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Die Prävalenz der altersbedingten 
Makuladegeneration (AMD) steigt 
mit der demographischen Entwick-
lung unserer Gesellschaft stetig an. 
Sie verursacht 8,7% aller Erblindun-
gen im Sinne des Gesetzes und ist 
neben Katarakt und Glaukom die 
dritthäufigste Ursache für Sehbehin-
derung weltweit [13, 38].

Frühe Stadien der AMD sind durch die 
Formation von Drusen und Atrophie des 
retinalen Pigmentepithels (RPE) charak
terisiert. Im weiteren Verlauf entwickeln 
ca. 10% der Patienten die neovaskukäre 
Form dieser Erkrankung. Diese führt in 
vielen Fällen zu einem schnellen Verlust 
der zentraler Sehschärfe [13].

Die AMD ist eine multifaktorielle Er
krankung und ihre Ursachen sind bisher 
nur teilweise erforscht. Es konnten jedoch 
eine Reihe von Risikofaktoren ausfindig 
gemacht werden, die eine mögliche Ursa
che für die typischen degenerativen Ver
änderungen im retinalen Pigmentepithel 
(RPE) bei AMD sein könnten. Neben ge
netischen und ernährungsbedingten Ein
flussfaktoren [10, 11, 13, 47] gelten auch die 
im Laufe des Lebens kumulierende Ein
wirkung des Sonnenlichts auf die Netz
haut und die Bildung oxidativer Stoff
wechselprodukte als mögliche Ursachen 
für die Entstehung und das Fortschreiten 
der AMD [7, 8, 10, 11, 13, 29, 47, 52].

Pathophysiologisch spielt bei der neo
vaskulären AMD die Bildung von choroi
dalen Neovaskularisationen (CNV) im 
Bereich der Makula eine zentrale Rolle [15, 
22]. Durch die daraus resultierenden Flüs

sigkeitseinlagerungen und Blutungen im 
Bereich der Stelle des schärfsten Sehens 
kann es zu einem unwiederbringlichen 
Verlust der Lesefähigkeit, des Erkennens 
von Gesichtern und der Fähigkeit, Auto 
zu fahren, kommen [15, 22].

Die vermehrte Expression von Wachs
tumsfaktoren, insbesondere des „vascular 
endothelial growth factor“ (VEGF), wur
de als einer der Schlüsselmechanismen 
bei der Entstehung von CNV erkannt [3]. 
Spezifische Antikörper gegen VEGF ha
ben zu deutlichen Fortschritten in der 
Therapie dieser Erkrankung geführt [40, 
41]. Mit dem AntiVEGFAntikörper
fragment Ranibizumab (Lucentis®, Gen
entech, South San Francisco, USA), aber 
auch anderen verwandten Wirkstoffen, 
stehen uns seit einiger Zeit sichere und 
wirksame Therapeutika bei neovaskulä
rer AMD zur Verfügung [40]. Dennoch 
kommt es trotz dieser neuen therapeuti
schen Möglichkeiten bei einer Vielzahl 
der Patienten trotz Behandlung zu einer 
weiteren Verschlechterung der Sehschär
fe. Zudem spricht die Erkrankung bei 
einem Teil der Patienten auf die Behand

lung mit VEGFAntikörpern nur unzurei
chend an [37, 40].

Mögliche Ursachen hierfür scheinen 
zu sein, dass die alleinige Blockade von 
VEGF im Glaskörper bei Patienten mit 
AMD zwar in vielen Fällen zu einer Sta
bilisierung oder leichten Verbesserung 
der Sehschärfe führt. Die neu gebildeten 
Blutgefäße und das sie umgebende, pa
thologisch veränderte Gewebe bleiben 
aber weiter bestehen, und langfristig ist 
ein weiteres Voranschreiten der Erkran
kung festzustellen [37, 40]. Ein Grund 
für diesen Mangel an nachhaltiger Wir
kung mag sein, dass redundante moleku
lare Sig nalwege trotz Therapie weiter ak
tiv bleiben und dass die alleinige Reduk
tion von VEGF im Extrazellularaum nur 
 begrenzte Wirkung auf das neovaskulä
re Gewebe hat. Außerdem wird durch die 
Blockade von VEGF mit entsprechenden 
Antikörpern lediglich das von einer Viel
zahl unterschiedlicher Zellen im Auge 
überschüssig produzierte Effektormolekül 
im Glaskörper abgefangen. Ob aber durch 
diese Therapie auch ein direkter Einfluss 
auf die Produktion von VEGF und seiner 

