese gegeben. Die Messung erfolgte an 21 radial angeordneten Punkten auf Bodenebene mit 

Hilfe eines Thermoelements. OCT-Messungen der Füllhöhe des Mediums an zentraler Position der 

Zellkulturschale ergab eine Abweichung von etwa 58 µm im Vergleich zwischen Zellkulturschalen 

mit kultivierten Zellen (935 µm) und Kulturschalen ohne adhärente Zellen (877 µm). Der Unter-

schied in der Höhe der Flüssigkeitssäule lässt sich möglicherweise anhand von Veränderungen der 

Oberflächenspannung der Flüssigkeit und Kapillarität der Zellkulturschale durch die Zellen erklä-

ren. Die Abweichung der Füllhöhe birgt Möglichkeiten für die Abweichungen zwischen der ohne 

Zellen gemessenen Temperatur sowie der auf Zellebene erreichten Temperatur. Von daher wäre 

hier eine Weiterentwicklung der Messmethode zur Temperaturkalibrierung während der Bestrah-

lung der Zellkulturen wünschenswert. Eine mögliche Alternative bieten hierbei die simultane Auf-

nahme der Temperaturentwicklung über die Oberfläche mittels Infrarot-Bildgebung (Thermogra-

phie) [27, 284]. Um eine ortsunabhängige Bestrahlung mit zeitgleicher Messung der erreichten 

Temperatur unter sterilen Bedingungen, also ohne das Öffnen der Zellkulturschale, zu ermögli-

chen wurde kürzlich im Institut für biomedizinische Optik eine optoakustische Methode realisiert. 

Bei diesem Ansatz erfolgt die Temperaturmessung mit Hilfe eines Messkopfes, welcher außerhalb 

der Zellkulturschale angebracht werden kann. Erste Vergleiche der optoakustisch vermittelten 

Temperaturmessung mit konventionellen Messungen durch Thermoelemente wiesen eine hohe 

Auflösbarkeit der lokal auftretenden Temperaturänderungen auf [285]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein gleichmäßiges Bestrahlungsprofil (Spotdurchmesser: 35 mm) 

gewählt, das durch thermische Diffusion zu einer gaußförmigen Temperaturverteilung über die 

Zellkulturschale führte. Die Temperaturverteilung konnte durch Messungen der lokalen Tempera-

turen während der Bestrahlung bestätigt werden. Der gewählte Bestrahlungsmodus erlaubte eine 

Untersuchung der zellulären Reaktionen der Zellen die sich in den Grenzbereichen um stark er-

höhte Temperaturspots befanden. Auf diese Weise konnte die Reaktion des Gewebes um einen 

einzelnen Laserspot, wie er bei der Behandlung des Augenhintergrunds entsteht, simuliert wer-

den. 

Eine gleichmäßige Temperaturverteilung über die Kulturschale könnte genauere Rückschlüsse auf 

die zelluläre Reaktion in Bezug auf distinkte Temperaturen ermöglichen. Ein Bestrahlungsaufbau, 

der eine homogene Temperaturverteilung über die Zellkulturschale erzeugt wird derzeit realisiert. 

Die Homogenisierung des Gaußstrahlprofils erfolgte hierbei durch eine plankonvexe Linse aus Bo-

rosilikat-Kronglas. 

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Bestrahlungsaufbau ermöglichte eine genaue Kontrolle 

von Dauer und Höhe (ΔT) der gewünschten Temperaturänderung. In vorausgehenden Publikatio-

nen wurden teilweise Heizplatten, Wasserbäder oder Mikrowellen genutzt um das Gewebe zu 

erwärmen [261, 286, 287]. Die Dauer der angelegten Hyperthermie betrug bei diesen Ansätzen 

etwa 30 Minuten. Im Vergleich zu diesen Ansätzen bietet der im Rahmen dieser Arbeit genutzte 

Ansatz den Vorteil, dass der Anstieg und Abfall der angelegten Maximaltemperatur genau be-

stimmt und variiert werden konnte, wodurch eine genauere Untersuchung temperatur- und zeit-

abhängiger Veränderungen möglich war. 
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Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass der durch den thermischen Laser induzierte Zelltod nicht 

nur den sofortigen (frühen) Zelltod, der vermutlich durch nekrotische Veränderungen verursacht 

wird, induzieren kann, sondern auch in geringem Maß zu einem apoptotischen Zelltod führt. Diese 

Art des Zelltods ist wesentlich langsamer und kann bis zu 48 h dauern. Dieses Ergebnis ließ die 

Annahme zu, dass transiente Hyperthermie nicht nur direkt nach der Bestrahlung zum Absterben 

von Zellen führt, sondern auch einen langfristigen Effekt auf die zelluläre Vitalität haben kann. 

Hyperthermie kann zur vermehrten Denaturierung einzelner oder mehrerer Proteine innerhalb 

kurzer Zeit führen, wobei der Denaturierungsgrad stark von der tatsächlichen Temperaturände-

rung (ΔT) und ihrer Dauer abhängt [27, 260, 283]. Denkbare Faktoren, die einen entscheidenden 

Einfluss auf die zelluläre Reaktion haben könnten, sind mannigfaltig. Einen grundlegenden Einfluss 

könnte die Funktionalität beziehungsweise die Stabilität des ER haben [288]. Das ER spielt eine 

wichtige Rolle bei der Reaktion auf fehlgefaltete Proteine durch die Steuerung der ungefalteten 

Proteinantwort (UPR).Fallen zu viele fehlerhafte Proteine auf einmal an gehen die betroffenen 

Zellen in die Apoptose [270]. Die Kapazität des ER könnte hierbei entscheidend für das Überleben 

der betroffenen Zellen sein. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass mitochondriale Vorschä-

digungen einen Einfluss auf früheres Eintreten in apoptotische Prozesse haben könnten [289, 

290]. Diese könnten durch oxidativen Stress begünstigt werden [291-293]. Insbesondere Verän-

derungen die während des Alterungsprozesses der RPE-Zellen auftreten haben massive Auswir-

kungen auf apoptotische Reaktionen der Zellen [294]. Juvenile und adoleszente RPE-Zellen expri-

mieren unter physiologischen Bedingungen große Mengen antiapoptotischer und entzündungs-

hemmender Faktoren, durch die die Zellen vor schädlichen Einflüssen geschützt werden [295-

298]. Im Laufe der Zeit kommt es zu Änderungen in der posttranslationalen Modifikation des Tu-

morsuppressor-Gens p53. Es wird vermutet, dass diese Verschiebung die p53-abhängigen 

Apoptose begünstigen könnte [294, 295]. Da es sich bei den hier verwendeten Kulturen nicht um 

stabile, sondern um primäre Zellkulturen die direkt nach der Schlachtung aus enukleierten Schwei-

neaugen gewonnen wurden, handelte konnten Alterungseffekte ausgeschlossen werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit diente der Nachweis von Apoptose und Nekrose nach transienter Hyper-

thermie der Einordnung der unterschiedlichen zentral angelegten Tmax in das Schema subletal 

(nicht tödlich) und letal (tödlich). Es wurden Kulturen der P2-Generation verwendet und diese 

bestrahlt. Für den Nachweis apoptotischer Vorgänge in Kulturen nach transienter thermischer Er-

wärmung wurden die Substanzen FITC-Annexin-V und Ethidium Homodimer III (EthD-III) verwen-

det. Für die Bestimmung des subletalen, beziehungsweise letalen Temperaturbereich wurden 

Messungen am Durchflusszytometer durchgeführt. Insbesondere bei Kulturen die mit Tmax≥ 47 °C 

bestrahlt wurden kam es sowohl nach drei als auch nach 24h, im Vergleich zur nicht bestrahlten 

Kontrolle, zu einer signifikanten Abnahme des Anteils lebender Zellen. Diese Ergebnisse ließen 

eine Unterteilung zu, wodurch Tmax≤47 °C als subletal und Tmax≥47 °C als letal angenommen wer-

den konnten. 