Tab. 1  Für die Real-Time-PCR verwendete Primer

Target Länge Position AT(C) % GC Sequenz

VEGF-A 18 1540–1557 60 56 Tgcccgctgctgtctaat

18 1592–1609 60 61 tctccgctctgagcaagg

VEGFR-1 20 2693–2712 59 50 cttatgatgccagcaagtgg

20 2748–2767 60 50 caaaagcccctcttccaagt

VEGFR-2 22 3768–3789 59 41 gaacatttgggaaatctcttgc

23 3811–3833 60 43 cggaagaacaatgtagtctttgc
VEGF-A „vascular endothelial growth factor A“, VEGFR-1 „vascular endothelial growth factor receptor 1“, 
VEGFR-2 „vascular endothelial growth factor receptor 2“.
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Rezeptoren im retinalen Gewebe resul
tiert, wird kontrovers diskutiert [30, 48].

Eine der Hauptfunktionen des RPE ist 
die Aufrechterhaltung der äußeren Blut
RetinaSchranke, durch die ein selekti
ver Transport zwischen den choroida
len Gefäßen und der äußeren Retina ge
währleistet wird. Als phagozytierendes 
System ist das RPE für die Erneuerung 
der Photorezeptoren von eminenter Be
deutung. Außerdem ist es für die Integri
tät der Stäbchen und Zapfen unerlässlich 

[13] und spielt auch bei der Entstehung 
eines Makulaödems eine herausragende 
Rolle [32]. Für den gesteuerten Abtrans
port von Flüssigkeit aus dem Subretinal
raum und die Barrierefunktion des RPE 
ist die Funktionsfähigkeit seiner „tight 
junctions“ von entscheidender Bedeu
tung [1, 32]. Dem Wachstumsfaktor VEGF 
wird eine besondere Rolle bei der Entste
hung eines Makulaödems zugeschrieben, 
da er eine Unterbrechung der BlutReti
naSchranke induzieren [43] und einen 

effizienten Abtransport von subretinaler 
Flüssigkeit verhindern kann [4, 5].

Für eine nachhaltige Therapie von 
CNV und feuchter AMD sind deshalb 
Wirkstoffe, die bereits bei der Produktion 
der ursächlichen Wachstumsfaktoren, 
aber auch an deren Rezeptoren, die bei der 
Regulation der Neovaskularisationskaska
de in der Netzhaut eine zentrale Rolle ein
nehmen, wünschenswert.

Multikinaseinhibitoren stellen eine 
neue Wirkstoffklasse dar, die potenziell an 
verschieden Stellen der Neovaskularisa
tionskaskade eingreifen [50]. Diese Studie 
untersucht die Wirkung des Multikinase
inhibitors Sorafenib (Nexavar, BAY 43–
9006) auf die Expression von VEGFR1/2 
sowie dessen Wirkung auf die lichtindu
zierte Expressionszunahme von VEGF. 
Hierfür wurden primäre, humane retina
le Pigmentepithelzellen mit rein weißem 
Licht (spectral range 400–700 nm) be
strahlt. Zusätzlich wurden die Zellen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen Sora
fenib behandelt. Dann wurde die Vitali
tät der Zellen untersucht und die Expres
sion von VEGF sowie seiner Rezeptoren 
VEGFR1/2 bestimmt.

Methoden

Kultivierung und Bestrahlung 
primärer RPE-Zellen

Um die Wirkung erhöhter Lichtein
strahlung auf das menschliche RPE hin
sichtlich Vitalität und Expression des 
Wachstumsfaktors VEGFA zu unter
suchen, wurden primäre, humane RPE
Zellen, wie bereits in früheren Arbeiten 
beschrieben, für 60 min mit rein wei
ßem Licht bestrahlt [26]. Hierzu wur
de eine HochleistungsXenonLichtquel
le mit homogenem Lichtspektrum (400–
700 nm) verwendet. An die Lichtquel
le wurde ein Lichtleiter angeschlossen, 
über den die Bestrahlung der Zellen er
folgte. Unmittelbar vor der Bestrahlung 
wurde das Zellkulturmedium gegen phos
phatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) ge
tauscht. Unter Kontrolle des Lichtspek
trums und der Strahlungsintensität mit
tels Spektralphotometer wurden die Zel
len von oben für 60 min mit einer Intensi
tät von 350 mW/cm2 bestrahlt. Unmittel
bar nach der Bestrahlung wurde die PBS

Kontrolle Sorafenib

**

VEGFR-1- und VEGFR-2-mRNA 
(RT-PCR)

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0
VEGFR-2 (FIk-1)VEGFR-1 (FIt-1)

VEGFR-1 (FIt-1)

Kontrolle Sorafenib (1µg/ml)

VEGFR-2 (FIk-1)

VEGFR-2 (FIk-1)

VEGFR-1 (FIt-1)180 kD

230 kD

a 

b

c

SorafenibKo

Abb. 1 9 a Expression 
von VEGFR-1/2-mRNA 
(RT-PCR) in primären 
humanen RPE-Zellen. 
Bei den Zellen, die für 
24 h mit 1 µg/ml Sora-
fenib behandelt wur-
den, kam es zu einer 
signifikanten Abnah-
me der mRNA-Expres-
sion von VEGFR-1 und 
VEGFR-2. b Immun-
histochemische Fluo-
reszenzfärbung zum 
Nachweis von VEGFR-
1/2-Protein-Expressi-
on in primären RPE-
Zellen: unbehandel-
te Zellen (Kontrolle) 
und nach 24 h Inkuba-
tion mit 1 µg/ml Sora-
fenib. c Repräsentati-
ve Westernblots zum 
Nachweis von VEGFR-
1/2-Protein-Expressi-
on: unbehandelte pri-
mären RPE-Zellen (Ko) 
und nach 24 h Inkuba-
tion mit 1 µg/ml Sora-
fenib (Sorafenib). RT-
PCR Real-Time-PCR, 
VEGFR-1/2 Vascular-en-
dothelial-growth-fac-
tor-Rezeptoren 1/2
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Lösung gegen serumfreies Zellkulturme
dium, das die untersuchte Testsubstanz 
(Sorafenib) enthielt, ausgetauscht, und 
die Zellen wurden für 24 h in Dunkelheit 
gehalten. Dann wurde der Tetrazolium
FarbReduktionsAssay [MTT; 3(4,5di
methylthiazol2yl)2,5diphenyl tetrazo
lium bromide] durchgeführt. Außerdem 
wurde mittels RealTimePCR (RTPCR) 
eine quantitative Analyse der mRNA Ex
pression des Wachstumsfaktors VEGF so
wie die Umsetzung der entsprechenden 
mRNATranskripte in die entsprechen
den Proteine durch einen „VEGF enzyme 
linked immunosorbent assay“ ( ELISA) 
untersucht.

RPEZellen wurden von 5 Spenderau
gen an der Hornhautbank der Augen
klinik der LMU gewonnen und, wie an
dernorts beschrieben, kultiviert [26]. Da
bei wurden nur die 2. und 3. Passage für 
die Versuche verwendet. Frühe Passa
gen von primären RPEZellen weisen 
noch zell eigenes Lipofuscein auf, das als 
Photo sensitizer wirkt und bei der Entste
hung der exsudativen AMD eine wichti
ge Rolle spielt [21, 45]. Dieser natürliche 
Lipofusceingehalt geht mit zunehmen
der Kultivierungsdauer der Zellen verlo
ren [6, 16, 36].

Die Untersuchungen wurden an 
statio nären Zellkulturen durchgeführt. 
Stationäre Zellkulturen erleichtern be
sonders im MTTAssay die Abgrenzung 
von zyto toxischen gegenüber antipro
liferativen Effekten. Hierzu wurden ca. 
3×105 Zellen pro Well auf 35mmPetri
schalen ausgesät und bis zur Konfluenz 
kultiviert. Dann wurden die Zellen, wie 
oben beschrieben, unter serumfreien 
Kulturbedingungen mit rein weißem 
Licht bestrahlt und mit der Testsubstanz 
(Sorafenib) behandelt.