Zusätzlich wurden adhärente Zellkulturen genutzt um die Schwellenwerttemperaturen für 

Apoptose und kompletten Zelltod zu bestimmen. Die ermittelten Schwellenwerttemperaturen 

nach einer Bestrahlung von 10 s für Apoptose lagen zwischen 48,6 °C ± 1,8 °C (3 h) und 46,7 °C ± 

0,9 °C (48 h) und für kompletten Zelltod zwischen 52,9 °C ± 0,6 °C (3 h) und 50,7 °C ± 1,4 °C (48 h). 
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Wie bereits erwähnt hängt die Schädigung des RPE-Gewebes durch Laserbestrahlung stark von 

der Höhe der einwirkenden Temperatur und ihrer Dauer ab. Im klinischen Zusammenhang werden 

zumeist höhere Temperaturen im Gewebe angestrebt. So lag die von Brinkmann et al. gemessene 

Temperatur, die bei der Behandlung von Patienten zu einer milden Koagulation der Retina führt, 

zwischen 70- 85 °C nach einer Bestrahlung für 200 ms [23]. Allerdings kam es bei dieser Art der 

Bestrahlung zu einer starken Schädigung des RPE-Gewebes. Sramke et al. konnten in Mausversu-

chen eine Schwellenwerttemperatur bei einer Bestrahlungsdauer von 100 ms von 57 °C für 

apoptotische Veränderungen im RPE-Gewebe darstellen [64]. Bei dem Vergleich die klinischen 

und experimentellen Ansätze anderer Forschungsgruppen ist zu beachten, dass bei den im Rah-

men dieser Arbeit durchgeführten in vitro Versuchen die physiologischen Nachbargewebe der 

RPE-Zellen wie die neuronale Retina oder die Aderhaut fehlten. Wodurch die tatsächliche Aussa-

gekraft der Ergebnisse in Bezug auf klinische Applikationen begrenzt ist, da es unter physiologi-

schen Bedingungen durch das Zusammenspiel mit den umliegenden Geweben zu einem dreidi-

mensionalen Abtransport der anfallenden Temperatur kommen würde. Auch durch die Annahme, 

dass die Schädigung des RPE-Gewebes durch Laserbestrahlung nicht nur von der tatsächlichen 

Höhe der einwirkenden Temperatur und ihrer Dauer abhängt [27, 260, 283], ist ein exakter Ver-

gleich der Ergebnisse schwierig. 

Trotz der genannten Einschränkungen des Versuchsaufbaus sollten weitere Studien durchgeführt 

werden, um die genauen Mechanismen und die Kinetik des temperaturinduzierten Zelltods in 

RPE-Geweben tiefgreifender zu untersuchen. Auf diese Weise sollten neue Erkenntnisse gefunden 

werden, welche als Orientierungspunkte auf dem Weg zu einer temperaturgesteuerten Hyper-

thermie-Therapie des RPEs genutzt werden könnten. 

 

 

 

Im Zusammenhang mit pathologischen Veränderungen des Augenhintergrundes liegt ein Haupt-

augenmerk auf dem Wachstumsfaktor VEGF [141]. VEGF wird auf der basalen Seite von den Zellen 

des RPE-Gewebes sekretiert [3]. Der Faktor schützt unter physiologischen Bedingungen die En-

dothelzellen der Aderhaut vor Apoptose [38] und erhält den Aufbau sowie die Permeabilität des 

RPEs [39]. Unter pathologischen Bedingungen kommt es zu einer Hochregulation von VEGF, 

wodurch eine Neubildung von Blutgefäßen begünstigt werden kann [11, 12, 40, 41]. Die Reduktion 

der VEGF-Konzentration im Auge stellt derzeit den Goldstandard in der Therapie der fAMD, dem 

DMÖ und der DR dar [41, 156]. Abseits der pro-angiogenetischen Eigenschaften von VEGF spielt 

der Wachstumsfaktor eine entscheidende Rolle für die Funktionalität des RPE-Gewebes [38, 39], 

wodurch der Einsatz der Medikamente infrage gestellt wurde [161, 162]. Eine klinische Langzeit-

studie aus dem Jahr 2015 belegte das Auftreten von Atrophie des RPE-Gewebes unter langfristiger 

Gabe von anti-VEGF Medikation [163]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung transienter Hyperthermie auf die Sekretion und 

Expression von VEGF untersucht. Die Bestimmung der Menge an sekretiertem VEGF in RPE-Zell-

kulturen nach transienter Erwärmung erfolgte anhand von ELISA-Tests. Es wurden Kulturen der 

P2-Generation verwendet und diese mit dem Bestrahlungsaufbau bestrahlt. 
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Bei der Bewertung der sekretierten Mengen an VEGF ließen sich in den gemittelten Werten zu-

nächst keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle feststellen. Auf-

grund der beobachteten Zelltodraten, die in den Zellkulturen nach der Bestrahlung auftraten, 

wurde zusätzlich die Zellzahl der untersuchten Kulturen bestimmt. Dieser Schritt diente dazu et-

waige Unterschiede in der tatsächlichen Zellzahl ausgleichen zu können. Die bestimmten Zellzah-

len bestätigten die erhöhten Zelltodraten und es konnte eine deutliche temperaturabhängige Ab-

nahme der Zellzahl gezeigt werden. Nach der Normierung auf die bestimmte Gesamtzellzahl stieg 

die sekretierte Menge an VEGF bei Tmax≥51 °C innerhalb von 24 h nach der Bestrahlung signifikant 

an. Eine signifikante Erhöhung der VEGF Sekretion als Reaktion auf Hitzestimuli konnte auch von 

anderen Forschungsgruppen gezeigt werden [47, 261]. Eine mögliche Erklärung für die tempera-

turabhängige VEGF Sekretion kann in den Sekretionsmechanismen des Proteins gefunden wer-

den. Die Sekretion von VEGF hängt stark von der Freisetzung des Ions Ca2+ ab [299]. Intrazelluläre 

Kalziumströme stellen eine der ersten Reaktion von Zellen auf Erwärmung dar und wird durch die 

Öffnung temperaursensitiver Kanäle, den TRPV-1-Kanälen, gesteuert [261, 263, 300, 301]. Diese 

Kanäle öffnen innerhalb eines Temperaturbereiches von 43 °C-53 °C [300]. Es wird zudem vermu-

tet, dass die Freisetzung von VEGF stark von dem S 100 Kalzium-bindenden Protein B (S100B) ab-

hängt [302, 303]. 

Bei Tmax≤47 °C kam es zu keiner statistisch relevanten Erhöhung an VEGF im Zellkulturüberstand. 

Auch nach der Berücksichtigung der tatsächlichen Zellzahl der Kultur traten bei diesen Tempera-

turen keine statistisch relevanten Änderungen auf. Diese Ergebnisse deckten sich gut mit den im 

oberen Teil diskutierten Arbeiten, da diese von Temperaturen im letalen Bereich ausgingen. Bei 

der Bewertung der Ergebnisse muss zudem der Versuchsaufbau berücksichtigt werden. Die Akti-

vierung der thermosensitiven TRPV-1-Kanäle tritt ab einer Temperatur von 43 °C auf [300], somit 

könnte erwartet werden, dass auch Tmax=43 °C zu einer Stimulation der VEGF Sekretion führt. Der 

im Rahmen dieser Arbeit verwendete Bestrahlungsaufbau führte jedoch zu einer gaußförmigen 

Temperaturerhöhung in den bestrahlten Kulturen. Es konnte somit davon ausgegangen werden, 

dass nur ein relativ kleiner Anteil der Zellkultur der zentralangelegten Maximaltemperatur ausge-

setzt waren. Und somit nur in wenigen Zellen der Gesamtkultur die benötigte Temperatur für eine 

Aktivierung der thermosensitiven TRPV1-Kanäle erreicht wurde. Diese Fragestellung könnte mit 

dem unter 5.1 beschriebenen neuen Versuchsaufbau mit Flat-Top Bestrahlungsprofil genauer un-

tersucht werden. 

Die Aufgaben die VEGF auf die Funktionalität der RPE-Zellen hat sind mannigfaltig. Es wird davon 

ausgegangen, dass dieser Faktor wichtige autokrine Funktionen erfüllt [3, 38, 39] und eine Deple-

tion des VEGFs durch Antagonisten zu einem verschlechterten Umgang mit zellulärem Stress füh-

ren könnte [29, 162]. 

Des Weiteren erfolgte eine Untersuchung der intrazellulären Proteinkonzentration an VEGF über 

Western Blot. Betrachtet man die Ergebnisse der VEGF Expression, also den intrazellulären Pro-

teingehalt, so zeigte sich ein Interessantes Ergebnis. Bereits 3 h nach der Bestrahlung kam es bei 

Kulturen die mit einer Tmax≥47 °C behandelt wurden, im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle 

(37 °C), zu einer signifikanten Erniedrigung des intrazellulären VEGF. Die erniedrigten Werte blie-

ben innerhalb des beobachteten Zeitraums von 48 h bestehen. Bei einer Tmax=43 °C trat nur nach 

drei Stunden eine statistisch relevante Reduktion des intrazellulären VEGF auf. Es konnte also da-

von ausgegangen werden, dass sich die intrazelluläre Menge an VEGF im zeitlichen Verlauf, nach 
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einer Hyperthermie mit Tmax=43 °C, an das Niveau der nicht bestrahlten Kontrolle anglich. Bei Kul-

turen die mit Tmax≤43°C bestrahlt wurden ließ sich zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Verände-

rung feststellen. 

Da die ELISA-Testungen auf sekretiertes VEGF mit denselben Zellkulturen wie die Western Blots 

nach 24 h erfolgten konnten diese Ergebnisse direkt miteinander verglichen werden (Abbildung 

36). Hierbei zeigte sich mit steigender Tmax eine treppenartige Zunahme der VEGF Sekretion, die 

Abnahme des intrazellulären VEGF folgte in annähernd gleichem Ausmaß. Die Ergebnisse legten 

die Vermutung nahe, dass die Abnahme an intrazellulärem VEGF mit der Sekretion des Proteins 

zusammenhing. Da die Erniedrigung allerdings über 48 h bestehen blieb (Abbildung 35), konnte 

zudem davon ausgegangen werden, dass transiente Hyperthermie innerhalb der ersten 48 h nach 

der Bestrahlung nicht zur Steigerung der VEGF-Produktion führte. Wodurch wiederum vermutet 

werden konnte, dass im weiteren Verlauf die VEGF-Sekretion nicht weiter steigen würde.  

Die Frage, die in diesem Zusammenhang offen bleibt ist, wie lange der lokale Einfluss der Zunahme 

von sekretiertem VEGF aus überlebenden RPE-Zellen bestehen bleibt. Der ermittelte Wert war, 

im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle, um das 1,5-fache erhöht. In der Literatur wird die 

VEGF-Konzentration im Glaskörper unter pathologischen ischämischen Bedingungen durch-

schnittlich als fünfmal so hoch wie der Wert der nicht bestrahlten Kontrollsituation angegeben 

[304-306]. Im Vergleich zu diesen Ergebnissen war die in dieser Studie bestimmte Menge an sek-

retiertem VEGF nach letaler Bestrahlung signifikant erniedrigt. Diese Annahme lässt die Vermu-

tung zu, dass der im Rahmen dieser Arbeit gezeigte milde Anstieg an sekretiertem VEGF möglich-

erweise mit autokrinem Selbstschutz der Zellen zusammenhängen könnte. Um diese Hypothese 

überprüfen zu können ist es notwendig den Effekt einer Inhibition von extrazellulärem VEGF ge-

nauer zu untersuchen. So wäre es möglich zu beurteilen ob das sekretierte VEGF direkt auf die 

sekretierenden Zellen wirkt und dort schützende Mechanismen auslöst. 

Von Interesse ist hierbei auch eine Untersuchung wie lange die transiente Hyperthermie einen 

Einfluss auf die VEGF-Sekretion hat. Ein weiteres Augenmerk gilt der längeren Wirkung einer La-

serbestrahlung auf die Sekretion von VEGF. Da im Rahmen dieser Arbeit eine deutliche Erniedri-

gung an intrazellulärem VEGF nachgewiesen werden konnte besteht die Möglichkeit, dass es im 

zeitlichen Verlauf nach der Bestrahlung auch zu einer Abnahme an sekretiertem VEGF kommen 

könnte. Insbesondere in der Therapie von Erkrankungen mit pathologisch erhöhten VEGF-Werten 

im Gewebe, wie der AMD und der DR, könnte dieser Effekt einer Laserbehandlung von großem 

Interesse sein. Um diese Vermutung zu bestätigen sind weitere Experimente, die längere Zeit-

räume in Betracht ziehen, dringend notwendig. 

Die hierbei betrachtete Zeitspanne sollte allerdings nicht Tage, sondern Monate umfassen, 

wodurch es notwendig wäre die Experimente in Tiermodellen (in-vivo) oder klinischen Studien 

durchzuführen. 
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Molekulare Chaperone wie HSP70 spielen eine wichtige Rolle bei der zellulären Antwort auf Hy-

perthermie. Hierbei übernehmen sie Aufgaben wie die Faltung neuer oder geschädigter Proteine 

[48-50], der Stabilisierung des Zytoskeletts [58], dem Transport von Proteinen [59] oder der Zell-

zykluskontrolle [61]. Eine Beteiligung an zellulären Reaktionen auf Laserbehandlungen des RPEs 

konnte bereits nachgewiesen werden [28, 63, 64, 307]. Eine zelluläre Erhöhung von HSP70 durch 

kurz- oder langfristige Hyperthermie ist bereits lange bekannt [308], die Untersuchung der intra-

zellulären HSP70 Konzentration diente demnach zunächst dem Nachweis, dass tatsächlich eine 

Wärmeeinwirkung auf die Zellkulturen vorlag. 

Bezüglich der HSP70-Expression in RPE-Zellen nach subletaler bis letaler Hyperthermie liegen bis-

her keine ausreichenden Daten vor. Daher wurden, im Rahmen dieser Arbeit, RPE-Zellkulturen mit 

verschiedenen Maximaltemperaturen erwärmt und quantitative sowie qualitative Nachweise der 

HSP70 Expression durchgeführt. 

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse der temperaturabhängigen HSP70 Expression 

wurden im Jahre 2018 bereits teilweise Peer-Reviewed publiziert [279] und werden an dieser 

Stelle in Anlehnung an die Veröffentlichung diskutiert. 

Es zeigte sich hier nicht nur die erwartete durch Hitze induzierte Erhöhung, sondern auch eine 

annähernd treppenförmige Erhöhung an intrazellulärem HSP70 über die Zeit und steigenden Tem-

peraturen. Im letalen Temperaurbereich (Tmax >47 °C) zeigte sich zu allen Zeitpunkten ein signifi-

kanter Anstieg des Proteins, wobei die Proteinexpression nach 24 und 48 h die stärkste Zunahme 

zeigte. Eine Auffälligkeit zeigte sich bei Kulturen die mit Tmax=43 °C bestrahlt wurden, hier kam es, 

im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle (Tmax=37 °C) nach 3 und 9 h zu einer signifikanten Er-

niedrigung des intrazellulären HSP70, wohingegen bei Kulturen die mit Tmax≤40 °C keine signifi-

kanten Änderungen über die Zeit auftraten. Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu beachten, 

dass die Zelllysate über die gesamte Kulturfläche gewonnen wurden und daher die gewonnenen 

Expressionsdaten als Mittelwert über die Gesamtkultur anzusehen sind. Da die Maximaltempera-

tur Tmax hierbei nur an zentraler Position anlag und über die Kulturschale ein gaußförmiger, radia-

ler Abfall der Temperatur auftrat wurde hier eher die Reaktion des umliegenden Gewebes bewer-

tet. 

Die gewonnenen Daten ließen dennoch Rückschlüsse zu. Zum einen stellte sich die Temperatur-

abhängige HSP70-Expression nicht nur, wie bereits Beschrieben [49, 51, 56], als induzierbar dar. 

Die Treppenförmigen Anstiege ließen zudem eine starke Zeitabhängigkeit annehmen. Wodurch 

von einer langfristigen Einflussnahme der Temperatur auf die HSP70-Expression ausgegangen 

werden konnte. Des Weiteren konnte davon ausgegangen werden, dass die Hochregulation des 

Proteins nicht gleichförmig in allen Zellen der Kultur auftrat. Ein ähnlicher Effekt wurde bereits 

2011 von Mackanos und Contag diskutiert. In ihrer Veröffentlichung untersuchten Sie langfristige 

Auswirkungen von Laserstrahlung auf die HSP70-Expression, wobei Sie zudem die Pulsdauer eines 

CO2 Lasers (λ=1060 nm; Pulsdauer=1000 ms-1 ms) variierten. Im Rahmen dieser Arbeit konnten 

die Wissenschaftler zeigen, dass die HSP70-Expression nicht nur Leistungs- sondern auch stark 

Zeitabhängig war [309].  
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Um weitere Informationen über die temperaturabhängige Steigerung der Expressionsrate und de-

ren Zuordnung zu distinkten Temperaturveränderungen (ΔT) zu erhalten wurden immunzytoche-

mische Färbungen auf HSP70 nach Bestrahlung vorgenommen. Die Erste Begutachtung der aufge-

nommenen Fluoreszenzbilder zeigte am einer Tmax=44 °C einen fluoreszierenden Ring, der sich mit 

steigender Temperatur nach außen hin aufweitete. Diese Aufweitung war auch im zeitlichen Ver-

lauf zu beobachten. Bei einer genaueren Betrachtung der Färbung fiel auf, dass die Fluoreszenzin-

tensität innerhalb des beobachteten Ringes nicht gleichförmig war, sondern zur Mitte hin tenden-

ziell höher erschien. Der innere, nicht gefärbte Anteil der Kulturen passte zudem recht gut mit den 

apoptotischen und nekrotischen Flächen, die nach der Bestrahlung beobachtet werden konnten, 

überein. Der Bereich der HSP70-Expression grenzte hierbei tendenziell an den Bereich apoptoti-

scher Zellen an. 