MTT-Assay
Der MTTAssay misst die Aktivität der 
mitochondrialen Dehydrogenase und 
ist eine Standarduntersuchungstechnik 
der zellbiologischen Forschung [26, 34]. 
Prinzipiell werden die Zellen mit dem 
initial gelben MTTFarbstoff inkubiert. 
Der Farbstoff wird, dem Vitalitätsgrad 
der Zellen entsprechend, verstoffwechselt 
und schlägt ins Violette über. Diese Farb
änderung wird dann photometrisch er
fasst und erlaubt so Rückschlüsse auf die 
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Zusammenfassung
Hintergrund.  Kumulative Lichtexposition 
wird für die Entstehung der altersabhängi-
gen Makuladegeneration (AMD) mitverant-
wortlich gemacht. Die Hemmung des „vascu-
lar endothelial growth factor A“ (VEGF) ist das 
wichtigste Ziel der aktuellen antiangioge-
nen Behandlungsstrategien bei AMD. In Fall-
berichten konnte die Wirksamkeit des Multi-
kinaseinhibitors Sorafenib bei Patienten mit 
exsudativer AMD gezeigt werden. Diese Stu-
die untersucht die Wirkung von Sorafenib auf 
die Expression der VEGF-Rezeptoren 1 und 2 
(VEGFR-1/2) und die lichtinduzierte Expres-
sionszunahme von VEGF in humanen retina-
len Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen).
Methoden.  Der Effekt von Sorafenib auf 
die Expression von VEGFR-1 und -2 in primä-
ren humanen RPE-Zellen wurde auf zellulä-
rer Ebene mittels RT-CR, Immunhistochemie 
und Westernblot untersucht. Zusätzlich wur-
den die RPE-Zellen mit rein weißem Licht be-
strahlt und mit Sorafenib behandelt. Dann 

wurden die Vitalität der RPE-Zellen und die 
Expression von VEGF auf zellulärer Ebene be-
stimmt (Real-Time-PCR, Westernblot, Immun-
histochemie, ELISA).
Ergebnis.  Sorafenib reduziert die VEGFR-1/
2-Expression von humanen RPE-Zellen. Die 
Bestrahlung der RPE-Zellen mit weißem Licht 
führt zu einer Abnahme der Vitalität und zur 
Induktion von VEGF. Diese lichtinduzierten Ef-
fekte werden signifikant reduziert, wenn Zel-
len mit Sorafenib (1 µg/ml) behandelt wer-
den.
Schlussfolgerung.  Die Ergebnisse dieser 
Studie zeigen, dass der Multikinaseinhibitor 
Sorafenib vielversprechende Eigenschaften 
für eine mögliche Anwendung bei exudativer 
AMD aufweist.

Schlüsselwörter
Altersabhängige Makuladegeneration ·  
Ranibizumab · Sorafenib · Pazopanib ·  
Multikinaseinhibitoren

Cytoprotective and antiangiogenic effects of the multikinase 
inhibitor sorafenib on human retinal pigmentepithelium

Abstract
Background.  Cumulative light exposure is 
significantly associated with progression of 
age-related macular degeneration (AMD). In-
hibition of vascular endothelial growth fac-
tor A (VEGF) is the main target of current an-
tiangiogenic treatment strategies for AMD. 
Previous reports indicated that sorafenib, an 
oral multikinase inhibitor, might have bene-
ficial effects on exudative AMD. This study in-
vestigates the effects of sorafenib on light-in-
duced overexpression of VEGF and its recep-
tors VEGFR1 and 2 in human retinal pigment 
epithelial (RPE) cells.
Methods.  The effects of sorafenib on VEG-
FR1 and 2 expression of primary human RPE 
cells was investigated by reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR), im-
munohistochemistry and western blotting. 
In addition, RPE cells were exposed to white 
light and incubated with sorafenib. Viabili-

ty, expression of VEGF and its mRNA were de-
termined by RT-PCR, immunohistochemistry, 
western blotting, and enzyme-linked immu-
nosorbent assays.
Results.  Sorafenib reduced VEGFR1 and 2 
expression of RPE cells. Light exposure de-
creased cell viability and increased expres-
sion and secretion of VEGF. These light-in-
duced effects were significantly reduced 
when cells were treated with sorafenib at a 
dose of 1 µg/ml.
Conclusion.  The results show that sorafenib 
has promising properties as a potential anti-
angiogenic treatment for AMD.

Keywords
Age-related macular degeneration ·  
Ranibizumab · Sorafenib · Pazopanib ·  
Multikinase inhibitors
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Vitalität und Proliferationsfähigkeit der 
untersuchten Zellen.

RNA-Isolation und 
quantitative RT-PCR

Für diese Studie wurde die GesamtRNA 
zur Untersuchung der VEGFExpressi
on sowie der Flt1 und Flk1-Expressi
on (Flt1, Flk1: VEGFRezeptoren) aus 
35mmPetrischalen nach der Guanidi
umThiocyanatPhenolChloroform
Extraktionsmethode ( Stratagene, Hei
delberg, Deutschland) entsprechend vo
rangegangener Protokolle isoliert [24]. 
Die quantitative RTPCR ermöglicht 
die Erfassung von sehr kleinen Mengen 
mRNA. Nach der üblichen Isolierung 
der mRNA wird diese in cDNA durch 
 reverse Transkriptase umgeschrieben. 
Diese cDNA wird dann für die spezifi
sche PCR verwendet.