Zur genaueren Beurteilung der Fluoreszenzintensität der einzelnen Färbungen in Bezug auf ange-

legte Tmax und Zeit nach der Bestrahlung wurden die Fluoreszenz über eine definierte Fläche be-

stimmt. Die zu analysierende Fläche wurde so gewählt, dass sie innerhalb des Areals erhöhter 

HSP70-Expression lag. Auf diese Weise konnte die Fluoreszenzintensität unabhängig von der An-

zahl beteiligter Zellen bestimmt und eine semi-quantitative Aussage über eine Lokalisations-Ab-

hängige HSP70-Expression getroffen werden. Die Auswertung ließ eine Unterscheidbarkeit suble-

taler (Tmax=37 °C, 40 °C, 44 °C) und letaler (Tmax=47 °C, 51 °C, 59 °C) zentral angelegter Maximal-

temperaturen zu. Diese Unterscheidbarkeit kam dadurch zustande, dass bei Kulturen die mit einer 

Tmax≤44 °C bestrahlt wurden die Fluoreszenzintensität kaum zunahm, wohingegen bei Kulturen 

die mit einem Tmax ≥47 °C bestrahlt wurden, eine deutliche Erhöhung der gemessenen Fluores-

zenzintensität festgestellt werden konnte. Da bei dem im Rahmen dieser Arbeit angewendeten 

Bestrahlungsaufbau ein gaußförmiger Temperaturabfall erreicht wurde, ließen diese Beobachtun-

gen die Vermutung zu, dass die Höhe der HSP70-Expression stark von der lokal einwirkenden Tem-

peratur abhängen könnte. Wodurch die Annahme, dass die Induktion von HSP70 möglicherweise 

eine temperaturabhängige Modulierbarkeit aufweist, als plausibel betrachtet werden konnte. 

Des Weiteren konnten im Randbereich erhöhter Fluoreszenzintensitäten Zellen mit unterschied-

licher Morphologie beobachtet werden. Die meisten Zellen zeigte eine starke HSP70-Färbung im 

Zytoplasma, bei einigen Zellen trat eine starke Färbung des Zellkerns auf, manche Zellen zeigten 

einen doppelten Zellkern oder Zellkörper mit Filopodien. Der doppelte Zellkern kann hier als Hin-

weis auf Proliferation betrachtet werden und das Auftreten von Filopodien ließen eine erhöhte 

zelluläre Motilität, beziehungsweise migratorische Prozesse, vermuten. Des Weiteren fielen kuge-

lige Zellen auf deren Morphologie Anzeichen für Apoptose zeigte. Zellen, die diese morphologi-

schen Besonderheiten zeigten befanden sich im Bereich hoher Fluoreszenzintensität, der an den 

durch die Bestrahlung geschädigten Bereich angrenzte. Die temperaturabhängig stimulierte Ak-

kumulation von HSP70 im Zellkern wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben [55], und lässt 

sich anhand des Transportproteins Hikeshi erklären. Hikeshi stellt einen HSP70 spezifischen Trans-

portfaktor, der die Translokation von HSP70 in Richtung des Zellkerns fördert, dar. Es wird vermu-

tet, dass dieser Faktor eine entscheidende Rolle beim zellulären Schutz vor Hitzeinduzierten Schä-

den des Zellkerns, beziehungsweise der DNS, spielt [310, 311]. 

Zur Bestimmung des Temperaturbereiches, in dem es zu einer erhöhten HSP70-Expression kam, 

wurden die inneren und äußeren Radien des sichtbaren Ringes vermessen. Als Grenzen der Radien 

wurden Bereiche gewählt in dem die Fluoreszenzintensität, im Vergleich zu der der benachbarten 

Zellen, um das 2-fache erhöht war. So konnte der Temperaturbereich bestimmt werden der bei 
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einer Bestrahlung von 10 s (T10s) zu einer Überexpression von HSP70 führt. 3 h nach der Bestrah-

lung ergab sich in den untersuchten Kulturen eine mittlere T10s von 46,12 °C, nach 24 h von 

46,59 °C und 48 h nach der Bestrahlung eine mittlere T10s von 46,99 °C. Im Vergleich hierzu konn-

ten Sramek et al. in Mausversuchen eine Schwellenwerttemperatur für die Expression von HSP70, 

bei einer Bestrahlungsdauer von 0,1 s, von 49 °C feststellen [64]. Auch wenn die Bestrahlungs-

dauer (0,1 s gegen 10 s) von der hier verwendeten abwich und zudem das bestrahlte System (in 

vivo gegen in vitro) ein anderes war, deckten sich die Berechneten Schwellenwerttemperaturen 

für die HSP70-Expression gut. 

Bei dem Vergleich der Schwellenwerttemperaturen für Apoptose und komplettem Zelltod 24 h 

nach der Bestrahlung im Temperaturbereich einer zweifach erhöhten HSP70-Überexpression, 

ergab sich eine Überschneidung der beiden Bereiche. Wodurch vermutet werden konnte, dass es 

insbesondere in den Bereichen mit stark erhöhter HSP70-Expression im zeitlichen Verlauf nach 

der Bestrahlung zu apoptotischen Veränderungen kam und somit kein eindeutiger Schutz vor dem 

programmierten Zelltod durch HSP70 nachgewiesen werden konnte. Eine Doppelfärbung gegen 

Apoptose und HSP70 war technisch leider nicht realisierbar. 

Dieses Ergebnis stand in direktem Widerspruch zu vorherigen Veröffentlichungen in denen davon 

ausgegangen wurde, dass ausschließlich überlebende Zellen nach der Bestrahlung HSP70 überex-

primieren und somit der therapeutische Effekt der Laserbehandlung direkt anhand der HSP70-

Expression gemessen werden kann [63]. Lavinsky et al. beschrieben ein ringförmiges Färbemuster, 

allerdings sahen sie die HSP70-exprimierenden Zellen als obligat lebend an [63], wohingegen im 

Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass auch apoptotische Zellen an der Expression 

von HSP70 beteiligt sein könnten. Der Vergleich mit den Ergebnissen von Lavinsky et al. muss al-

lerdings mit Vorsicht geschehen, da die Ansätze beider Arbeiten grundlegend verschieden waren. 

Insbesondere Unterschiede im Bestrahlungsmodus (Gepulst gegen Dauerstrich), die Dauer der Be-

handlung (Millisekunden gegen Sekunden) und das behandelte System (in vivo gegen in vitro) bie-

ten die Möglichkeit starker Abweichungen. Im Gegensatz zu den im Rahmen dieser Arbeit durch-

geführten Experimenten wurden bei Lavinsky et al. die Antwort von Zellen des RPEs bei Kaninchen 

in vivo beurteilt, die Bestrahlung der Augen erfolgte mit einem 557 nm PASCAL Streamline Laser 

(Topcon Medical Laser Systems, Santa Clara, USA) mit einer Pulsdauer von 20 ms, die Behand-

lungsdauer wurde mittels eines Endpoint Management (EpM) Algorithmus titriert und Berechnet 

[63]. Eine Veröffentlichung von Wang et al. aus dem Jahr 2017 beschreibt ähnliche Ergebnisse und 

nutzte die HSP70-Expression um eine mögliche Schädigung des Gewebes ausschließen zu können, 

im Rahmen dieser Veröffentlichung wurden die gleichen Bedingungen wie bei Lavinsky et al. ver-

wendet [307].  

In einer Veröffentlichung aus dem Jahre 2015 untersuchte eine Arbeitsgruppe um Keiji Inagaki die 

Auswirkungen unterschiedlicher Laserbehandlungen auf kultivierte Einzelzellschichten der stabi-

len, humanen RPE-Zellkulturlinie ARPE19. Im Rahmen dieser Veröffentlichung wurden Dauerstrich 

(CW) und gepulste Laserstrahlen unterschiedlicher Intensität eingesetzt und die HSP70-Expression 

Immunzytochemisch und molekularbiologisch über qRT-PCR (quantitative Reverse-Transkriptase 

Polymerase Kettenreaktion; ein Verfahren bei dem der mRNA Gehalt der Zellen Aufschluss über 

den Expressionsstatus einzelner Proteine geben kann) überprüft [28]. Die Wissenschaftler waren 

in der Lage erstmals die Expression von HSP70 über 24 h nach subletaler mikropuls Bestrahlung 

nachzuweisen und beschrieben zudem ein ringförmiges Färbemuster um geschädigte Bereiche. 
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Allerdings wurden hier keine Aussage über das mögliche Auftreten apoptotischer Veränderungen 

im Bereich der HSP70-exprimierenden Zellen getroffen. 

 

 

 

Eine schnelle und funktionelle Wundheilung des Gewebes stellt eine wichtige Größe bei der Er-

haltung der Gewebsfunktion dar. Für die Beurteilung proliferativer Vorgänge um die Laserherde 

nach letaler Bestrahlung wurden Zellkulturen der P2-Generation mit dem Bestrahlungsaufbau be-

strahlt. Der Nachweis der Proliferation erfolgte mittel EdU drei, 24 oder 48 h nach der Bestrahlung. 

Bezüglich der Wirkung von subletaler Hyperthermie auf die Wundheilung von RPE-Zellen gibt es 

nur wenige experimentelle Arbeiten, in denen eine gesteigerte Proliferation bei RPE-Zellen als 

Folge einer Laserbestrahlung nachgewiesen wurde [72, 73]. Diese Veröffentlichungen konnten 

zeigen, dass Laserbestrahlungen mit niedrigerer Leistung den Wundschluss bei kultivierten RPE-

Zellen deutlich beschleunigten. Tababat-Khani et al. konnten hingegen im Rahmen einer Studie 

eine verringerte zelluläre Proliferation von ARPE-19 Zellen in den ersten Stunden nach einer La-

serbestrahlung zeigen. Die Proliferationsraten der Kontrolle und der bestrahlten Kultur glichen 

sich jedoch innerhalb von 24 h wieder einander an [65]. Im Rahmen dieser Studien wurden keine 

exakten Temperaturangaben getroffen, wodurch die Frage offenbleibt, ob unterschiedliche Tem-

peraturstimuli verschiedenen Einfluss auf die Proliferation des RPEs haben könnten. 

Bei der Bewertung der experimentellen Ergebnisse zeigte sich, dass 24 h nach der Bestrahlung 

Proliferation im peripheren Bereich der Zellkulturschale auftrat, wohingegen sich nach 48 h direkt 

am Rand des geschädigten Bereichs Zellen teilten. Die proliferierenden Zellen traten hierbei stets 

um den bereits beschriebenen geschädigten Bereich auf. Drei Stunden nach der Bestrahlung erga-

ben die Berechnungen eine Schwellentemperatur von 45,7 °C ± 1,13, nach 24 h von 45,7 °C ± 0,36 

und nach 48 h von 46,1 °C ± 0,15. Wie zu erwarten kam es zu keiner Überschneidung von prolife-

rierenden und apoptotischen Zellen. Bei dem Vergleich der Schwellenwerttemperatur, die zu ei-

ner Hochregulation der HSP70-Expression führte und den Schwellenwerttemperaturen für Prolife-

ration, zeigte sich eine deutliche Überschneidung. 

Die Ergebnisse ermöglichen einen tieferen Einblick in die Zusammenhänge zwischen einwirkender 

Temperatur und Proliferation. Zwar wurde aufgrund der Versuchsplanung nicht explizit nachge-

wiesen, ob die einwirkende Hyperthermie proliferationsstimulierend war, aber die berechneten 

Schwellenwerttemperaturen lieferten einen guten Anhaltspunkt, in welchen Temperaturberei-

chen zelluläre Proliferation potentiell auftreten könnte. 
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Die Untersuchung des Wunderverschlusses mechanischer Wunden nach der Bestrahlung erfolgte 

anhand von zwei unabhängigen Experimenten. Zunächst wurde die Zellfront-Geschwindigkeit 

(CFV) anhand gewonnener Konfluenz-Daten ermittelt. Es kamen hierbei nicht bestrahlte Kulturen 

und Kulturen die mit einer zentral angelegten Tmax von 43 °C bestrahlt wurden zum Einsatz. Bei 

den hier gewonnenen Daten handelte es sich um dynamische Informationen. Bezüglich der Ge-

schwindigkeit des Wundverschlusses ergab sich bei den mit Tmax=43 °C bestrahlten Kulturen eine 

mediane CFV von 6,02 µm/h. Bei Kulturen, die nicht bestrahlt wurden lag die CFV hingegen bei 

3,18 µm/h. Es konnte somit angenommen werden, dass subletale Erwärmungen zu einer Halbie-

rung der Dauer des Wundverschlusses im RPE führen könnte. Weitere Versuche mittels spezieller 

Zellkulturschalen konnten diese Hypothese unterstützen. 

Die gewonnenen Ergebnisse zeigten eine hoch signifikante Zunahme der Zellteilung bei Kulturen 

die mit einer Tmax=40 °C bestrahlt wurden im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrollgruppe 

(37 °C). Der Anteil proliferativer Zellen in der nicht bestrahlten Kontrollgruppe und in Kulturen die 

mit einer Tmax=45 °C bestrahlt wurden wich hingegen kaum voneinander ab. Dieses Ergebnis be-

stätigte die Hypothese, dass milde Hyperthermie zu einer Aktivierung der Proliferation führen 

könnte. Wohingegen bei der Bestrahlung mit Tmax=45 °C der Wundverschluss theoretisch durch 

eine erhöhte Migrationsfähigkeit der Zellen beschleunigt hätte werden können. Um die Auswir-

kung transienter subletaler Hyperthermie auf Vorgänge der Wundheilung an Gewebsdefekten un-

tersuchen zu können wurden spezielle Zellkulturschalen verwendet. Der Zellkultureinsatz wurde 

kurz vor der Bestrahlung entfernt und auf diese Weise ein definierter Gewebsdefekt erzeugt. 

Bei dem Vergleich der Schwellenwerttemperaturen (T10s) für Proliferation bei thermischen Wun-

den und der Erhöhung der Proliferation durch transiente Hyperthermie mechanischer Wunden 

zeigte sich eine Abweichung. Drei Stunden nach der Bestrahlung ergaben die Berechnungen eine 

Schwellenwert-Temperatur von 45,7 °C ± 1,13, nach 24 h von 45,7 °C ± 0,36 und nach 48 h von 

46,1 °C ± 0,15 (Abbildung 44). Wohingegen die stärkste Erhöhung der Proliferation 24 h nach der 

Bestrahlung mit einer Tmax=40 °C festgestellt werden konnte (Abbildung 48). Es hätte vermutet 

werden können, dass die Ergebnisse einander widersprechen, da bei einer Tmax=45 °C keine er-

höhten Proliferationsraten nachgewiesen werden konnten, obwohl die Schwellenwerttemperatu-

ren die Vermutung zulassen, dass Proliferation hätte auftreten müssen. Eine Erklärung für diese 

Abweichung könnte das angewendete Verfahren an sich darstellen. Die Zugabe von EdU erfolgte 

für 4 h, es wurden somit alle Zellen markiert, die in diesem Zeitraum in die Mitose eingegangen 

sind. Der Zeitraum, in dem die Zellen EdU ausgesetzt waren wurde vorab experimentell bestimmt. 

Hierfür wurden nicht bestrahlte, konfluente RPE-Zellen für unterschiedliche Zeiträume mit EdU 

inkubiert. Auf diese Weise sollte abgeschätzt werden wie viel Zeit vergeht bis RPE-Zellen in die 

Mitose gehen. Nach 4 h traten hierbei erste EdU-positive Zellen auf. Auch wenn davon ausgegan-

gen werden konnte, dass Zellen des RPE-Gewebes durch Kontaktinhibition nicht mitotisch aktiv 

sein sollten [4, 84], besteht bei einer Inkubationsdauer von 4 h dennoch die Möglichkeit, dass ein-

zelne Zellen unabhängig von thermischer Stimulation in den Prozess der Mitose eingegangen wa-

ren. Allerdings muss dieses Verfahren als Momentaufnahme betrachtet werden, da hier nicht alle 

Zellen, die sich nach der Bestrahlung teilten berücksichtigt werden konnten. Der Nachweis der 
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proliferativen Aktivität beschränkte sich viel mehr ausschließlich auf die Zellen, die sich während 

der Zugabe von EdU teilten. 

Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit statische Wundverschlussdaten gewonnen, für 

diese Experimente wurden ebenfalls spezielle Zellkulturschalen verwendet. Der Zellkultureinsatz 

wurde kurz vor der Bestrahlung entfernt und auf diese Weise eine definierte mechanische Wunde 

erzeugt. Die Dokumentation der Schalen erfolgte 24 h nach der Bestrahlung am Fluoreszenzmik-

roskop. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen wurde der verbleibende Abstand zwischen die 

Zellfronten bestimmt, die Berechnung des Wundverschlusses erfolgte anhand der Vergrößerung 

(10x) und der bekannten initialen Wunde (500 µm). Es zeigte sich hier, dass sich die verbleibende 

Wundbreite bei beiden bestrahlten Bedingungen (Tmax=40 °C/45 °C) im Vergleich zu, der nicht be-

strahlten Kontrolle höchst signifikant verringert hatte. 