Um Unterschiede der Höhe der 
VEGF, Flt1 und Flk1RNAExpression 
in jeder untersuchten Probe zu bestim
men, wurde die Expression von 18SrRNA 
gleichzeitig in ein und derselben Probe als 
interne Kontrolle mitgeführt und die ent
sprechende VEGF, Flt1 und Flk1RNA 
in das Verhältnis dazu gesetzt. Die ver
wendeten Primer für die RTPCR sind in 
. Tab. 1 aufgeführt.

Proteinextraktion, Fluoreszenz-
immunhistochemie und 
Westernblot-Analyse

Um zu überprüfen, ob die sorafenibin
duzierte Abnahme der Flt1 und Flk
1mRNATranskription in verminderte 
Proteinsynthese umgesetzt wurde, wur
de ein Gesamtproteinextrakt aus den 
Zellen gewonnen und mit einem Maus 
antiFlt1 Antikörper (Santa Cruz Bio
technology, Santa Cruz, CA) und einem 
 AntiFlk1Antikörper (Santa Cruz Bio
technology, Santa Cruz, CA) entspre
chend vo rangehender Beschreibungen 
durch Westernblotting analysiert [26]. 
Hierbei wurde im Anschluss an den 
eigentlichen Blottingvorgang der gleich
mäßige Auftrag der Gesamtproteinmen
ge durch Färben der entsprechenden 
Poly vinyldifluoridmembran eines jeden 
Westernblots mit Coomassie Brilliant
blau überprüft.

Nachweis des Wachstumsfaktors 
VEGF in den Zellkulturüberständen

In einem weiteren Versuchsaufbau wur
de die Sekretion von VEGF durch RPE
Zellen nach Bestrahlung mit rein weißem 
Licht und nach Behandlung mit Sora
fenib untersucht. Für den ELISATest 
zum Nachweis von VEGF in den Zell
kulturüberständen wurde das Medium 
der entsprechenden Zellkulturen gesam
melt und zentrifugiert. Aus diesen Proben 

wurde dann die Konzentration von VEGF 
mit einem spezifischen ELISAAssayKit 
(R&D Systems) analysiert. Die Extinktion 
wurde bei 450 nm mit einem Mikrotiter
plattenReader (BioRad) gemessen. Zur 
Analyse der Ergebnisse werden die Mit
telwerte ±SD aus 6 unterschiedlichen Pro
ben ausgewertet und zu einem Konzentra
tionsstandard korreliert.

Statistische Auswertung

Die Analyse der Versuchsergebnisse er
folgte mit SPSS 13.0 für Windows (SPSS, 
Chicago, IL, USA). Für die Ergebnisse aus 
dem MTTAssay und der RTPCR wur
de der MannWhitneyTest angewendet. 
Bei allen statistischen Tests wurde p<0,05 
als signifikant angesehen. Alle Versuche 
wurden mindestens 3mal und mit RPE
Zellen von je 3 verschiedenen Spendern 
durchgeführt.

Ergebnisse

Signifikant reduzierte Expression 
von VEGFR-1/VEGFR-2 nach 
Sorafenib-Behandlung

Nach 24 h Inkubationszeit mit 1 µg/ml 
Sorafenib zeigte sich eine signifikante 
Abnahme der VEGFR1 und VEGFR2
mRNA Expression, wobei die VEGFR
2mRNA um den Faktor 5, die VEGFR
1mRNA um den Faktor 1,7 reduziert 
war und damit deutlich geringer ausfiel 
(. Abb. 1a).

Auch in Bezug auf die Umsetzung 
der entsprechenden mRNA Transkripte 
in Proteine ließ sich sowohl in der Flu
oreszenzfärbung als auch im Western
blot zeigen, dass bei den Zellen, die mit 
Sorafenib behandelt worden waren, so
wohl die Expression von VEGFR1 als 
auch von VEGFR2 herabgesetzt war 
(. Abb. 1b,c).