In der Literatur wird ein Einfluss lokaler Hyperthermie auf die Wundheilung bereits eingehend 

diskutiert [312-314]. In einer Arbeit aus dem Jahr 2017 verglich eine Arbeitsgruppe um Suter et al. 

die Auswirkungen unterschiedlicher Lasersysteme auf Wundheilung und Schmerztherapie bei re-

zidivierenden Aphtosen [313]. Bei den hier verglichenen Lasersystemen und Behandlungsmetho-

den handelte es sich um Nd:YAG Laserablation [315], nicht-ablative CO2-Laser (Applikation durch 

Gel) [316-318] und den Dioden-Lasern die im Rahmen von LLLT (low-level laser treatment) zum 

Einsatz kommen [319, 320]. Es wird davon ausgegangen, dass die Stimulation der Wundheilung 

durch eine Hochregulation zellulärer Proliferation, Veränderungen der Kollagensynthese und er-

höhtem ATP Umsatz in den Mitochondrien bedingt wird [321, 322]. Als Ursache für die beobach-

teten Phänomene werden hier Effekte im Gewebe angesehen in deren Verlauf es zur Aktivierung 

zweier Kinasen, der Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAPK) und der durch extrazelluläre Sig-

nale regulierten Kinase 1/2 (ERK1/2) kommt [188, 189]. Es wird angenommen, dass die beiden 

Kinasen wichtige regulatorische Schritte bei der Zellzykluskontrolle einnehmen und dadurch direkt 

Einfluss auf zelluläre Proliferation nehmen können [323, 324]. Allerdings konnten die Effekte bis-

lang nur für Zeiträume bis 48 h nachgewiesen werden [325, 326]. Jedoch wurden im Rahmen die-

ser Arbeiten keine erreichten Temperaturbereiche angegeben, wodurch ein direkter Vergleich mit 

den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen vorsichtig erfolgen musste. Trotzdem lag die 

Vermutung nahe, dass die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Erhöhung der Proliferation durch 

ähnliche Effekte hervorgerufen worden sein könnte. Bei der Auswertung der unterschiedlichen 

Bedingungen zeigte sich zudem, dass ein klarer Zusammenhang zwischen den erzeugten Effekten 

und der eingesetzten Wellenlänge, der Bestrahlungsleistung und -Dichte, sowie den behandelten 

Zellen gab. Insbesondere die eingesetzte Leistungsdichte hatte hierbei entscheidende Auswirkun-

gen auf die Stimulation der Wundheilung [321, 327].  

Zusammenfassend bestätigten sich die dynamischen und statischen Daten. Die Ergebnisse legten 

die Vermutung nahe, dass subletale transiente Laser-induzierte Hyperthermie einen beschleuni-

genden Effekt auf den Wundverschluss des RPEs haben könnte. Es kann zudem davon ausgegan-

gen werden, dass die Stimulation der Wundheilung bei niedrigeren Temperaturen großteilig durch 

zelluläre Proliferation erfolgt. Wohingegen die Wundheilung bei höheren Bestrahlungstempera-

turen möglicherweise eher durch migratorische Prozesse ermöglicht wurde. 
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In diesem Teil der Diskussion sollen mögliche Zusammenhänge der einzelnen Ergebnisse heraus-

gearbeitet und die daraus gewinnbaren Erkenntnisse bewertet werden. Unter Betrachtung der 

Gegenüberstellungen der Ergebnisse für Apoptose/Nekrose, der örtlichen Begrenzung der HSP70-

Überexpression und der zellulären Proliferation nach der Bestrahlung mit unterschiedlichen zent-

ral angelegten Maximaltemperaturen, ließen sich einige Hinweise auf das Zusammenspiel der ein-

zelnen Phänomene nach thermischer Stimulation ableiten. 

Die gewonnenen Daten für Apoptose und kompletten Zelltod zeigte einen eindeutigen Zusam-

menhang zwischen zentral angelegter Maximaltemperatur (Tmax) und der nach der Bestrahlung 

vergangenen Zeit. Im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrolle kam es insbesondere bei Kulturen, 

die mit Tmax≥47 °C bestrahlt wurden, sowohl nach 3 h als auch nach 24 h zu einer signifikanten 

Abnahme des Anteils lebender Zellen. Diese Ergebnisse ließen eine Unterteilung zu, durch die 

Tmax≤47 °C als subletal und Tmax≥47 °C als letal angenommen werden konnten. 

Insbesondere der zeitliche Verlauf der apoptotischen Veränderungen deckte sich gut mit Annah-

men aus der Literatur [27, 284]. Auch die Berechnung der benötigten Schwellenwerttemperatu-

ren, die innerhalb einer Bestrahlung von 10 s (T10s) zu apoptotischen Veränderungen oder kom-

plettem Zelltod führten, wiesen darauf hin, dass die durch thermische Bestrahlung ausgelöste 

Apoptose erst nach einiger Zeit auftritt und über Tage andauern könnte. 

Bei dem Vergleich der Schwellenwerttemperaturen für Apoptose und komplettem Zelltod mit den 

Schwellenwerttemperaturen für HSP70-Expression zeigte sich, dass es 24 h nach der Bestrahlung 

zu einer Überschneidung von HSP70-Überexpression und Apoptose kam (Abbildung 42). Dadurch 

konnte vermutet werden, dass es insbesondere in den Bereichen mit stark erhöhter HSP70-Ex-

pression im zeitlichen Verlauf nach der Bestrahlung zu apoptotischen Veränderungen kam. 

Dieses Ergebnis stand in direktem Widerspruch zu der vorherigen Annahme von Lavinsky et al., 

die davon ausgehen, dass ausschließlich überlebende RPE-Zellen nach der Laserbestrahlung 

HSP70 überexprimieren und somit der therapeutische Effekt der Laserbehandlung direkt anhand 

der HSP70-Expression gemessen werden kann [28, 63]. Es konnte bereits mehrfach gezeigt wer-

den, dass HSP70 in der Lage ist, die Zelle vor stressbedingter Apoptose zu schützen [60]. 

Andererseits konnten bereits mehrere Studien zeigen, dass das hitzeinduzierte HSP70 potentiell 

in der Lage ist Zelltod hervorzurufen. So stimuliert die Überexpression von HSF1 (Hitzeschock-

Transkriptionsfaktor 1, ein Transkriptionsfaktor, der die Hitzeschockantwort steuert) Fas-indu-

zierte Apoptose [328]. Außerdem fördert eine Erhöhung an intrazellulärem HSP70 die TCR/CD3- 

und Fas/Apo-1/CD95 vermittelte Jurkat-T-Zell-Apoptose [329]. Auch konnte bereits nachgewiesen 

werden, dass Hyperthermie nach der Gabe bestimmter Chemotherapeutika oder einer vorherge-

benden Strahlenbehandlung die Sterblichkeit der Zellen erhöhen kann [330]. Gu et al berichteten, 

dass ein transkriptionsunabhängiger p53-vermittelte mitochondrialer Stoffwechselweg, der durch 

oxidativen Stress als Reaktion auf starke Hyperthermie hervorgerufen wird, Apoptose in HUVEC-

Zellen herbeiführen könnte [331]. Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass Hitze und 

eine erhöhte HSP70 Konzentration Signalsteuerungskaskaden und Transkriptionsfaktoren stören 

können und auf diese Weise in der Lage sind Tumore für Strahlung zu sensibilisieren [332]. HSP70 

hemmt zudem die Zellproliferation [333]. Diese Ergebnisse implizieren, dass Wärme oder hohe 
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HSP70-Konzentrationen das Signal zum Überleben einer Zelle unter distinkten Umständen beein-

trächtigen könnten. Als Mechanismus postulierten Ran et al., dass HSP70 die TNF-vermittelte 

Apoptose durch eine Störung der NF-κB-Überlebenssignale fördert. Des Weiteren stellten sie die 

Vermutung auf, dass die TNF-vermittelte Apoptose möglicherweise durch hohe HSP70-Konzent-

rationen initiiert oder vorangetrieben werden könnte [334]. 

Diese Annahmen bieten eine gute Grundlage für die Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit und 

stellen eine mögliche Erklärung für die Überlappung der Hsp70-Überexpression und Apoptose am 

Wundrand dar. 

Darüber hinaus ist eine Verknüpfung der Mechanismen zwischen zellulärer Apoptose und Prolife-

ration von großem Interesse. In jüngster Zeit konnte gezeigt werden, dass proapoptotische Prote-

ine die Proliferation benachbarter überlebender Zellen induzieren können. Dieser Vorgang wird 

als "durch Apoptose-induzierte Proliferation" bezeichnet. So berichtete die Arbeitsgruppe um 

Ryoo et al. von möglichen Mechanismen der „durch Apoptose-induzierten Proliferation“ unter 

Einbeziehung von IL-6-Rückkopplungen im CD95/Fad/ApoA1-Signalweg [335]. Dieser Prozess 

könnte theoretisch auch als Reaktion auf letale Bestrahlung in RPE-Zellen auftreten. 

Bei der Betrachtung der Grenztemperatur, die nach einer Bestrahlung von 10 s (T10s) Proliferation 

hervorrief fiel wie erwartet auf, dass es zu keiner Überschneidung apoptotischer und proliferativer 

Zellen kam. Es wird angenommen, dass subletale Hyperthermie zu einer Hochregulation der Kina-

sen MARK/ERK1/2 führt [188, 189]. Diese Kinasen sind maßgeblich für die Aktivierung der zellulä-

ren Mitose verantwortlich [323, 324]. Eine weitere Studie konnte jedoch zeigen, dass eine wieder-

holte Aktivierung von MAPK/ERK1/2 eher apoptotische Veränderungen begünstigt [336]. 