Sorafenib schützt das RPE vor 
phototoxischen Einflüssen 
auf die Vitalität der Zellen

Sorafenib ist an RPEZellen in therapeuti
schen Konzentrationen gut biokom patibel 
und schützt das RPE vor phototoxischen 
Einflüssen auf die Vitalität der Zellen. 
Nach 24 h Behandlungszeit zeigte sich im 
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Abb. 2 8 Im Zellvitalitätsassay (MTT-Assay) kam es bei den primären RPE-Zellen nach 24 h Behand-
lungszeit bis zu einer Sorafenib-Konzentration von 7,5 µg/ml zu keiner signifikanten Abnahme der 
mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität, verglichen zur unbehandelten Kontrolle (Ko). Signifikante 
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MTTAssay bis zu einer SorafenibKon
zentration von 10 µg/ml keinerlei Auswir
kung auf die mitochondriale Dehydroge
naseaktivität humaner RPEZellen, die 
Rückschlüsse auf Vitalität und Prolifera
tionsfähigkeit der untersuchten Zellen er
laubt (. Abb. 2).

Die Bestrahlung der RPEZellen 
mit rein weißem Licht (400–700 nm, 
350 mW/cm2) führte zu einer bestrah
lungszeitabhängigen Abnahme der 
mito chondrialen Dehydrogenaseaktivi
tät. Nach 60 min Bestrahlungszeit war 
die Vitalität der untersuchten RPEZel
len im MTTAssay signifikant reduziert 
(. Abb. 3).

Wurden die RPEZellen direkt nach 
der Bestrahlung mit 1 µg/ml Sorafenib 
behandelt, kam es zu einer signifikanten 
Abnahme dieser phototoxischen Effekte 
(. Abb. 3).

Signifikant verminderte 
Expressionszunahme von VEGF 
durch erhöhte Lichtexposition 
des RPE durch Sorafenib

Die Ergebnisse dieser Studie konnten 
zudem zeigen, dass es mit zunehmen
der Dauer der Bestrahlung zu einer aus
geprägten Induktion des Wachstumsfak
tors VEGF kam. Hierbei war die VEGF
Konzentration in den Zellkulturüber
ständen nach 60 min Bestrahlungszeit 
um das 2,5fache höher als bei den un
bestrahlten Kontrollzellkulturen. Auch 
hier konnte die Behandlung mit 1 µg/ml  

Sorafenib direkt im Anschluss an die 
Bestrahlung sowohl die mRNA Expres
sion als auch die Sekretion des Wachs
tumsfaktors VEGF signifikant reduzie
ren (. Abb. 4, 5).

Diskussion

Pathophysiologisch stellen die Expres
sionszunahme von Wachstumsfakto
ren und die daraus resultierende Fehlre
gulation des retinalen Gefäßwachstums 
eine der wichtigsten Ursachen von CNV 
dar [17, 39, 42, 53]. Der Wachstumsfaktor 
VEGF nimmt hierbei eine zentrale Stel
lung ein [3]. In einer Vielzahl von Stu
dien konnte nachgewiesen werden, dass 
neben dieser Schlüsselrolle von VEGF bei 
der Entstehung von CNV auch verschie
dene andere angiogene Wachstumsfak
toren (z. B. „plateletderived growth fac
tor“, PDGF, und „placenta growth fac
tor, PlGF) im Glaskörper und der Netz
haut bei proliferativen Netzhauterkran
kungen vermehrt exprimiert werden und 
ebenfalls bei der Entwicklung und dem 
Fortschreiten der AMD von großer Be
deutung sind [17, 39, 42, 53]. Außerdem 
scheint hierbei das Gleichgewicht der Re
zeptoren, durch welches die neoangio
genetischen Signalkaskaden in den Zel
len vermittelt werden, eine wichtige Rol
le zu spielen [18, 49]. VEGF beispielwei
se reguliert die Angiogenese im Gefäß
endothel durch die Rezeptortyrosinki
nasen VEGFRezeptor 1 (VEGFR1, Flt
1) und VEGFRezeptor 2 (VEGFR2, Flk

1, KDR; [49]). Ein Ungleichgewicht zwi
schen VEGF und seinen Rezeptoren kann 
zu CNV führen [14].

Der Multikinaseinhibitor Sorafenib 
(Nexavar, BAY 43–9006) ist für die ora
le Therapie bei fortgeschrittenem Nieren
zellkarzinom und anderen Tumorerkran
kungen zugelassen. Die spezifische Wir
kung von Sorafenib greift aber auch in 
Sig nalwege ein, die an der Entstehung von 
CNV und der feuchten AMD maßgeblich 
beteiligt sind [50, 51].

So konnte beispielsweise gezeigt wer
den, dass neben der Hemmung der RAF
Kinase als primärer Wirkmechanismus 
Sorafenib auch eine signifikante Wirkung 
auf verschiede andere Rezeptortyrosin
kinasen, die bei der Entstehung von Ge
fäßneubildungen beteiligt sind, besitzt. 
Hierbei sind unter anderem die Blockie
rung der RAF/Mitogenactivated pro
tein (MAP)/“extracellular signalregula
ted kinase“ (ERK) Kinase (MEK)/ERK 
(RAF/MEK/ERK) Kaskade und Effek
te auf verschiedene Rezeptortyrosinki
nasen, wie den VEGFRezeptoren 2 und 
3 (VEGFR2/3), den PDGFRezeptors, 
von Flt3, Ret und cKit von Bedeutung 
[2, 9, 31, 50, 51]. In Bezug auf eine mög
liche Anwendung am Auge konnte unse
re Arbeitsgruppe in einer jüngst veröffent
lichten Arbeit nachweisen, dass Sorafenib 
neben der Blockierung von Rezeptortyro
sinkinasen auch eine direkte Wirkung auf 
die Expression der Wachstumsfaktoren 
VEGF, PDGF und PlGF okulärer Gliazel
len hat [25]. In Ergänzung zu diesen Daten 
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Abb. 3 8 Im Zellvitalitätsassay (MTT-Assay) kam es bei den primären RPE-
Zellen nach 60 min Bestrahlung mit rein weißen Licht zu einer signifikanten 
Abnahme der mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität (MDA). Bei den Zel-
len, die direkt im Anschluss an die Bestrahlung mit 1 µg/ml Sorafenib be-
handelt wurden, war diese Abnahme der MDA signifikant geringer ausge-
prägt als bei den Zellen, die nur bestrahlt worden waren
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Abb. 4 8 Expression von VEGF-A-mRNA (RT-PCR) nach 60 min Bestrah-
lung der RPE-Zellen mit rein weißem Licht und nach Sorafenib-Behand-
lung (1 µg/ml). Statistisch signifikante Unterschiede in der VEGF-A-Expressi-
on sind durch einen * gekennzeichnet. VEGF-A „vascular endothelial growth 
factor A“, RT-PCR Real-Time-PCR, RPE retinalen Pigmentepithel
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zeigt diese Studie im Zellkulturexperi
ment, dass Sorafenib im RPE, dem bei der 
Entstehung der AMD eine grundlegende 
Rolle zugesprochen wird, zu einer signi
fikanten Reduktion der lichtinduzierten 
Expressionszunahme von VEGF führt. 
Diese Reduktion der Wachstumsfaktor
expression ließ sich sowohl auf RNA als 
auch auf Proteinebene nachweisen und 
belegt, dass der Wirkmechanismus von 
Sorafenib deutlich früher in der Pathoge
nese der CNV ansetzt als die etablierten 
Therapien mit VEGFAntikörpern.

Einschränkend muss an dieser Stel
le angemerkt werden, dass pathologische 
Veränderungen im RPE zwar maßgeb
lich an der Entstehung der neovaskulären 
AMD beteiligt sind, dass aber auch ande
re Strukturen wie die choroidalen und re
tinalen Gefäßendothelien oder auch die 
BruchMembran und Zellen der neuro
sensorischen Netzhaut eine wichtige Rol
le spielen. Ob die in dieser Studie aufge
zeigten Effekte von Sorafenib auf das RPE 
auch an diesen Strukturen antiangiogene 
Wirkungen zeigen, muss in weiteren ex
perimentellen und klinischen Studien ge
nauer erörtert werden.

Auch klinisch bestehen Hinweise, dass 
die Anwendung von Multikinaseinhibito
ren bei Patienten mit feuchter AMD viel
versprechend ist. So zeigen jüngst veröf
fentlichte Fallberichte, dass Sorafenib, al
lein oder in Kombination mit VEGF

Anti körpern – selbst bei therapieresisten
ten Fällen –, zu einer Verringerung des 
CNVbedingten Makulaödems und einer 
konsekutiven Verbesserung der Sehschär
fe führen kann [12, 27]. Klinische Studien 
zur Wirksamkeit der topischen Gabe von 
Pazopanib, einem weiteren Wirkstoff aus 
der Gruppe der Multikinaseinhibito
ren, bei neovaskulärer AMD sind in Pla
nung (z. B. ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT01072214).