Im Vergleich mit der T10s, die benötigt wurde, um eine Hochregulation der HSP70-Expression zu 

erreichen, fiel auf, dass es zu einer Überschneidung zellulärer Proliferation und HSP70-Überex-

pression kam. Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine Doppelfärbungen gegen HSP70 und dem 

Nachweis von Proliferation durch EdU durchgeführt. Dadurch konnte nicht eindeutig nachgewie-

sen werden, wie viele der proliferierenden Zellen HSP70 überexprimieren. Allerdings fielen im 

Rahmen der Immunfluoreszenzfärbungen HSP70-positive Zellen mit doppeltem Zellkern auf, 

wodurch die Annahme zellulärer Proliferation im Bereich erhöhter HSP70-Expression realistisch 

und die berechneten Grenztemperaturen glaubhaft waren. 

Eine Einflussnahme von HSP70 und anderen Mitgliedern der HSP-Familie auf zelluläre Prolifera-

tion wird bereits eingehend diskutiert. So konnte ein stimulierender Effekt von HSP70 auf das 

Wachstum verschiedener Tumorzellen nachgewiesen werden [337, 338]. Im Zusammenhang mit 

RPE-Zellen wurde das Zusammenspiel von HSP70 und Proliferation noch nicht ausreichend unter-

sucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern hier neue Erkenntnisse über den Zusammenhang zwi-

schen HSP70 und Zellproliferation nach Laserbestrahlung. Es sind jedoch weitere Untersuchungen 

notwendig, um das genaue Zusammenspiel aufklären zu können. 

Abschließend ließen die ermittelten Ergebnisse eine fundierte Aussage über die Reaktionen von 

Zellen des RPEs auf transiente Hyperthermie zu. So lag die Annahme nahe, dass nicht nur die tat-

sächlich einwirkende Maximaltemperatur, sondern auch die nach der Bestrahlung vergangene 

Zeit einen großen Einfluss auf die beobachtete Zellantwort hatte. So könnten die ermittelten Da-

ten als Grundlage genommen werden, um eine deutliche Zeitabhängigkeit apoptotischer Prozesse 

hinreichend zu bestätigen [27, 284]. Auch die Expression von HSP70 schien stark temperatur- und 
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zeitabhängig zu sein. Die Überlappung der HSP70-Überexpression mit apoptotischen und prolife-

rativen Bereichen deutet sowohl auf eine schützende Funktion des molekularen Chaperons, als 

auch auf eine potentielle Apoptose-Induktion durch HSP70 hin. Des Weiteren ließen die Ergeb-

nisse den Rückschluss zu, dass leichte Temperaturerhöhungen zu einer Verbesserung der Wund-

heilung führen könnten. Es gab Hinweise darauf, dass im niedrigen Temperaturbereich eher 

proliferative und im höheren Temperaturbereich migratorische Prozesse zu tragen kamen. 

 

 

Abbildung 49: Graphische Darstellung der Ergebnisse 

Schematische Darstellung der Ergebnisse für das Zusammenspiel von Apoptose, zellulärer Proliferation und HSP70-Ex-

pression. Der Temperaturverlauf über die Zellkulturschale ist von subletal (nicht tödlich, grün) über intermediär (Zwi-

schenbereich, gelb) und letal (tödlich, rot) entsprechend der Tmax die benötigt wurde, um eine entsprechende Zellreak-

tion innerhalb einer Bestrahlung von 10 s (T10s) hervorzurufen. Der Bereich in dem HSP70-Expression immunzytoche-

misch nachgewiesen werden konnte ist als graues Quadrat dargestellt (Abbildung 42). Der Farbverlauf von hellgrau bis 

dunkelgrau spiegelt hierbei die Fluoreszenzintensität der Färbung wider (Abbildung 40). Apoptotische und nekrotische 

Veränderungen innerhalb der Zellkulturen (Abbildung 32) sind als Dreieck dargestellt, wobei die Spitze des Dreiecks die 

T10s für das Einsetzen von Apoptose darstellt und die Breite die zu erwartende Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen 

an der Gesamtpopulation (Tabelle 5). Der Bereich der T10s in dem es nach drei, 24 oder 48h zu Proliferation kam ist als 

schwarzer Pfeil dargestellt. Die Pfeilspitze spiegelt die Grenztemperatur wider bis zu der proliferierende Zellen auftraten 

(Abbildung 44). 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lassen umfangreiche Rückschlüsse auf den 

grundlegenden therapeutischen Wirkmechanismus von Netzhaut-Laserbehandlung zu. Insbeson-

dere im Zusammenhang mit der kürzlich diskutierten subletalen Hyperthermie des RPEs als The-

rapieform könnten sie Anhaltspunkte liefern, um die Planung der Behandlungsstrategie in der 

temperaturkontrollierten Netzhaut-Laserbehandlung zu unterstützen.  
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Gelkammer Mini-PROTEAN® Terta Sys-

tem 

Bio-Rad 

Gewebsschere 19355 Geuder GmbH 

Heizblock Thermomoxer 5437 Eppendorf 

Heizplatte OTS 40 MEDITE GmbH 

Kippschüttler Polymax 1040 Heidolph 

Kühlschränke  

(Divers) 

Comfort 

RF4248W 

Liebherr 

Gorenje 

Messkolben BLAUBRAND® Messkolben 

(unterschiedliche Volumina) 

Brand 

Messzylinder Glas DURAN® Messzylinder mit 

Sechskantfuß (unterschiedli-

che Volumina) 

DWK Life Sciences GmbH 

Messzylinder Plastik Messzylinder, PMP, Klasse A Vitlab 

Mikrobiologische Sicherheitswerk- 

bank Klasse 2 

B-[MaxPro]3-190 Berner 

Mikroskop Hand Teil 

Objekttischmotor 

PS3J100 Prior Scientific, Inc. 

Mikroskop Hellfeld-Lampe  TI-PS 100 W/A Nikon 

Mikroskop Kamera Digital Slight DS-U3 Nikon 

Mikroskop Lichtquelle IntensLight C-HG FIE Nikon 

Mikroskop Motor für Objekttisch ProScan III (V31XYZE) Prior Scientific, Inc. 

Neubauer-Zählkammer Zählkammer Neubauer Assistent 

OCT Callisto Thorlabs Inc. 

Pinzette B-1355 INOX Zwilling 

Pipette 10 µl (grau) Eppendorf Research® plus, 

Einkanal, variabel 0.5-10 µl 

mittelgrau 

Eppendorf 

Pipette 1000 µl (blau) Eppendorf Research® plus, 

Einkanal, variabel 100-1000 

µl blau 

Eppendorf 

Pipette 20 µl (gelb) Eppendorf Research® plus, 

Einkanal, variabel 2-20 µl 

gelb 

Eppendorf 

Pipette 200 µl (gelb) Eppendorf Research® plus, 

Einkanal, variabel 20-200 µl 

gelb 

Eppendorf 

Pumpfaser All Silica, Low OH365 Laser Components 

Rührschüttler MS2 Minishaker IKA-Werke 

Schott-Flasche  DURAN® Laborglasflaschen 

(unterschiedliche Volumina) 

DWK Life Sciences GmbH 

Skalpell Cutfix Stainless Sterile Scalpel 

#21/ #24 

Braun 

Stromversorgung für Gelkammer PowerPac™ Basic Bio-Rad 
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System zum Filtern von Wasser Synergy® Merck Millipore 

Thermoelement HYP-0-33-1-T-G-60-SMPW-M Omega® Engineering Inc. 

Thuliumlaser Vela StarMedTec GmbH 

Tischzentrifuge Sprout™ Heathrow Scientific 

Videomikroskop JuLi™ FL Nano EnTek 

Waage PCB2000-1 Kern & Sohn GmbH 

Wascheinheit Wellwash Thermo Scientific 

Wasserbad  Köttermann Labortechnik 

Zentrifuge (groß) Varifuge 20RS Heraeus Sepatech 

Zentrifuge (klein) Hereaus Fresco 21 Centrifuge Thermo Scientific 

 

 

 

Tabelle 8: Spezifikationen des verwendeten Laseraufbaus 

Gerät Parameter Eigenschaften 

Thuliumlaser Wellenlänge 

Leistungsbereich 

Absorptionskoeffizient 

Eindringtiefe 

1940 nm 

0-20 W 

127 cm-1 

1/e (≈ 36%)=80 µm 

Pumpfaser Numerische Apertur 

Kern Durchmesser  

Mantel Durchmesser 

Coating Durchmesser 

Buffer Durchmesser 

0,22 

365 mm ± 10 µm 

400 µm ± 8 µm 

425 µm ± 8 µm 

730 mm ± 30 µm 

 

 

 

Tabelle 9: Verwendete Software 

Name Herausgeber Version 

BIOVIA Draw 2018 Dassault Systèmes 18.1.0.1412 

EndNote Thomson Reuters X7.8 

Flowing Software 2 Perrtu Terho 2.5.1 

Image Lab™ BioRad 6.0 

LabVIEW® National Instruments 8.6 

Mikrosoft Excel Microsoft Corporation Excel 2016 

NIS-Elements Nikon AR 4.1305 64-bit 
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Tabelle 10: Verwendete Chemikalien 

Substanz Bezugsquelle 

Bromphenolblau Roth 

BSA Sigma-Aldrich 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose (DMEM) Sigma-Aldrich 

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline w/o CaCl2/ MgCl2 

(PBS-) 

Sigma-Aldrich 

EDTA Sigma-Aldrich 

Ethanol Roth 

Formaldehyd Sigma-Aldrich 

Glukose Sigma-Aldrich 

Glycerin Sigma-Aldrich 

Glycin Sigma-Aldrich 

H2O bidest. n/a 

Magermilchpulver Heirler Cenovis GmbH 

NaCl Sigma-Aldrich 

Penicillin/ Streptomycin Sigma-Aldrich 

Porcine Serum Sigma-Aldrich 

Sodium Pyruvat Sigma-Aldrich 

Tris-HCl Sigma-Aldrich 

TrismaBase Sigma-Aldrich 

Triton-X 100 Sigma-Aldrich 

Trypsin Sigma-Aldrich 

Tween20 Sigma-Aldrich 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 

 

 

 

Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

µ-Dish 35 mm high, Glass Bottom Ibidi 

Culture-Insert 3 Well in µ-Dish ibidi 

Einwegspritze 10 ml Braun 

Einwegspritzen 5 ml Braun 

Filtriereinheit 0,2µm (blau) Roth 

Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen Sarstedt 

Pasteurpipetten (Glas) Hilgenberg 

Pasteurpipetten (Plastik) Brand 

Pipettenspitzen 1 ml (blau) Sarstedt 

Pipettenspitzen 10µl (weiß) Sarstedt 
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Pipettenspitzen 200 µl (gelb) Sarstedt 

Trans-Blot® Turbo™ Mini-size PVDF Membrane Bio Rad 

Reaktionsgefäß 1,5 ml Sarstedt 

Reaktionsgefäß 15 ml Sarstedt 

Reaktionsgefäß 2 ml Sarstedt 

Reaktionsgefäß 200 µl Sarstedt 

Reaktionsgefäß 50 ml Sarstedt 

Röhre 5 ml Sarstedt 

Rotilabo®-Verschlussclips Roth 

Serologische Pipetten 1 ml (Plastik) Sarstedt 

Serologische Pipetten 10 ml (Plastik) Sarstedt 

Serologische Pipetten 5 ml (Plastik) Sarstedt 

Zellkulturschale 10 cm Greiner Bio-One 

Zellkulturschale 35 mm Greiner Bio-One 

Zellkulturschale 35 mm sechsfach Greiner Bio-One 

Zellkulturschale 66 mm Greiner Bio-One 

Zellschaber Sarstedt 

Trans-Blot® Turbo™ Mini-size Transfer Stacks Bio Rad 

 

 

 

Tabelle 12: Verwendete Kitsysteme 

Bezeichnung Hersteller 

10x TGS Buffer (Tris/ Glycine/ SDS buffer) Bio Rad 

4-15 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels Bio Rad 

Apoptotic/ Necrotic/ Healthy Cells Detection Kit PromoKine 

BCA-Protein Assay Kit Bio Rad 

Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Imaging Kit Invitrogen 

Click-iT® EdU Alexa Fluor® 647 Imaging Kit Invitrogen 

Immobilion™ Western Chemiluminescent HRP Substrate Millipore Corporation 

Precision Plus Protein ™ Unstained Standard Bio Rad 

Precision Protein ™ Strep Tactin-HRP Conjugate Bio Rad 

Quantikine ELISA Human VEGF R&D Systems 

Restore™ Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific 

Trans-Blot® Turbo™ 5x Transfer Buffer Bio Rad 
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Tabelle 13: Zellbiologische Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Inhaltsstoff Konzentration 

DMEM-Vollmedium DMEM Medium High Glucose (4500 mg/l) 

Schweine Serum 

Sodium-Pyruvate Lösung 

Penicillin 

Streptamycin 

 

10 %(v/v) 

100 mM 

10000 units/ ml 

10 mg/ ml 

T (Trypsin) PBS- 

Trypsin 

 

0,25 % (w/v) 

T/E (Trypsin/ EDTA) PBS- 

Trypsin 

EDTA 

 

0,25 % (w/v) 

0,2 % (w/v) 

 

Tabelle 14: Verwendete Puffer und Lösungen für Zelllysate 

Bezeichnung Zusatz Zusammensetzung Hersteller 

RIPA Lysis Buffer System  

Protease Inhibitor Cocktail 

PMSF 

Na-Orhtovandate 

965 µl 

15 µl 

10 µl 

10 µl 

Santa Cruz  

Biotechnology  

 

 

 

Tabelle 15: Immunzytochemische Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Inhaltsstoffe Konzentration 

0,05% Triton-X 100 1% Triton-X 100 

dH2O 

 

Blockierlösung BSA 

dH2O 

1% (w/v) 

Primärantikörper 1% BSA 

Primärantikörper 

 

Tabelle 17 

Sekundärantikörper PBS- 

Sekundärantikörper 

 

Tabelle 18 

Fixierlösung 4,5% Formaldehyd  
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Tabelle 16: Proteinbiochemische Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Inhaltsstoff Konzentration 

10x TBS NaCl 

TrisBase  

dH2O 

 

1,5 M 

100 mM 

ad 1 l 

(pH=7,5) 

Antikörperlö-

sung 

TBST 

Magermilchpulver 

Antikörper 

 

5 % (w/v) 

Primärantikörper (Tabelle 17) 

Sekundärantikörper (Tabelle 

18) 

Blockierlösung TBST 

Magermilchpulver 

 

5 % (w/v) 

Laufpuffer 10x TGS Buffer 

dH2O 

100 ml 

900ml 

Probenpuffer Tris-HCl 

Glycerol (50%) 

SDS (10%) 

Bromphenol Blau (1%) 

dH2O 

600 µl 

5 ml 

2 ml 

1 ml 

900 µl 

Arbeitslösung 

Probenpuffer 

β-Mercaptoethanol 

 

950 µl 

50 µl 

TBST 1x TBS 

Tween20 

 

0,1 % (v/v) 

Transferpuffer Trans-Blot® Turbo™ 5x Transfer Buffer 

dH2O 

Ethanol 

200 ml 

 

600 ml 

200 ml 

Entwicklerlö-

sung 

Immobilion™ Western Chemiluminescent 

HRP Substrate A 

Immobilion™ Western Chemiluminescent 

HRP Substrate B 

50% (v/v) 

 

50% (v/v) 
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Tabelle 17: Eingesetzte Primärantikörper 

Bezeichnung Organismus Konzentration Hersteller 

  Western Blot Immunzytochemie  

HSP70 (sc-66048) Maus 1: 1000 1: 200 Santa Cruz 

Biotechnology 

VEGF (sc-507) Rabbit 1:250  Santa Cruz 

Biotechnology 

 

Tabelle 18: Eingesetzte Sekundärantikörper 

Bezeichnung Kopplung Konzentration Hersteller 

Donkey Anti-Mouse IgG (sc-

2314) 

HRP 1: 1000 Santa Cruz  

Biotechnology 

Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) HRP 1: 1000 Life technologies 

Goat Anti-Mouse IgG, IgM (H+L) Alexa Fluor® 488 1: 250 Life technologies 

Donkey Anti-Rabbit IgG (sc-2313) HRP 1: 250 Santa Cruz 

 

 

 

Tabelle 19: Protease-Inhibitoren 

Bezeichnung Konzentration/ Lösungsmittel Hersteller 

Protease Inhibitor Cocktail o.A./ DMSO Santa Cruz 

PMSF 200 mM/ DMSO Santa Cruz 

Na-Orthovandate  100 mM/ dH2O Santa Cruz 
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Liebe Mama, es ist mir ein besonderes Anliegen dir zu danken. Die letzten Jahre waren hart und 

trotzdem hattest du noch genug Kraft mich moralisch zu unterstützen. Ich bewundere wie stark 

du bist und hoffe, dass ein Teil von dem was dich so stark macht auch in mir ist. Vielen Dank für 

deine Unterstützung und all die aufbauenden Worte die du immer wieder für mich bereithältst. 

 

Lieber Papa, vielen Dank für die Unterstützung die du mir all die Jahre entgegengebracht hast. Ich 

bin sehr glücklich, dass du und Lena ein Teil meines Lebens seid und wir uns trotz der räumlichen 

Entfernung nah sein können. Es bedeutet mir viel, dass du ein Teil meines Lebens bist. 
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