VEGF reguliert die Angiogenese im 
Gefäßendothel durch die Rezeptortyro
sinkinasen VEGFRezeptor 1 (VEGFR1, 
Flt1) und VEGFRezeptor 2 (VEGFR2, 
Flk1, KDR) [49]. Aus experimentellen 
Studien wissen wir, dass die selektive In
hibition von VEGFR1/2 zur Regression 
von CNV führen kann [23, 46]. VEGFR2 
scheint hierbei mehr Einfluss auf die An
giogenese und permeabilitätssteigen
den Wirkungen von VEGF zu haben als 
VEGFR1 [18, 19]. VEGFR1 hingegen re
guliert die Aktivität von VEGF im Endo
thel der Blutgefäße, indem er die Bindung 
von VEGF/VEGFR2 verhindert [18].

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen 
eindeutig, dass Sorafenib an primären hu
manen RPEZellen die Expression sowohl 
des VEGFR1 als auch des VEGFR2 signi
fikant reduzieren kann. Es ist aber anzu
merken, dass der Effekt auf den VEGFR2 
deutlich stärker ausgeprägt war. Dies ist 
insofern von Bedeutung, als insbesonde

re VEGFR2 eine wichtige Rolle bei der 
Entwicklung neuer Gefäße spielt [44] 
und eine enge Verbindung zwischen dem 
VEGF/VEGFR2Signalweg und neovas 
kulären Netzhauterkrankungen zu be
stehen scheint [28, 46].

Auch in Bezug auf das RPE sind sol
che regulatorischen Mechanismen der 
VEGFRezeptoren von Bedeutung. So 
konnte gezeigt werden, dass die Aktivie
rung des VEGFR2 auf der apikalen Seite 
von RPEZellen für den VEGFinduzier
ten Anstieg der Epithelpermeabilität ver
antwortlich ist [1]. Die Rolle des VEGFR1 
in Bezug auf das RPE wird hingegen in der 
Literatur kontrovers diskutiert [1, 33]. Die 
Ergebnisse einer Studie von Miyamoto et 
al. deuten beispielsweise darauf hin, dass 
VEGFR1 die durch VEGF induzierten 
Veränderungen der Barrierefunktion von 
kultivierten RPEZellen vermittelt und 
den transepithelialen Gewebswiderstand 
von ARPE19Zellen reduziert [33].

Fazit für die Praxis

Im Gegensatz zu reinen VEGF-Antikör-
pern wirkt Sorafenib also nicht nur deut-
lich früher in der Pathogenese der neo-
vaskulären AMD, sondern außerdem 
auch noch an verschieden Stellen der 
Neovaskularisationskaskade. Dies könn-
te insofern von Nutzen sein, als die Hem-
mung eines einzelnen Moleküls über re-
zeptorvermittelte Feed-back-Mechanis-
men zu einer kompensatorischen Zunah-
me alternativer Signalwege führen kann 
und dieses aber möglicherweise durch 
den multiplen Ansatz von Sorafenib ver-
hindert werden kann [17, 39, 42, 53].
Sowohl Sorafenib als auch andere Wirk-
stoffe aus der Gruppe der Multikinase-
inhibitoren scheinen von ihrem Wirkme-
chanismus her eine vielversprechende 
Ergänzung zu den etablierten Therapie-
strategien bei neovaskulärer AMD dar-
zustellen. Ob sich daraus auch klinisch 
Vorteile für die Therapie der neovasku-
lären AMD ergeben, kann zum jetzigen 
Zeitpunkt noch nicht abgeschätzt wer-
den. Weitere Studien müssen den ge-
nauen Stellenwert dieser Substanzgrup-
pe bei feuchter AMD klären. Die vorlie-
genden ersten Daten lassen aber hoffen, 
das Multikinaseinhibitoren einen zusätz-
lichen Beitrag zur weiteren Verbesserung 
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Abb. 5 8 Quantitativer Nachweis der VEGF-A-Sekretion der RPE-Zellen nach 
Bestrahlung und Sorafenib-Behandlung (ELISA): unbestrahlte RPE-Zellen 
(0 min) und nach 60 min Bestrahlungszeit mit rein weißem Licht (60 min). 
Statistisch signifikante Unterschiede in der VEGF-A-Sekretion sind durch 
einen * gekennzeichnet. VEGF-A „vascular endothelial growth factor A“, 
RT-PCR Real-Time-PCR, RPE retinalen Pigmentepithel
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der Therapie dieser die Lebensqualität 
sehr beeinträchtigenden Erkrankung [20, 
35] darstellen.
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